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RESUME

Débalancement du métabolisme des acides gras polyinsaturés a longues chaines chez
les porteurs de ’apolipopoprotéine E &4

Par
Raphaél Chouinard-Watkins
Programme de doctorat en physiologie

These présentée a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de I’obtention
du diplome de philosophiae doctor (Ph.D.) en physiologie, Faculté de médecine et des
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4

Les porteurs de I’apolipoprotéine E €4 (APOE4) sont a risque accru de développer un déclin
cognitif et/ou des maladies cardiovasculaires comparativement aux non-porteurs. Ceci serait
partiellement attribuable a un débalancement dans le métabolisme de [D’acide
docosahexaénoique (DHA), un acide gras (AG) polyinsaturé oméga-3 qui joue un role crucial
dans la santé du cerveau et du ceeur. La consommation d’une diéte riche en AG saturés et la
présence de surpoids pourraient exacerber ce débalancement puisque ces facteurs modifient
I’homéostasie du DHA. Des données préliminaires suggeérent que la consommation d’un
supplément a haute dose de DHA, sur le long terme, permettrait de rétablir ’homéostasie de
cet AG chez les porteurs de I’APOE4. L’objectif de la premicre étude était d’évaluer la
réponse plasmatique a un supplément de DHA chez des participants consommant une dicte
riche en AG saturés, et ce, en fonction de 1’indice de masse corporelle (IMC) et du statut de
porteur de ’APOE4. Cette étude a démontré une interaction génotype x IMC sur la réponse
plasmatique de 1’acide arachidonique (AA) et du DHA au supplément. De plus, les porteurs
de 'APOE4 étaient de plus faibles répondeurs au supplément de DHA comparativement aux
non-porteurs, mais seulement chez les participants en surpoids. L’objectif de la seconde étude
était d’évaluer si une diete riche en DHA pendant huit mois permet de rétablir les niveaux de
DHA dans le foie de souris porteuses de ’APOE4 et d’évaluer si les transporteurs hépatiques
d’AG sont impliqués dans ce rétablissement. Les résultats ont démontré que sous une dicte
controle, les concentrations hépatiques d’AA et de DHA ¢taient plus élevées chez les souris
APOE4 comparativement aux souris APOE3 et que le transporteur d’AG hépatiques FABP1
est impliqué. Par contre, chez les souris ayant consommé¢ la dicte riche en DHA, les niveaux
d’AA et de DHA étaient similaires entre les génotypes. Ceci suggere qu’une supplémentation
a long terme en DHA pourrait rétablir I’homeéostasie de I’AA et du DHA chez les porteurs
de ’APOE4. Puisque le DHA est impliqué dans la sant¢ du cerveau et du cceur, la
consommation de hautes doses de DHA chez les porteurs de I’APOE4 pourrait contribuer a
diminuer leur risque de développer un déclin cognitif et/ou des maladies cardiovasculaires
mais cette association devra étre évaluée dans des études ultérieures.

Mots clés: acide docosahexaénoique, acide arachidonique, apolipoprotéine E €4, surpoids,
métabolisme hépatique, acides gras.
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1 INTRODUCTION GENERALE

Le maintien de la qualité de vie de la population canadienne vieillissante représente un
enjeu de santé publique considérable. D’ici le milieu du 21'™ siécle, on estime que le quart
de la population sera agée de 65 ans et plus (Statistique Canada 2013). Ce vieillissement
généralis¢ s’accompagne d’une augmentation de la prévalence des maladies
cardiovasculaires (MCV) et de la maladie d’ Alzheimer (MA) qui représentent deux des trois
pathologies les plus fréquentes chez les personnes adgées au Canada. Ainsi, il est important
d’établir des stratégies de prévention visant a diminuer le risque de développer ces

pathologies.

On dénombre au moins quatre facteurs de risque modifiables communs aux MCV et a la
MA et associés au métabolisme des lipides: le diabéte, I’hypertension, 1’obésité et
I’hypercholestérolémie (Kivipelto e al. 2001, Norton et al. 2014). De plus, ces facteurs de
risque seraient étroitement liés a la diete. En effet, une dicte hypercalorique riche en sucres
raffinés et/ou en certains types d’acides gras (AG) saturés serait la principale responsable de
I’augmentation de la prévalence de 1’obésité dans les pays occidentaux au cours des derniéres
décennies (Swinburn et al. 2004). A ’opposé, la littérature démontre que la consommation
de poissons gras serait associée a une diminution du risque de développer la MA (Cunnane
et al. 2009, Vandal ef al. 2008) ou les MCV (Djousse ef al. 2012, Tavani et al. 2001). Cette
association serait en partie attribuable a deux acides gras polyinsaturés oméga-3 (AGPI n-3)
a longues chaines hautement concentrés dans le poisson gras: 1’acide docosahexaénoique
(DHA) et I’acide eicosapentaénoique (EPA). Ainsi, la diete peut étre un facteur de risque ou
un facteur de prévention des MCV et de la MA et ceci serait en partie imputable a sa

composition en AG.

Une multitude de facteurs environnementaux, physiologiques et génétiques régulent les
concentrations de lipides plasmatiques en réponse a la dicte. Nos travaux portent sur I’allele
€4 de I’apolipoprotéine E (APOE4) qui est le plus important facteur de risque génétique de
développer la MA. Les porteurs de I’APOE4 présenteraient un risque €élevé de développer
des dyslipidémies et ils ne seraient pas protégés, cognitivement, par la consommation de
poissons gras comparativement aux non-porteurs (Huang et al. 2005). Nos résultats

démontrent que ceci serait en partie causé par un débalancement dans I’homéostasie du DHA



chez les porteurs de ’APOE4 (Chouinard-Watkins et al. 2013, Plourde et al. 2009).
Toutefois, ces études ne controlaient ni le surpoids ni la die¢te quotidienne des participants,
deux facteurs qui sont reconnus pour modifier le métabolisme du DHA (Plourde et al. 2014).
L’objectif principal de la premiére étude présentée dans cette these était d’évaluer la réponse
plasmatique a un supplément de DHA en fonction du génotype de 1’apolipoprotéine E
(APOE) et de I’indice de masse corporelle de participants consommant une di¢te riche en AG

saturés chez lesquels 1’apport calorique était controlé (Lockyer et al. 2012).

Le deuxiéme article porte sur un modele de souris porteuses des isoformes humaines de
I’APOE. Des données préliminaires provenant de notre laboratoire démontrent que
I’administration d’une supplémentation a haute dose de DHA pourrait rétablir I’homéostasie
de cet AG chez les porteurs de ’APOE4, mais la contribution des transporteurs hépatiques
n’est pas connue. L objectif de la deuxiéme étude était de caractériser le débalancement du
métabolisme hépatique du DHA chez des souris porteuses de I’APOE4 et d’évaluer si la
consommation a long terme d’une di¢te riche en DHA permet de rétablir I’homéostasie de
cet AG comparativement a des souris porteuses de ’apolipoprotéine E €3 (APOE3) ou de

I’apolipoprotéine E 2 (4POE?2).

Cette thése débutera en présentant la thématique des lipides avec une emphase
particuliere sur les AG. Par la suite, elle discutera des désordres de 1’homéostasie lipidique
et des facteurs qui peuvent influencer cette homéostasie, spécifiquement en lien avec le
polymorphisme de ’APOE4. La discussion s’intéressera aux mécanismes par lesquels les
porteurs de I’APOE4 auraient un débalancement du métabolisme des AGPI n-3 et ses

conséquences physiologiques.



2 LES LIPIDES

Les lipides constituent entre 15% et 25% de la masse corporelle d’un adulte en santé et
de 36% a 40% de la matiere grise séche du cerveau (O'Brien et Sampson 1965). IIs sont des
composés organiques généralement peu polaires et majoritairement hydrophobes. Ils jouent
un role primordial sur une multitude de fonctions physiologiques dans 1’organisme,
notamment sous forme de composés structuraux des membranes, de messagers de
signalisation intracellulaires ainsi qu’au niveau du stockage d’énergie. La grande famille des
lipides peut étre divisée en trois grandes catégories; les AG et leurs dérivés, le cholestérol et
ses dérivés et les vitamines liposolubles. Dans le cadre de cette theése, les deux premiéres

catégories seront abordées.
2.1 LESAG

Les AG, peuvent étre d’origine végétale ou animale et sont constitués d’une chaine
carbonée attachée a une extrémité carboxylique (COO-) pour lesquels le nombre de carbones
se situe généralement entre 4 et 26. Les AG font parties des trois classes de macronutriments,
les deux autres étant les glucides et les protéines, qui servent a fournir de I’énergie a
I’organisme. Les AG sont séparés en quatre grandes classes, en fonction de la longueur de
leurs chaines carbonées; courtes chaines (4 ou 6 carbones), moyennes chaines (8 a 12
carbones), longues chaines (14 a 22 carbones) et trés longues chaines (> 22 carbones). Chez
I’humain, =90% des AG retrouvés dans le tissu adipeux sont composés de 16 ou 18 carbones:
ces derniers servent notamment a stocker 1’énergie sous forme de triglycérides (TG) (Hodson
et al. 2008). Dans les membranes des cellules du plasma, le pourcentage relatif des AG ayant
16 ou 18 carbones est plus faible, soit =79% (Hodson et al. 2008) alors que dans les
membranes des cellules du cerveau, il est d’environ 65% (Carrie et al. 2000). Plus de 99%
des AG retrouvés dans I’organisme sont composé€s d’un nombre pair de carbones (Khaw et
al. 2012). Ceci est attribuable au fait que la synthese des AG se fait généralement via 1’ajout

de paires de carbones.



2.1.1 Classification, nomenclature et structure des AG

Une nomenclature plus détaillée classifie les AG en fonction de la présence ou non de
doubles liaisons sur leur chaine carbonée. Un AG est défini comme étant saturé lorsqu’il ne
contient pas de doubles liaisons, monoinsaturé lorsqu’il contient une double liaison et
polyinsaturé lorsqu’il contient au moins deux doubles liaisons (Tableau 2.1). Les AG sont
nommé¢s en débutant par le nombre de carbones suivi du nombre d’insaturations comme par
exemple 16: 0 pour 16 carbones et aucune insaturation. Lorsqu’il y a présence d’insaturation,
le symbole ® ou n- suivi d’un chiffre est ajouté afin d’indiquer la position de la premiére
insaturation a partir de I’extrémité méthylique. Par exemple, 18: 1 n-9 pour 18 carbones et

une insaturation située sur le neuvieme carbone a partir de I’extrémité méthylique.

Les sections suivantes vont porter sur les AG saturés, monoinsaturés et polyinsaturés
composés d’un nombre pair de carbones, retrouvés chez I’humain en concentrations
détectables et qui sont les plus étudiés (Tableau 2.1). Il est cependant important de noter que

cette liste est non exhaustive.
2.1.1.1 AG saturés

Chez I’humain et les rongeurs, les deux AG saturés les plus concentrés dans le tissu
adipeux, le plasma, le cerveau et la plupart des organes sont 1’acide palmitique (16: 0) et
I’acide stéarique (18: 0) (Hodson et al. 2008). Lorsque les concentrations de ces AG sont
additionnées, ils représentent entre 20 et 40% des AG totaux dans le plasma (Hodson et al.
2008) et preés de 50% des AG totaux dans le cerveau (Abbott ef al. 2012, Carrie et al. 2000,
Svennerholm 1968). On retrouve également des concentrations non-négligeables d’acide
myristique (14: 0) dans la plupart des tissus. Ces AG peuvent étre synthétisés par

I’organisme.

La totalité des AG a courtes et moyennes chaines connus et détectables dans 1’organisme
sont des AG saturés. Les trois AG a moyennes chaines les plus étudiés chez I’humain sont

I’acide caprylique (8: 0), I’acide caprique (10: 0) et I’acide laurique (12: 0).



2.1.1.2 AG monoinsaturés

L’ AG monoinsaturé le plus concentré dans le tissu adipeux, le plasma et le cerveau est
I’acide oléique (18: 1 n-9), un dérivé du 18: 0, et il représente >86% des AG monoinsaturés
dans ces tissus (Hodson et al. 2008). Le deuxieme AG le plus concentré est 1’acide

palmitoléique (16: 1 n-7) et représente un dérivé du 16: 0.
2.1.1.3 AGPIn-3 etn-6

I1 existe deux grandes familles d’ AGPI connus; les n-3 et les n-6. Ils sont aussi appelés
AG essentiels puisqu’ils ne peuvent étre synthétisés de novo chez I’homme et les mammiferes
puisque ces derniers n’ont pas les désaturases nécessaires a la synthése des AGPI n-3 et n-6

(Plourde et Cunnane 2007).

Dans la famille des AGPI n-3, I’acide alpha-linolénique (18: 3 n-3), d’origine végétale,
est nécessaire a la synthése des AGPI n-3 a plus longues chaines et il représente généralement
I’AGPI n-3 le plus concentré dans le plasma. Des AG issus du 18: 3 n-3, les plus connus sont
I’acide eicosapentaénoique (EPA; 20: 5 n-3), I’acide docosapentaénoique (22: 5 n-3) et
I’acide docosahexaénoique (DHA, 22: 6 n-3). Dans le cerveau, le DHA représente ~99% des
AGPI n-3 et =15-20% des AG totaux (Abbott et al. 2012, Carrie et al. 2000, Svennerholm
1968).

L’acide linoléique (18: 2 n-6) représente I’ AGPI n-6 le plus concentré dans le plasma. I
est d’origine végétale et sert de précurseur des AGPI n-6 a plus longues chaines. L’acide
dihomo-gamma-linolénique (20: 3 n-6) et I’acide arachidonique (AA, 20: 4 n-6) représentent
les deux AGPI n-6 les plus concentrés issus du 18: 2 n-6. L’AA représente ~10-20% des AG
totaux dans le cerveau (Abbott et al. 2012, Carrie et al. 2000, Svennerholm 1968).



Tableau 2.1: Nomenclature et structures des AG les plus communs dans I’organisme

Nom d’usage Nomqnc} ature Structure chimique
biochimique
AG saturés
0
Acide myristique 14: 0 - M
0
Acide palmitique 16: 0 )IVV\/\/\/\/\/\
HO
0
Acide stéarique 18: 0 P PPN
HO
AG monoinsaturés
0
Acide palmitoléique 16: 1 n-7 o M\F\/\/\/
o
Acide oléique 18: 1 n-9 )J\/\/\/\/:\/\/\/\/
HO
AG polyinsaturés
0
. . . / OH
Acide linoléique 18: 2 n-6
Acide arachidonique ou i
AA 20: 4 n-6
o
. ' ' 7 OH
Acide alpha-linolénique  18: 3 n-3
Acide eicosapentaénoique 20 5 13

ou EPA
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2.1.2 Homéostasie des AG

L’homéostasie des AG représente une balance entre I’absorption des AG provenant de

la diete, leur syntheése endogene, leur transport ainsi que leur dégradation.
2.1.2.1 Absorption

La majeure partie (<95%) des AG provenant de la diéte sont sous forme de TG (Thomson
et al. 1989). Un TG est constitué d’une molécule de glycérol a laquelle sont liés trois AG par

des liens esters (Figure 2.1).

(o)
sn-1 HzT _ O)OK/\/\/\/\/\/\/\
sn-2 | HC— O)W:W\A/
| (o)
sn-3 |H,C—O

Figure 2.1: Structure chimique d’un TG

Représentation d’un TG contenant un 16: 0 en position sn-1, un 18: 1 n-9 en position sn-2 et
un 18: 3 n-3 en position sn-3.

Les AG sous forme de TG sont séparés du glycérol par 1’action de la lipase gastrique
dans I’estomac et de la lipase pancréatique dans I’intestin gréle (Ramirez et al. 2001). La
prédigestion par la lipase gastrique permettra de faciliter I’action de la lipase pancréatique

pour former des 2-monoglycérides et des AG libres, lesquels pourront étre absorbés au niveau



de I’intestin gréle (Carlier ef al. 1991). L’efficacité qu’ont les lipases a digérer les TG dépend
de la nature et de la position des AG sur le TG. En effet, I’absorption des AG insaturés de
16-18 carbones serait plus efficace que celle des AG saturés de méme longueur alors que
I’absorption des AGPI de >20 carbones seraient la moins efficace (Christensen et al. 1995,
Nelson et al. 1996). De plus, I’absorption des AGPI de >20 carbones serait plus élevée

lorsque ces derniers se retrouvent en position 2 sur le TG (Christensen et al. 1995).

Prés de 5% des AG provenant de la dicte sont sous forme de phospholipides (PL)
(Thomson et al. 1989) alors qu’une plus faible proportion se retrouve sous forme d’esters de
cholestérol (EC). Le clivage des AG a partir des PL et des EC est médi¢ par la phospholipase
A2 et la cholestéryl ester hydroxylase, respectivement, libérant les lysophospholipides, les

AGQG libres et le cholestérol.

Les AG libres, les 2-monoglycérides, les lysophospholipides et le cholestérol forment
des micelles de type mixte lorsqu’ils entrent en contact avec les sels biliaires ce qui facilite
leur absorption par les entérocytes (Ramirez ef al. 2001). Les AG absorbés sont a nouveau
estérifiés en TG et PL dans le réticulum endoplasmique lisse des entérocytes. Les TG sont
ensuite émulsifiés avec le cholestérol et les EC par une membrane composée principalement
de PL et d’apolipoprotéines pour former les chylomicrons. Les chylomicrons sont solubles
dans le sang et transportent les lipides jusqu’au foie et vers d’autres tissus, notamment le tissu

adipeux.
2.1.2.2 Synthése

La synthese des AG saturés est réalisée dans le cytosol a partir de 1’acétyl-CoA et du
malonyl-CoA, lesquels se lient a une protéine porteuse d’acyl (PPA) pour former I’acétyl-
PPA ou le malonyl-PPA. Chez I’humain, la réaction de syntheése des AG est catalysée par
I’AG synthase, une enzyme multifonctionnelle a trois domaines possédant sept activités
enzymatiques distinctes (Wakil 1989). La réaction catalysée par I’AG synthase ajoute une
paire de carbones a une molécule d’acétyl-PPA via le malonyl-PPA qui, suite a quatre
réactions enzymatiques distinctes, forme le butiryl-PPA. Ce dernier peut €tre converti en

acide butyrique (4: 0) par une thioestérase ou allongé par 1’ajout d’un malonyl-PPA jusqu’a



sept reprises menant a la formation du 18: 0. Ces réactions enzymatiques permettent a

I’organisme de synthétiser des AG composés d’un nombre pair de carbones.

La formation du 16: 1 n-7 et du 18: 1 n-9 a partir du 16: 0 et du 18: 0, respectivement,
nécessite I’ajout d’une insaturation a la chaine carbonée et cette réaction est catalysée par la
A9 désaturase. Il existe au moins cinq types de désaturases, lesquelles sont codées par les
genes FADS (Park et al. 2009, Park et al. 2012, Park et al. 2010). L’humain possederait au
moins trois types de désaturases, la A5, la A6 et la A9, lesquelles catalysent 1’ajout
d’insaturation en position cing, six et neuf, respectivement, a partir de D’extrémité

carboxylique de la chaine des AG.
2.1.2.2.1 Synthése des AGPI n-3 et n-6

Contrairement aux plantes, I’humain ne peut pas synthétiser le 18: 3 n-3 ou le 18: 2 n-6
puisqu’il ne posseéde pas de A12 désaturase ou de Al5 désaturase (Nakamura et Nara 2004).
Ainsi, ces AG doivent étre obtenus par la di¢te. En présence du 18: 3 n-3 ou du 18: 2 n-6, les
réactions successives de désaturation, d’élongation et de désaturation menent a la formation
de ’EPA et de ’AA, respectivement (Innis 1991). Par contre, les processus par lesquels le
DHA est synthétisé a partir de I’EPA sont encore méconnus. La voie de synthése métabolique
du DHA a partir de ’EPA, qui est présentement acceptée et nommeée la voie de Sprecher
(Figure 2.2), requiert deux réactions d’élongation, une de désaturation et une -oxydation
(Mohammed ef al. 1997, Voss et al. 1991). Par contre, la présence de cette voie de synthese
du DHA chez I’humain n’est pas confirmée et certains suggerent une voie alternative qui
nécessiterait la présence d’une enzyme ayant une activité A4 désaturase (Figure 2.2) (Park et

al. 2015).
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Figure 2.2: Synthese des AGPI n-3 et n-6 dans I’organisme

Cette figure est une représentation schématique des voies de synthése proposées des AGPI
n-3 et n-6. La synthése du DHA et du 22: 5 n-6 passeraient par la voie de Sprecher
(Mohammed et al. 1997), la voie de la A4 désaturase (Park et al. 2015) ou par une
contribution des deux voies.

L’efficacité de la conversion des AGPI n-3 et n-6 a partir des précurseurs 18: 3 n-3 et
18: 2 n-6 varie d’une espece a ’autre. Afin d’estimer le taux de conversion des AGPI n-3 et
n-6 chez I’humain, deux techniques ont été utilisées: 1-administrer un traceur d’AG marqué
au carbone 13 ('*C) et suivre son métabolisme ou 2-administrer une supplémentation d’un
AGPI spécifique et mesurer la concentration des AG en amont dans la cascade de conversion.
La premiere technique estime la conversion de fagon beaucoup plus précise et sensible que
la seconde. En effet, le 1>C est un isotope stable du carbone, plus lourd que le carbone 12, et
son abondance naturelle représente environ 1% du carbone total. De part ces caractéristiques,
il est possible de suivre le métabolisme des AG marqués au '*C in vivo chez I’humain. Dans

une étude, des chercheurs ont administré une dose moyenne de 47 mg de 18: 3 n-3
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uniformément marqué au *C ([UC]-18: 3 n-3) a des femmes en santé et ils ont mesuré
’apparition d’EPA et de DHA marqués au '>C sur une période de sept jours (McCloy et al.
2004). Les auteurs ont démontré que 1,5% du 18: 3 n-3 a été converti en EPA alors que le
taux de conversion en DHA ¢était de 0,3% (McCloy et al. 2004). D’autres chercheurs ont
administré une dose unique de 400 mg de [U'3C]-18: 3 n-3 a des hommes en bonne santé et
ils ont obtenu des taux de conversions du 18: 3 n-3 vers I’EPA et le DHA de 0,03% et <0,01%,
respectivement (Hussein et al. 2005). Chez I’humain, le taux de conversion du 18: 3 n-3 en
EPA serait inférieur a 5% alors que le taux de conversion du 18: 3 n-3 en DHA ne dépasserait
pas les 0,5% (Plourde et Cunnane 2007). En ce qui concerne les AGPI n-6, I’administration
d’une dose unique de [U'*C]-18: 2 n-6 a démontré que le taux de conversion du 18: 2 n-6 en
AA ne dépasserait pas les 1% (Hussein ef al. 2005, McCloy et al. 2004, Plourde et Cunnane
2007). Considérant que ’AA et le DHA représentent preés de 30% des AG du cerveau et
qu’ils jouent un réle crucial sur le neurodéveloppement, les AGPI n-3 et n-6 doivent étre
consommés dans la diete. Par contre, il est important de maintenir une balance entre 1’apport
nutritionnel en AGPI n-3 et en AGPI n-6 puisqu’ils sont en compétition pour les mémes
enzymes et qu’une diéte trop riche en AGPI n-6 pourrait exacerber une carence en AGPI n-

3 (Lands 2012).

L’organisme pourrait synthétiser le 18: 3 n-3 a partir de I’EPA ou du DHA ainsi que
I’EPA a partir du DHA (Gronn et al. 1991, Osmundsen et al. 1991). Ces réactions seraient
catalysées dans les peroxysomes et serviraient, entre autre, de mécanisme compensatoire

permettant de palier a une carence en AGPI n-3.
2.1.2.3 Transport et stockage

En plus de fournir de I’énergie a la cellule, les AG peuvent étre incorporés dans les
membranes, étre stockés sous forme de TG ou agir comme messagers intracellulaires en tant
qu’AG ou dérivés d’AG via une multitude de cascades. Afin d’exercer ces rdles, les AG
doivent traverser la membrane cellulaire. Il n’y a pas de consensus sur les mécanismes par
lesquels les AG a longue chaine, incluant le DHA, traversent les membranes biologiques
(Chen et al. 2015, Hamilton et Brunaldi 2007, Hamilton et al. 2001, Rapoport et al. 2001,
Song et al. 2010, Spector 2001). 11 y a de plus en plus d’évidences que le transport des AG a

longue chaine serait médié par des systémes de transporteurs (Chmurzynska 2006, Doege et
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al. 2006, Falcon et al. 2010, Nguyen et al. 2014, Prieto-Sanchez et al. 2016, Zhao et Zlokovic
2014). Ces derniers faciliteraient le transport des AG et permettraient de maintenir un
équilibre entre les concentrations d’AG intracellulaire et extracellulaire. Cette balance est
primordiale au maintien de I’homéostasie cellulaire puisque qu’un exceés d’AG libres

intracellulaires est toxique pour la cellule (Schaffer 2003).

Une des premiéres protéines a avoir été identifié¢e comme transporteur d’AG est la
translocase d’ AG/regroupement de différentiation 36 (FAT/CD36) (Baillie ef al. 1996, Sfeir
et al. 1997). Initialement identifi¢ comme glycoprotéine membranaire des plaquettes
(Oquendo et al. 1989), le FAT/CD36 a depuis été confirmé comme ligand des lipoprotéines
(Endemann et al. 1993) et des PL (Podrez ef al. 2002) en plus des AG a longues chaines.

D’autres études ont démontré D’existence de transporteurs membranaires plus
spécifiques aux AG a longues chaines connus sous le nom de protéines de transport des AG
(FATP) (Lewis et al. 2001, Schaffer et Lodish 1994). Les FATP sont des protéines de 60 a
80 KDa localisées sur la membrane cellulaire ou sur la membrane des organelles
intracellulaires (Anderson et Stahl 2013, Dourlen et al. 2015) (Figure 2.3). Les FATP
agissent comme transporteurs des AG a longue chaine et ils possédent également une activité
acyl-CoA synthétase leur permettant d’activer les AG en acyl-CoA (Figure 2.3). Cette
derniére fonction est cruciale pour permettre aux AG de traverser la membrane
mitochondriale et produire de I’énergie via la B-oxydation ou étre réorientés vers le réticulum
endoplasmique pour, notamment, leur estérification en TG, PL ou EC. A I’aide de modéles
murins, au moins six types de FATP ont été identifiés jusqu’a présent (FATP1 a 6) et leur

expression varie d’un tissu a I’autre (Chmurzynska 2006, Dourlen ef al. 2015) (Tableau 2.2).

Les protéines de liaison des AG (FABP) font parties d’une troisieme famille de
transporteurs d’AG (Ockner et al. 1972). Les FABP sont des protéines chaperonnes qui sont
localisées dans le cytosol. Jusqu’a présent, neufs isoformes ont été caractérisées
(Chmurzynska 2006) (Tableau 2.2). Toutes les isoformes de FABP lient les AG et les acyl-
CoA, mais leur sélectivité¢ pour les différents types d’AG varie d’une isoforme a ’autre
(Furuhashi et Hotamisligil 2008). Un des principaux roles des FABP est de faciliter le
transport des acyl-CoA vers les différentes organelles, notamment les mitochondries ou le

réticulum endoplasmique (Atshaves ef al. 2010, Guzman et al. 2013) (Figure 2.3).
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\ Membrane cellulaire
Réticulum

CytOSOl FABDs endoplasmique,

peroxysomes ou
autres

Mitochondrie

Figure 2.3: Transport des AG

Schématisation du réle des transporteurs FAT/CD36, FATP et FABP dans la cellule. Les AG
a longues chaines traversent la membrane cellulaire par diffusion ou a I’aide de transporteurs
tel que FAT/CD36. Ils seront par la suite activés en acyl-CoA par les FATP et transportés,
entre autres, par les FABP pour étre réorientés vers les organelles.
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Tableau 2.2: Localisations des FATP et FABP dans I’organisme

Coeur Foie Intestin Tissu Cerveau SR Poumon
gréle  adipeux
FATP
1 +++ - + ++ + + +
2 - +++ ++ - - + +
3 - - - - - ++ -+
4 4+t + ++ + - + +
5 - - - - - - +
6 + + - - - ++ +++
FABP
1 - +++ ++ - - - -
2 - - - - - - -
3+ - - ++ - - -
4 - - - +++ - + -
5 - + + ++ + + ++
6 - - +++ - + -
7 - - - - +++ - -
8 - - - - +++ - -
9 - - - - - ot -

+, localisation démontrée avec expression faible; ++, localisation démontrée avec expression
moyenne; +++, localisation démontrée avec expression élevée; -, expression absente ou non-
démontrée; SR, systéme reproducteur. Adapté de (Chmurzynska 2006, Dourlen et al. 2015).

2.1.2.4 Catabolisme

La mitochondrie est le principal site de B-oxydation des AG menant a la production
d’¢énergie. Cette réaction est réalisée majoritairement par les hépatocytes, les cellules
musculaires et les neurones (Bartlett et Eaton 2004). Aprés avoir été activés par les FATP et
transportés par les FABP, les AG a longues chaines, sous forme d’acyl-CoA, peuvent
pénétrer a I’intérieur des mitochondries. L’acyl-CoA doit traverser la membrane externe et
la membrane interne de la mitochondrie et cette translocation nécessite un transporteur

composé de deux enzymes: la carnitine palmitoyl transférase 1 (CPT1) et la carnitine
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palmitoyl transférase II (CPT2) (Figure 2.4). La CPTI1 est ’enzyme limitante de la [3-
oxydation mitochondriale pour laquelle il existe trois isoformes connues : CPT1A (foie),
CPT1B (muscle) et CPT1C (neurone) (Price ef al. 2002, Yamazaki et al. 1997). La CPT1
catalyse 1I’ajout d’une molécule de carnitine au groupement acyl de I’acyl-CoA formant
I’acyl-carnitine. L acyl-carnitine traverse la membrane externe de la mitochondrie et ensuite
la membrane interne a I’aide du complexe CPT2-translocase, qui reforme 1’acyl-CoA et qui

libére une molécule de carnitine (Figure 2.4).

Cytosol

Membrane
mitochondriale
externe

Carnitine == Carnitine

%‘ranslocasé

Membrane CPT2

mitochondriale
interne

CoA-SH —C CoA
-oxydation
Matrix mitochondriale

Figure 2.4: Transporteurs carnitine palmitoyl transférases 1 et 2

Représentation du transport des AG a longues chaines du cytosol a la mitochondrie via le
systeme de transporteur carnitine palmitoyl transférase. Ce systéme permet 1’incorporation
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mitochondriale des AG a longues chaines sous forme d’acyl-CoA et leur B-oxydation afin de
produire de 1’énergie.

Lorsque I’acyl-CoA se retrouve a I’intérieur de la mitochondrie, une paire de carbones
sera clivée de 1’acyl-CoA menant a la formation d’acétyl-CoA. Pour les acyl-CoA dérivés
des AG saturés, cette réaction est catalysée, successivement, par I’acyl-CoA déhydrogénase,
I’enoyl-CoA hydratase, la 3-L-hydroxyacyl-CoA déhydrogénase et la [B-cétoacyl-CoA
thiolase (Houten et Wanders 2010). La B-oxydation des acyl-CoA dérivés des AGPI est prise
en charge par ces mémes enzymes en plus de nécessiter une série de réactions catalysés par
les enoyl-CoA isomérases et réductases (Houten et Wanders 2010). Ces réactions permettent
la délocalisation et/ou 1’élimination des insaturations de I’acyl-CoA qui empéchent la
progression de la réaction de B-oxydation. Chaque molécule d’acétyl-CoA produite par la [3-
oxydation peut servir de substrat au cycle de 1’acide citrique ce qui mene a la formation

d’énergie sous forme de trois NADH, un FADH; et un ATP.

La réaction de B-oxydation est réalisée enticrement dans la mitochondrie pour les AG de
moins de 22 carbones. Par contre, pour les AG constitués de 24 carbones et plus, la ou les
premicres étapes de f-oxydation doivent Etre réalisées dans le peroxysome avant que I’AG
soit réorienté vers la mitochondrie pour la suite de la réaction (Reddy et Hashimoto 2001,
Reddy et Mannaerts 1994). En effet, les AG de 24 carbones et plus sont trop longs pour étre
transportés a travers la membrane mitochondriale via le systeme de transporteur CPT1 et

CPT2 (Poirier et al. 2006, Reddy et Hashimoto 2001).

Il existe deux autres types d’oxydation connus dans la cellule, I’a-oxydation et la -
oxydation. L’ a-oxydation permet la séparation d’un seul carbone a partir des acyl-CoA et est
réalisée dans les peroxysomes (Wanders et al. 2010). La m-oxydation servirait

principalement a métaboliser les toxines dérivés des AG (Wanders et al. 2010).
2.1.2.5 Dérivés des AG

En plus de servir a la production d’énergie, les AG peuvent €tre métabolisés vers divers

dérivés qui ont des fonctions physiologiques. Certains sont toxiques pour la cellule alors que
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d’autres ont des fonctions anti-oxydantes et/ou anti-inflammatoires. Les principaux dérivés

des AG sont les céramides et les eicosanoides.

Les céramides sont dérivés des AG saturés et jouent notamment un réle crucial au niveau
de I’intégrité du stratum corneum (Bouwstra et al. 1999), la barri¢re hydrophobe de la peau,
en plus d’étre impliqué au niveau de 1’apoptose et de la synthése des hormones stéroidiennes
(Kwun et al. 1999, Lucki et Sewer 2008). Un débalancement dans 1’homéostasie du
métabolisme des céramides jouerait potentiellement un réle dans une multitude de
pathologies incluant le cancer, les maladies neurodégénératives et 1’obésité (Filippov et al.

2012, Samad et al. 2011).

La grande famille des eicosanoides inclut notamment les leucotrienes, les
prostaglandines et les thromboxanes. Ces eicosanoides sont synthétisés a partir de I’AA ou
de I’EPA. Les prostaglandines et les thromboxanes sont synthétisés via la voie de la
cyclooxygénase alors que les leucotrienes sont synthétisés a partir de la voie de la
lipoxygénase. Bien que la fonction varie d’un eicosanoide a 1’autre, la plupart des dérivés de
I’AA auraient des propriétés pro-inflammatoires alors que les dérivés de I’EPA seraient

principalement anti-inflammatoires (Calder 2006).

L’¢tude des voies de la lipoxygénase et de la cyclooxygénase a menée a la découverte
d’autres dérivés de ’EPA mais aussi du DHA: les résolvines et les protectines (Serhan et al.
2000). 11 y a de plus en plus d’évidences que ’activité anti-inflammatoire et anti-oxydante
de I’EPA et du DHA proviendrait en grande partie des résolvines et les protectines (Kohli et
Levy 2009).

En somme, au niveau cellulaire, les AG et leurs dérivés sont entre autres impliqués dans
la régulation de I’inflammation, de 1’apoptose et de I’apport calorique ainsi que dans le
maintien de I’intégrité cellulaire. Pour que les AG puissent exercer leur réle au niveau

cellulaire, ils sont transportés dans le plasma par les lipoprotéines.
2.2 LIPOPROTEINES : STRUCTURES ET FONCTIONS

Les AG a longues chaines ne sont pas solubles dans le sang et doivent donc étre

incorporés dans des lipoprotéines (Figure 2.5) pour étre transportés et redistribués aux
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organes et tissus. Outre les chylomicrons, dont le role est de transporter les AG en
postprandial, il existe quatre principales classes de lipoprotéines: les lipoprotéines a trés
faible densit¢ (VLDL), les lipoprotéines a densité¢ intermédiaire (IDL), les lipoprotéines a
faible densit¢ (LDL) et les lipoprotéines a haute densit¢ (HDL). Les cinq classes de
lipoprotéines different 1’'une de I’autre de par leur origine, leur rdle, leur diameétre, leur
composition lipidique et protéique ainsi que leur densité (Tableau 2.3). Puisque le diamétre
des lipoprotéines dans chacune des classes varie d’une molécule a 1’autre, plusieurs sous-
classes ont été établies, notamment dans les familles des HDL, des LDL et des VLDL. Les
TG sont principalement transportés par les chylomicrons, en post prandial, et par les VLDL
alors que le cholestérol est principalement transporté par les LDL chez I’humain (Tableau

2.3).

Afin de stabiliser la structure des lipoprotéines et d’augmenter leur solubilité dans le
sang, on retrouve a leur surface des apolipoprotéines qui servent de ligands a une multitude
de récepteurs permettant notamment le transfert des AG et du cholestérol a partir des

lipoprotéines vers divers tissus.

Les AG provenant de la di¢te qui ont été 1) absorbés par I’intestin, 2) ré-estérifiés et 3)
transportés par les chylomicrons sont par la suite redistribués en périphérie, notamment vers
le foie et le tissus adipeux. Dans ce processus, les chylomicrons naissants, contenant les TG,
vont recruter des apolipoprotéines via leur fusion avec les HDL, notamment
I’apolipoprotéine C-II et 1’apolipoprotéine E (apoE) pour devenir des chylomicrons matures
(Hegele 2009). L’apolipoprotéine C-II servira d’activatrice de la lipoprotéine lipase (LPL)
qui hydrolysera les TG menant au relargage des AG vers le tissus adipeux et le foie a partir
des chylomicrons (Hegele 2009). Dans le tissu adipeux, les TG seront ré-estérifés notamment
par la diacylglcérol acyltransferase pour étre entreposés. Dans le foie, les TG seront groupés
avec le cholestérol et I’apolipoprotéine B-100 pour ainsi former les VLDL (Hegele 2009).
Sous D’action d’une LPL, les VLDL sont convertis en IDL, qui subissent a leur tour
I’hydrolyse des AG sous I’action de la lipase hépatique pour former les LDL. Les LDL en
circulation peuvent redistribuer les AG et le cholestérol en périphérie ou étre captées de
nouveau par le foie. Quant aux résidus des chylomicrons, ils seront captés par le foie et ce

processus est médié¢, notamment, par I’activation du récepteur LDL par I’apoE.
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Les HDL sont synthétisées au niveau du foie et des intestins et jouent plusieurs rdles
cruciaux au niveau du métabolisme des lipides. Les HDL naissants sont issues de la fusion
d’apolipoprotéines avec les PL et le cholestérol provenant des membranes cellulaires et ce
processus est médié par le transporteur ABCA1 (Barkowski et Frishman 2008). Par la suite,
les HDL deviennent sphérique via I’action de I’enzyme lécithine-cholestérol acyltransferase
qui estérifie le cholestérol libre a la surface des HDL naissants. L’action de la protéine de
transfert des EC (CETP) médie le transfert des EC a partir des HDL vers les lipoprotéines
riches en lipides (de Grooth et al. 2004) permettant d’augmenter la recapture du cholestérol
par le foie via le métabolisme des LDL et VLDL (Barter et al. 2003). Les HDL servent
notamment a 1) fournir les apolipoprotéines aux chylomicrons et VLDL menant a leur
maturation et a 2) recevoir I’excés de cholestérol de la périphérie afin de le rediriger vers le
foie pour excrétion soit directement ou indirectement via 1’action de la CETP. Cette

deuxiéme fonction fait partie d’un processus nommé le transport inverse du cholestérol.
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Apolipoprotéines

Cholestérol libre on PL

Figure 2.5: Représentation générale d’une lipoprotéine

A Dintérieur des lipoprotéines se retrouvent les lipides peu polaires comme les EC et les TG.
Ces derniers sont enveloppés par une membrane lipidique qui est composée, notamment, de
PL, d’apolipoprotéines et de cholestérol libre. La téte polaire des PL sert de barriére entre
I’intérieur de la lipoprotéine et le milieu extérieur hydrophile.



21

Tableau 2.3: Caractéristiques des grandes classes de lipoprotéines

Contenu en lipides (% relatif)

Classes de Apolipoprotéines .
lipoprotéines Diamétre (nm) majeures Densité (g/dl) TG Chol PL
75-1200 apoB-48, apoA-I
Chylomicrons apoA-11, apoC*, <095 80-95 27 39
apoE
apoB-100, apoC*,
VLDL ~30-80 | apoE 0,95-1,006 55-80 5-15  10-20

- _ *
DL £ apoB-100,apoC*, ) 406.1019 2050 2040 15-25
apoE
18-25
LDL &2 apoB-100 1,019-1,063 515 4050  20-25
5-12 apoA-l, apoA-Il,
HDL Py apoC*, apoF. 1,063-1,21 510 1525 20-30

*11 existe quatre types d’apo dans la famille des apoC soit 1’apoC-I, 1’apoC-II, 1’apoC-III et
I’apoC-IV. Chol, cholestérol. Adapté de (Saland et Ginsberg 2007).
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3 HOMEOSTASIE DES AG ET SANTE

L’homéostasie des AG est un processus qui est finement régulé et son débalancement
peut avoir des répercussions sur une multitude d’organes. Au fil des années, la recherche a
permis de mettre en évidence 1’association entre les dysfonctions du métabolisme lipidique
et de nombreuses pathologies. Les MCV, le diabéte, certaines démences dégénératives et
plusieurs cancers ont ¢été associés, de prés ou de loin, & un débalancement dans le
métabolisme des lipides (Di Paolo et Kim 2011, Kunach et al. 2015, Lewis et al. 2002,
Pereira et al. 2015, Santos et Schulze 2012). D’ailleurs, des niveaux élevés de cholestérol ou
de TG plasmatiques ont ét¢ démontrés comme facteurs de risque des MCV (Gandotra et
Miller 2008, Miller et al. 2011) et potentiellement de la MA (Hoglund et al. 2005, Raffaitin
et al. 2009, Sjogren et Blennow 2005). L’homéostasie des lipides et des AG peut étre
influencé par plusieurs facteurs environnementaux ou endogenes. Certains de ces facteurs
sont non-modifiables, comme le vieillissement, alors que d’autre sont modifiables, comme

la diéte.
3.1 LES AG DANS LA DIETE

La proportion des lipides dans la dicte représente entre 5 et 50% de I’apport calorique et
cette proportion varie en fonction des populations. La majorité des lipides alimentaires sont
sous forme d’AG estérifiés (Thomson et al. 1989). La distribution des AG varie grandement
en fonction des aliments consommeés. Certaines diétes, comme la diéte méditerranéenne ou
une dicte riche en poisson gras, sont associées a un plus faible risque de développer des MCV
et la MA alors que d’autres, comme la di¢te nord-américaine, sont associées a un plus grand
risque de les développer (Cordain ef al. 2005, Cunnane et al. 2009, Graham et al. 2016, Hu
2008, Kanoski et Davidson 2011). Ces associations seraient en partie attribuables aux AG

qui composent les dietes.

Les graisses animales sont riches en AG saturés et en AGPI n-6, notamment en 16: 0,
18: 0 et en 18: 2 n-6 (Cortinas et al. 2004, Daley et al. 2010, Milicevic et al. 2014) alors que
le 18: 1 n-9 est principalement concentré dans les gras des oléagineux (Ros et Mataix 2006),

dans I’avocat et dans les produit laitiers.
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La concentration d’AA dans I’alimentation est plus faible que celle du 18: 2 n-6 et la
consommation de viandes animales contribue a la majorité de I’apport en AA (Li et al. 1998).
Le 18: 3 n-3 est d’origine végétale et il se concentre principalement dans les graines,

notamment les graines de Chia et de Lin (Ayerza et al. 2002, Barcelo-Coblijn et al. 2008).

L’EPA et le DHA se retrouvent principalement dans les poissons gras notamment dans
le saumon, la sardine, le maquereau et le thon (USDA 2005). Une portion de 100g de saumon
de I’atlantique contient environ 2 g d’EPA + DHA (USDA 2005). La société internationale
pour I’étude des AG et des lipides recommande a la population de consommer au moins 0,5

g/j ’EPA + DHA pour la santé cardiovasculaire.

Le beurre, la margarine ou les huiles végétales représentent une source non-négligeable
d’AG dans la diéte. Le beurre est composé de prés de 65% d’AG saturés et pres de 25% de
18: 1 n-9. Pour les huiles, la composition en AG varie considérablement en fonction de

I’origine de I’huile (Figure 3.1).

Afin de modifier la balance d’AG consommés dans la di¢te, il est possible de consommer
les AG sous forme de suppléments alimentaires. Cette méthode a été popularisée au début
des années 2000, notamment chez des populations dont 1’apport diététique en AG est jugé
inadéquat. La prochaine section portera sur un patron de di¢te en particulier: le nord-

ameéricain.
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Huile de tournesol N I
Huile de soya | s

Huile de sésame |

Huile de palme I

Huile d'olive I

Huile de colza (canola) 1 |
Huile de lin 0 e

Huile d'arachide

Huile de mais |

Huile de coconut I

0% 20% 40% 60% 80% 100%

B AG a moyenne chaine m 14: 0

m16:0 18: 0

W 18:1n-9 W 18:3n-3

W 18:2n-6 W 20: 4 n-6 (AA)
M autres

Figure 3.1: Composition en AG des huiles végétales

Estimation du contenu en AG de dix huiles végétales communément retrouvées dans les
supermarchés au Canada. Adapté de (Chempro 2016). Il est important de noter que le 20: 5
n-3 (EPA) et le 22: 6 n-3 (DHA) ne se retrouvent pas en quantités détectables dans ces
huiles.

3.1.1 La diéte de type nord-américaine

Ce type de diete est principalement consommé dans les pays occidentaux et est
caractérisé par la consommation d’aliments transformés riches en sucres raffinés et en AG
saturés. L’augmentation de la prévalence de I’obésité et des MCV au Canada et aux Etats-
Unis serait en partie attribuable a ce patron de dicte, puisque ceux qui consomment cette dicte
sont a risque élevé de présenter des dyslipidémies tel que des niveaux élevés de TG et/ou de
cholestérol plasmatiques (Siri-Tarino et al. 2010). I a été suggéré que 1’exces d’AG saturés

dans la diéte serait en partie responsable de ’association entre la consommation de la diéte
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nord-américaine et la présence de dyslipidémie (Siri-Tarino et al. 2010). Cependant, ce lien
a récemment été remis en question puisque d’autres études ont démontré que la
consommation excessive d’AGPI n-6 et déficiente en AGPI n-3 serait associée aux
dyslipidémies (Lands 2012). En quantité absolue, I’apport en AGPI n-6 dans la di¢te nord-
américaine est environ 15 fois plus élevé que I’apport en AGPI n-3 (Simopoulos 2008) alors
que les recommandations suggerent que 1’apport en AGPI n-6 dans la di¢te représente au
maximum cinq fois ’apport en AGPI n-3 (Simopoulos 2002). Ceci pourrait expliquer en
partie pourquoi les résultats des études visant a substituer les AG saturés par des AGPI n-6
dans la dicte sont contradictoires quant a la prévention des MCV (Chowdhury et al. 2014,
Farvid et al. 2014). 1l faut donc étre prudent lors de I’élaboration d’études visant a modifier
I’apport en AG dans la di¢te dans ’objectif de réduire le risque de développer diverses

pathologies.
3.1.2 Consommation de poisson et AGPI n-3

Les populations qui consomment beaucoup de poisson gras telles que les japonais ont
généralement une espérance de vie plus élevée, une prévalence de dyslipidémie plus faible
ainsi qu’un plus faible risque de développer des MCV et la MA (Grant 2014, Sekikawa et al.
2008). Bien que cette association ne soit pas causée par un nutriment seul, il y a de plus en
plus d’évidences que I’EPA et le DHA joueraient un réle crucial dans ce lien (Bouwens et
al. 2009, Calon et al. 2004). Le DHA est I’AGPI n-3 le plus concentré dans les membranes
des cellules cardiaques et des neurones. Il est crucial dans le maintien de la fluidité des
membranes et dans la signalisation cellulaire (Horrocks et Yeo 1999). L’EPA et le DHA ont
aussi des propriétés anti-inflammatoires via leur structure méme ou via la synthese de leurs
dérivés (Kohli et Levy 2009, Serhan ef al. 2008, Serhan ef al. 2000). Ainsi, la consommation
de poisson gras est fortement suggérée puisque I’EPA et le DHA sont presqu’exclusivement
retrouvés dans le poisson et que ce dernier est aussi riche en une multitude d’autres

nutriments ou éléments essentiels comme 1’iode, le sélénium et la vitamine D.
3.1.2.1 Poisson, AGPI n-3 et cognition

L’association entre la consommation de poisson et la diminution du risque de développer

un déclin cognitif et/ou la MA a été évaluée principalement par des études épidémiologiques
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longitudinales. Au moins dix de ces études démontrent que plus la consommation de poisson
est €élevée, plus le risque de développer un déclin cognitif ou la MA est faible (Cunnane et
al. 2009). L’¢étude dite de Rotterdam a été I'une des premicres a démontrer cette association
(Kalmijn et al. 1997). Dans cette étude, il a été démontré que la consommation d’au moins
18,5 g/j de poisson contribue a diminuer le risque relatif de développer la MA de 70% sur
une période de 2,1 années. Depuis, plusieurs études supportent cette association avec une
diminution du risque de la MA ou du déclin cognitif similaire (Barberger-Gateau et al. 2002,
Morris et al. 2003). Ces résultats sont aussi supportés par une récente méta-analyse qui
suggere que 1’ajout d’une portion de poisson gras par semaine dans la diéte serait associ¢ a
une diminution de 7% du risque de développer la MA (Zhang et al. 2016). Par contre, I’étude
réalisée sur le plus grand nombre de participants jusqu’a présent n’a pas démontré
d’association entre la consommation de poisson et la diminution du risque de développer la
MA alors que 1’association avec le risque de démences de tous types confondus serait
dépendant d’un facteur génétique (Barberger-Gateau et al. 2007). La deuxiéme plus
importante ¢étude réalisée a ce jour n’a également pas démontré d’association entre la
consommation de poisson et/ou d’AGPI n-3 et la diminution du risque de tous types de
démence (Devore ef al. 2009). 1l est important de noter que le risque de développer un déclin
cognitif pathologique est influencé par une multitude de facteurs modifiables (Beydoun et al.
2014) et que ces derniers peuvent interagir entre eux. Puisque les études citées ci-haut n’ont
pas toutes contrdlé pour les mémes facteurs confondants, ceci pourrait contribuer a expliquer,
du moins en partie, les divergences entre les deux plus grandes études réalisées a ce jour
(Barberger-Gateau et al. 2007, Devore et al. 2009) et les autres (Barberger-Gateau et al.
2002, Kalmijn ef al. 1997, Morris et al. 2003). Plus récemment, 1’équipe de Martha Clare
Morris a publié une étude dans laquelle les auteurs ont évalué¢ 1’association entre la
consommation de fruits de mer et la rapidité du déclin cognitif sur une période de 7,2 années
chez 915 participants agés en moyenne de 81 ans. En analyse primaire, les auteurs n’ont pas
rapporté d’association entre consommation de fruits de mer avec le taux de déclin cognitif,
et ce sur cinq domaines cognitifs différents (van de Rest et al. 2016). Par contre, les auteurs
ont démontré que cette absence d’association serait potentiellement attribuable a un facteur

génétique confondant: le génotype de I’APOE.
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Certains chercheurs ont évalué I’association entre les concentrations d’AGPI n-3 dans le
plasma et la diminution du risque de développer un déclin cognitif. Ceci est explicable par le
fait que les concentrations d’AGPI n-3 dans le plasma sont corrélées positivement avec la
consommation de poisson. Une étude a démontré que des niveaux ¢€levés d’AGPI n-3 dans
les érythrocytes seraient associés a un meilleur statut cognitif plus tard dans la vie (Whalley
et al. 2008). Une autre étude a démontré que I’apport alimentaire en AGPI n-3 ainsi que les
niveaux d’AGPI n-3 dans le plasma seraient associés a un plus faible risque de démence
(Lopez et al. 2011). Cette association est supportée par une étude qui a démontrée sur 2251
participants que plus les niveaux plasmatiques d’ AGPI n-3 sont élevés, plus le risque de
déclin cognitif est faible (Beydoun et al. 2007) et ceci est appuyé par au moins une autre
¢tude (Schaefer ef al. 2006). Par contre, d’autres ne montrent pas d’association entre les
niveaux d’AGPI n-3 dans le plasma et le risque relatif de développer une démence (Kroger

et al. 2009) et il faut donc demeurer prudent.
3.1.2.2 Poisson, AGPIn-3 et MCV

Sur les 21 études épidémiologiques réalisées entre 1985 et 2015 ayant évalué
I’association entre la consommation de poisson et le risque de MCV, 18 ont montré une
association inverse ¢’est-a-dire que plus la consommation de poisson est €levée, plus le risque
de développer les MCV est faible (Raatz et al. 2013, Siscovick et al. 1995, Streppel et al.
2008, Tavani et al. 2001). Lorsque le risque de crise cardiaque est évalué, une méta analyse
a démontré que pour chaque ajout de 15 g/j de poisson a la dicte, le risque relatif de crise
cardiaque était diminué de 5% (Djousse ef al. 2012). De plus, les concentrations d’ AGPI n-
3 dans le plasma seraient associées au risque d’évenements cardiovasculaires (Siscovick et

al. 1995, Tavani et al. 2001).
3.1.2.3 Etude de supplémentation en AGPI n-3, MA et MCV.

A la lumiére des évidences épidémiologiques qui montrent que la consommation de
poisson et/ou les niveaux plasmatiques d’AGPI n-3 sont associés a de plus faibles risques de
développer un déclin cognitif ou des MCV, plusieurs équipes ont voulu évaluer le lien causal
entre la consommation d’ AGPI n-3 sous forme de supplément d’EPA + DHA et la diminution

du risque de développer ces pathologies. Par contre, les résultats des études évaluant ce lien
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de causalité sont trés hétérogenes. Pour la prévention du déclin cognitif ou de la MA,
certaines études suggerent que seuls les individus ayant une forme 1égere de déclin cognitif
pourrait bénéficier d’un supplément d’ AGPI n-3 (Chiu et al. 2008, Freund-Levi et al. 2006,
Yurko-Mauro et al. 2010) alors que d’autres ne montrent aucun effet chez des patients atteint
de la MA (Phillips et al. 2015, Quinn et al. 2010). La plus récente ¢tude randomisée
controlée, publiée dans JAMA, a suivi 3741 participants sur une période d’environ huit
années et a n’a pas démontré de lien causal entre la consommation de 1 g/j ’EPA + DHA et

la diminution du déclin cognitif lors du vieillissement (Chew et al. 2015).

En ce qui concerne la prévention des MCV, les résultats des études de supplémentation
sont tout aussi hétérogénes (Calder et Yaqoob 2012, Kromhout et al. 2012). Les premicres
études a avoir étudié la question ont suggéré qu’une supplémentation de EPA + DHA pourrait
réduire le risque de développer les MCV (Casula et al. 2013, 1999, Gissi ef al. 2008, Oikawa
et al. 2009, Yokoyama et al. 2007) alors que d’autres ne démontrent aucune réduction de
risque (Galan et al. 2010, Kromhout et al. 2010, Rauch ef al. 2010). Les doses d’AGPI n-3,
la durée du traitement, la nature du placebo et les critéres d’inclusions et d’exclusions étaient
trés hétérogeénes entre les études et pourraient donc expliquer, en partie, la variabilité des
résultats d’une étude a 1’autre en ce qui concerne la réduction du risque de MCV ou de MA.
La majorité des études de supplémentation ont contrélé pour la consommation de poisson,
mais pas pour les niveaux basaux d’EPA et de DHA dans le plasma des participants. Le
supplément d’ AGPI n-3 pourrait étre plus efficace, pour la réduction du risque de développer
la MA ou les MCV, chez une population ayant des niveaux plasmatiques faibles d’EPA et de
DHA.

En ce qui concerne la réponse des lipides du plasma suite a un supplément d’ AGPI n-3,
les résultats sont tout aussi hétérogenes. Le consensus est qu'une supplémentation a haute
dose de EPA + DHA serait associée a une diminution des TG plasmatiques mais que cette
association pourrait étre influencée par certains facteurs génétiques (Carvalho-Wells et al.
2012) ou la présence de surpoids puisque ce dernier est associ¢ a une ¢élévation des TG

plasmatiques (Despres et al. 1989, Hollister ef al. 1967).
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3.2 LE SURPOIDS

Le surpoids est reconnu comme étant un facteur de risque de MCV (Despres 2012,
Freedman et al. 1999, Poirier et al. 2006) puisqu’il entraine des dysfonctions du métabolisme
lipidique telles que des hypertriglycéridémies et des hypercholestérolémies (Bays et al.
2013). L’indice de masse corporelle (IMC) permet de classifier les individus en fonction de
leur poids et de leur taille et il est calculé en divisant la masse d’un individu (en kg) par la
taille au carré (en métre). L’unité de mesure de I’IMC est en kg/m? et cet indice a été
popularis¢é au milieu des années 1970 (Keys et al. 1972). 1l existe quatre catégories
communes de classification des individus a I’aide de I'IMC: sous poids (<18,5 kg/m?), poids

normal (18,5 a 25 kg/m?), surpoids (25 a 30 kg/m?) et obésité (>30 kg/m?).

Un IMC ¢élevé est associé a des hypertriglycéridémies et a un débalancement dans les
niveaux de cholestérol plasmatiques (Rahilly-Tierney et al. 2011, Srinivasan et al. 2001). De
plus, bien que 1’association entre la di¢te et I’homéostasie des lipides soit bien connue, I’'IMC
serait un facteur confondant dans cette association (Clifton et Nestel 1992). Dans cette étude,
des participants ont consommeé une dicte riche en gras + cholestérol pendant 6 semaines et il
a été démontré que 1I’augmentation du cholestérol dans les HDL était deux fois plus grande
chez les participants ayant un IMC <25 kg/m? comparativement aux participants ayant un
IMC >25 kg/m? (Clifton et Nestel 1992). En ce qui concerne le métabolisme des AGPI n-3,
nous avons démontré que la cinétique du DHA, évaluée suite a la prise d’une dose unique de
40 mg de DHA uniformément marqué au carbone 13 ([U'*C]-DHA), était modulée par I'IMC
des participants (Plourde et al. 2014).

La prochaine section portera sur un troisieme facteur qui peut interagir, avec la dicte et

I’IMC, sur le métabolisme des lipides: la génétique.

3.3 FACTEURS GENETIQUES INFLUANCANT L°’HOMEOSTASIE DES
LIPIDES

Les premiceres études qui ont mis en évidence la contribution de la génétique dans les
désordres du métabolisme des lipides étaient des études d’héritabilité. Les hyperlipidémies
familiales, caractérisées par des niveaux anormalement €levés de cholestérol et/ou de TG

plasmatiques, ont été réparties en cing classes en fonction, notamment, du phénotype qui leur
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est associé et du type de lipoprotéine pour laquelle le métabolisme est débalancé (Fredrickson
et Lees 1965). De ces hyperlipidémies, I’hypercholestérolémie de type IIb et
I’hypertriglycéridémie de type IV représentent 85% des cas, affectant environ une personne
sur 100, respectivement (Gaddi ef al. 2007, Pejic et Lee 2006). Il existe une multitude de
mutations génétiques qui peuvent étre responsables, du moins en partie, des hyperlipidémies
familiales. L’hypercholestérolémie de type IIb, par exemple, serait causée par des mutations

sur le géne codant pour le récepteur LDL et pour 1’apoB.

En plus des hyperlipidémies familiales qui sont généralement la conséquence de la
mutation d’un ou de quelques geénes principaux, il existe d’autres types d’hyperlipidémies,
lesquelles seraient la conséquence d’une multitude de facteurs, incluant ceux d’ordre
génétique, mais la contribution de ces derniers est plus faible. Une revue de la littérature
publiée par le conseil de la « American Heart Association » en 2007 a démontré qu’il existe
au moins 13 polymorphismes pour lesquels des revues ou méta analyses ont suggéré une
association avec les MCV et cinq sont directement reliés au métabolisme des lipides (Arnett
et al. 2007). Avec ’augmentation du nombre d’études de polymorphismes sur le génome
entier, au moins 59 associations ont été répertoriées entre un polymorphisme et une
dysfonction du métabolisme des lipoprotéines et/ou des TG (Arnett ef al. 2007). Ceci suggere
que les facteurs génétiques jouent un role crucial sur I’homéostasie lipidique et la prochaine

section portera sur un de ces facteurs: le génotype de I’APOE.
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4 APOLIPOPROTEINE E

L’apoE est une protéine de 299 acides aminés qui est retrouvée a la surface des cinq
grandes classes de lipoprotéines mais principalement sur les chylomicrons, les VLDL et les
HDL. Elle sert de ligand aux récepteurs de la famille des LDL et est cruciale dans le
catabolisme des lipoprotéines riches en TG (Singh et al. 2002). L’apoE est produite
principalement par le foie, le cerveau et les macrophages (Elshourbagy et al. 1985, Lin et al.
1986). Le geéne codant pour I’apoE est situé sur le chromosome 19 et il est composé de quatre
exons et trois introns, pour un total de 3597 paires de bases. Chez I’homme, il existe trois
principaux alleles de ’APOE: €2 (APOE?2), €3 (APOE3) et ¢4 (APOE4) menant a six
génotypes possibles soient trois homozygotes et trois hétérozygotes (Weisgraber et al. 1981).
Les différentes isoformes de 1’apoE différent aux positions 112 et/ou 158 de la chaine
d’acides aminés. L’apoE codée par ’4APOE?2 posséde une cystéine aux deux positions, 1’apoE
codée par I’APOE3 posséde une cystéine en position 112 et une arginine en position 158
alors que I’apoE codée par ’APOE4 posseéde une arginine aux deux positions (Rall et al.
1982, Weisgraber et al. 1981). La fréquence allélique varie d’une population a 1’autre
(Eisenberg et al. 2010). A I’aide d’échantillons de populations de descendance européenne,
la fréquence allélique a été estimée aux valeurs suivantes: APOE2: 6%—14%, APOE3: 74%—
88% et APOE4: 6%—17% (Bullido et al. 1998, Garenc et al. 2004). Etre porteur de ’APOE3
est associ¢ a aucune maladie connue a ce jour alors que les homozygotes de ’APOE?2
présentent, dans certains cas, une dyslipidémie sévére (Sijbrands et al. 1999). Les porteurs
de ’APOE4, que ce soit homozygotes ou hétérozygotes, ont un risque accru de développer

divers pathologies, notamment la MA et des MCV.
41 APOE4ET RISQUE DE DECLIN COGNITIF

Les homozygotes de I’APOE4 ont un risque 15 fois plus ¢élevé de développer la MA
comparativement aux non-porteurs (Coon et al. 2007, Farrer et al. 1997). Pour les
hétérozygotes de I’APOE4, le risque de développer la MA serait environ 3 fois plus élevé
comparativement aux non-porteurs (Farrer ef al. 1997). Une étude cas-témoin réalisée sur

des échantillons de populations américaines et espagnoles a démontré que la fréquence
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allélique de I’APOE4 est de 2 a 6 fois plus élevée chez des participants atteints de la MA

comparativement aux témoins (Bullido ez al. 1998) (Figure 4.1).

Population saine Maladie d'Alzheimer
Il 57% Il 36%
1 87.9% 1 60.0%
3 6.4% 3 36.4%
Espagne
Total = 264 Total = 220
I 71% Il 238%
1 78.0% 1 62.8%
3 14.9% 3 34.4%
Etats-Unis
Total = 350 Total = 320

Bl aroe2z [ArPoez [OaroEs

Figure 4.1: Fréquence allélique de I’APOE et maladie d’Alzheimer

La fréquence allélique de ’APOE est rapportée chez des participants sains (gauche)
comparativement a des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (droite) dans deux
populations distinctes (Espagne, haut; Etats-Unis, bas). Adapté de [NATURE GENETICS]
(Bullido et al. 1998), ©1998, avec la permission de « Macmillan Publishers Ltd.

Les mécanismes responsables de I’association entre 1’4 POE4 et la MA ne sont pas clairs.
Au cours du vieillissement, il est connu que le cerveau s’atrophie. Ceci est caractérisé par
une perte de masse seche nette d’environ 10% toutes les décennies a partir de I’age de trente
ans. Ce phénomene serait accentué chez les porteurs de I’APOE4 comparativement aux non-

porteurs et ceci serait attribuable a des dysfonctions vasculaires, lesquelles diminueraient la
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capacité de réparation neuronale chez les porteurs de ’APOE4 (Bell et al. 2012). Les
problémes cognitifs répertoriés chez les porteurs de I’APOE4 se manifesteraient aussi plus
tot (Greenwood et al. 2005) et seraient plus étroitement liés a des facteurs de risque
physiologiques comme 1’obésité comparativement aux non-porteurs (Zade et al. 2013). Ceci
suggere que la fenétre de prévention, notamment via la dicte, serait plus grande chez les

porteurs de I’APOE4 vs les non-porteurs.
42 APOE4 ET MCV

L’association entre le statut de porteur de I’APOE4 et 1I’augmentation du risque de MCV
a été évaluée a plusieurs reprises dans la littérature (Bennet ef al. 2007, Haan et Mayeda
2010, Khan ef al. 2013, Song et al. 2004, Zhang et al. 2014). Dans la méta analyse de Song
et al., les auteurs estiment que les porteurs hétérozygotes de I’ APOE4 ont 42% plus de risque
de développer des MCV comparativement aux porteurs homozygotes de ’4APOE3 (Song et
al. 2004). Dans la population chinoise, le risque relatif de MCV serait 96% plus élevé chez
les porteurs homozygotes et hétérozygotes combinés de ’APOE4 comparativement aux
porteurs homozygotes de I’APOE3 (Zhang et al. 2014). Par contre, une autre méta-analyse a
démontré que la différence de risque relatif de MCV entre les porteurs de I’APOE4 et les
porteurs de ’APOE3 serait beaucoup plus faible, soit de 6% (Bennet et al. 2007). Ainsi, les
conclusions sont tres hétérogenes entre les études et ceci pourrait étre expliqué par les
différences d’age, de statut lipidique et de diete d’une étude a I’autre (Haan et Mayeda 2010).
Néanmoins, ’augmentation du risque de MCV chez les porteurs de ’APOE4 serait

principalement médiée par la présence de dyslipidémie (Khan ef al. 2013).
43 APOE4, CONSOMMATION DE POISSON ET COGNITION

La consommation de poisson gras, qui est corrélée avec les concentrations plasmatiques
d’EPA et de DHA, serait associée a une diminution du risque de développer la MA (Cunnane
et al. 2009). Par contre, au moins deux études épidémiologiques ont démontré que cette
association ne serait pas présente chez les porteurs de I’APOE4 (Barberger-Gateau et al.
2007, Huang et al. 2005). Dans la premicre étude réalisée sur quatre communautés
américaines, les auteurs ont estimé que la consommation d’au moins deux portions de

poissons gras par semaine serait associée a une diminution de 41% du risque relatif de
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développer la MA, mais seulement chez les non-porteurs de I’APOE4 (Huang et al. 2005)
(Tableau 4.1). La seconde étude, réalisés sur trois communautés en France, a démontré que
le risque relatif de développer la MA ¢était inversement associ¢ a la fréquence de
consommation de poisson, mais uniquement chez les non-porteurs de I’4APOE4 (Barberger-
Gateau et al. 2007). Puisque les porteurs de I’4APOE4 ne seraient pas protégés cognitivement
par la consommation de poisson gras, ils pourraient représenter un facteur confondant qui
permettrait d’expliquer, en partie, I’hétérogénéité des résultats des études qui évaluent si une
supplémentation d’EPA et de DHA pourrait diminuer le risque de développer la MA.
Dr’ailleurs, dans 1’étude randomisée controlée de supplémentation la plus longue (18 mois),
les auteurs ont démontré qu’un supplément de 2 g/j de DHA pourrait potentiellement ralentir
le déclin cognitif chez des patients atteints de la MA, mais seulement chez les non-porteurs

de ’APOE4 (Quinn et al. 2010).

Bien que les trois études énumérées ci-haut présentent des résultats similaires, c’est-a-
dire que les porteurs de I’APOE4 ne seraient pas protégés par la consommation de poisson
comparativement aux non-porteurs (Barberger-Gateau ef al. 2007, Huang ef al. 2005, Quinn
et al. 2010), I’é¢tude publié récemment par 1’équipe de Martha Clare Morris vient contredire
cette théorie (van de Rest ef al. 2016). En effet, dans cet article, les auteurs ont démontré que
la rapidité du déclin cognitif est inversement associée a la consommation de fruits de mer,
mais seulement chez les porteurs de ’APOE4 (van de Rest et al. 2016). Par contre, la
catégorie des fruits de mer n’inclut pas uniquement le poisson. Les teneurs en €¢léments
essentiels comme 1’iode, le sélénium et la vitamine D varient grandement d’un aliment a
I’autre dans la classe des fruits de mer. Ces éléments sont tous associés, de pres ou de loin,
au statut cognitif. Ainsi, il se peut que les conséquences du statut d’APOE4 sur 1’association
entre la consommation de poisson et le déclin cognitif ne soient pas uniquement attribuables

aux AGPI n-3.
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Tableau 4.1: Risque relatif de démence en fonction de la consommation de thon ou autre poisson chez les porteurs et non-
porteurs de ’APOE4

Modéle 1* Mode¢le 2F

Nb. de portions / semaine n  Evénements/per RR IC 95% RR IC 95%

sonne/année
Porteurs de ’APOE4
<0,25 59 14/311 1 1
0,25-2 160 40/775 1,07 0,58 — 1,98 1,23 0,66 — 2,30
2-4 151 34/805 0,99 0,52 -1,89 1,06 0,55 -2,05
>4 104 23/553 0,91 0,44 — 1,88 1,03 0,49 - 2,16
Non-porteurs de ’APOE4
<0,25 206 41/1022 1 1
0,25-2 561 76/3064 0,72 0,46 — 1,12 0,85 0,54 - 1,33
2-4 490 69/2691 0,59%* 0,36 — 0,95 0,72 0,44 1,17
>4 313 33/1791 0,54* 0,31-0,95 0,69 0,91-1,22

*Le modele 1 contrdle pour I’age, le statut ethnique, le sexe, I’apport énergétique, I’IMC, la région et la consommation de poisson frit.
tLe modele 2 contrdle aussi pour I’éducation et le revenu

1 P <0,05. RR, risque relatif; IC, intervalle de confiance. Adapté de (Huang ef al. 2005), ©2005, avec la permission de Wolters Kluwer
Health, Inc.
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D’autres études ont évalué si la présence de I’APOE4 pourrait influencer I’association
entre les concentrations d’EPA et de DHA dans le sang et le statut cognitif (Whalley et al.
2008) ou le taux de déclin cognitif chez des personnes agées (Samieri ef al. 2011). L’étude
de Whalley et al. a été effectuée chez des porteurs et non-porteurs de ’APOE4 a’age de 11
ans et a été répétée chez les mémes participants lorsqu’ils avaient en moyenne 64 ans. Les
auteurs ont montré une corrélation significative entre la concentration érythrocytaire des
AGPI n-3 et le score d’intelligence a I’age de 11 ans et de 64 ans, mais seulement chez les
non-porteurs de I’APOE4 (Whalley et al. 2008). Par contre, dans 1’étude de Samieri et al.,
les auteurs ont montré que les concentrations d’EPA ou de DHA dans le plasma étaient
inversement corrélées avec le taux de déclin cognitif chez des personnes agées, mais
uniquement chez les porteurs de ’APOE4 (Samieri et al. 2011). Il y aurait donc une
discordance entre ces deux ¢études qui pourrait €tre partiellement expliquée par un
débalancement dans I’homéostasie lipidique chez les porteurs de I’4APOE4 comparativement

aux non-porteurs.
44 APOE4 ET METABOLISME LIPIDIQUE

Certaines ¢études suggerent que le génotype de I’APOE influence les marqueurs de
dyslipidémie classiques tels que les niveaux plasmatiques de cholestérol LDL (LDL-C) ou
de cholestérol total (Carvalho-Wells et al. 2010, Giltay et al. 2009). Les porteurs de I’APOE4,
hétérozygotes ou homozygotes, ont des niveaux plus élevés de LDL-C dans le plasma
comparativement aux porteurs de I’4APOE3 tandis que les porteurs hétérozygotes de I’APOE?2
ont les plus faibles niveaux (Carvalho-Wells ef al. 2010, Giltay et al. 2009). Par contre, les
niveaux de cholestérol total seraient similaires entre les porteurs de I’APOE3 et les porteurs
de ’APOE4 (Carvalho-Wells et al. 2010). Les porteurs homozygotes de I’APOE?2 présentent,
dans pres de 10% des cas, des dyslipidémies séveres mais les causes de ce déréglement sont
encore méconnues (Mahley ef al. 1999). 1l est connu que 1’apoE2 a une affinité¢ beaucoup
plus faible pour les récepteurs de la famille LDL comparativement aux autres isoformes de
I’apoE (Phillips 2014). Ce récepteur joue un role crucial dans le transport des lipides,
notamment vers le foie. Ainsi, les porteurs homozygotes de ’APOE?2 présenteraient un
déréglement du relargage des lipides vers le foie. Toutefois, d’autres facteurs doivent

probablement étre impliqués afin d’expliquer pourquoi prés de 90% des porteurs
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homozygotes de I’APOE? ne présentent pas de dyslipidémies (Mahley et al. 1999, Schaefer
2009).

En ce qui concerne les TG plasmatiques, lesquels transportent prés du tiers des AG dans
le plasma, leur concentration serait différente entre les porteurs de I’APOE4 et les porteurs
homozygotes de I’APOE3. En effet, chez des participants a jeun provenant d’une
communauté en Angleterre, les porteurs de I’APOE4 ont des niveaux de TG plasmatiques
26% plus élevés que les porteurs homozygotes de ’APOE3 (Carvalho-Wells et al
2010)(Figure 4.2A). Apres avoir consommé 49 g de gras dans un repas test, 1’aire sous la
courbe des concentrations de TG postprandiaux entre le temps 0 et la 480°™ minute était
22% plus ¢€levée chez les porteurs de I’APOE4 vs les porteurs homozygotes de ’APOE3
(Carvalho-Wells et al. 2010). Une étude réalisée chez des japonais a démontré que les
porteurs de ’APOE4 avaient des concentrations de TG plasmatiques en postprandial entre
45% et 50% plus élevées comparativement a des porteurs homozygotes de I’APOE3

(Kobayashi et al. 2001)(Figure 4.2B).
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Figure 4.2: Homéostasie des TG plasmatiques en fonction du génotype de ’APOE

(A) Concentrations des TG plasmatiques chez des participants a jeun porteurs de I’APOE?2
(n = 44), APOE3 (n = 142) et APOE4 (n = 65). Adapté de (Carvalho-Wells et al. 2010),
©2010, avec la permission de Elsevier. (B) Concentrations de TG plasmatiques apres
consommation de 18 g de gras/m” de surface de graisse viscérale chez des porteurs de
I’APOE4 (m, n = 19) et des non-porteurs (A, n = 43). Adapté de (Kobayashi et al. 2001),
©2001, avec la permission de Elsevier.
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Etre porteur de ’APOE4 influence les concentrations de TG plasmatiques a jeun ou en
postprandiales et les TG plasmatiques varient en fonction de la diéte. Ceci a incité 1’équipe
de Carvalho-Wells a évaluer si les porteurs de ’APOE4 répondent différemment a des
changements des lipides alimentaires comparativement aux non-porteurs (Carvalho-Wells et
al. 2012). Dans cette étude, les participants ont consommé successivement et pendant huit
semaines, une dicte faible en gras, une dicte riche en gras et une dicte riche en gras a laquelle
un supplément de DHA a été ajouté (Lockyer et al. 2012). Brievement, la dicte faible en gras
¢était composée de 24% de gras dont 8% d’AG saturés; la diete riche en gras était composée
de 38% de gras dont 18% sous forme d’AG saturés et la dicte riche en gras + DHA était
similaire, mais avec I’ajout de 3,45 g/j de DHA et 0,5 g/j de EPA. En réalisant les mesures
de concentrations plasmatiques des TG, les auteurs ont démontré une interaction génotype x
diete (Carvalho-Wells et al. 2012). En effet, suite a la dicte riche en gras + DHA et
comparativement a la di¢te faible en gras, la diminution des TG plasmatiques chez les
porteurs de I’APOE4 était 2,2 fois plus grande comparativement aux non-porteurs (-0.48 +
0.11 mmol/l vs -0.22 + 0.06 mmol/l, respectivement). Ces résultats suggerent que 1’effet
hypolipémiant d’une supplémentation en DHA serait plus important chez les porteurs de
I’APOE4 comparativement aux non-porteurs. Ces résultats sont corroborés par une étude de
la méme équipe qui a démontré que le génotype de I’4 POE serait un modulateur de la réponse
du cholestérol plasmatique a un supplément d’AGPI n-3 (Minihane et al. 2000). Ces résultats
suggerent que les porteurs de I’4APOE4 présenteraient un débalancement dans le métabolisme

des AGPI n-3 qui contribuerait a leur risque accru de développer des MCV ou la MA.
4.4.1 Débalancement du métabolisme des AGPI n-3 chez les porteurs de ’APOE4

Le métabolisme des AGPI n-3 chez les porteurs de I’APOE4 comparativement aux non-
porteurs a été évalué dans trois études publiées par 1’équipe de la Pr. Plourde (Chouinard-

Watkins et al. 2013, Dang et al. 2015, Plourde et al. 2009).

Dans la premiére étude, les auteurs ont administré une supplémentation de six semaines
a raison de 1,9 g/j de EPA et 1,1 g/j de DHA chez des porteurs (n = 8) et non-porteurs (n =
20) de ’APOE4. A leur entrée dans ’étude, les porteurs de ’APOE4 avaient un % relatif
d’EPA et de DHA dans les TG du plasma 67% et 60% plus élevé, respectivement,

comparativement aux non-porteurs (Plourde ez al. 2009). Par contre, la réponse plasmatique
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au DHA, évaluée en calculant la différence entre le % relatif du DHA dans les TG du plasma
aprés le supplément vs avant le supplément, était environ deux fois plus grande chez les non-

porteurs de I’APOE4 comparativement aux porteurs (Plourde et al. 2009).

Dans la seconde étude, nous avons administré 40 mg de [U'3C]-DHA a des participants
porteurs (n = 6) et non-porteurs (n = 34) de ’APOE4 et suivi la cinétique de ce traceur sur
une période de 28 jours (Chouinard-Watkins et al. 2013). Chez les porteurs de I’APOE4,
I’incorporation du [U'*C]-DHA dans les lipides totaux du plasma était de 31% plus faible
comparativement aux non-porteurs entre la prise du traceur et le jour 28 (Chouinard-Watkins
etal. 2013) (Figure 4.3A). De plus, au 28°™ jour, la B-oxydation cumulative du [U'*C]-DHA
était 93% plus élevée chez les porteurs de I’APOE4 comparativement aux non-porteurs
(Chouinard-Watkins et al. 2013) (Figure 4.3B). Ces résultats signifient que les porteurs de
I’APOE4 présentent un débalancement dans leur métabolisme des AGPI n-3 et plus
particuliérement du DHA. La troisiéme étude suggére que ce débalancement en postprandial
serait dépendant des niveaux plasmatiques d’EPA et de DHA chez les participants. En effet,
les porteurs de I’APOE4 ayant les plus faibles niveaux d’EPA ou de DHA semblent étre ceux
qui montrent le plus grand débalancement dans leur métabolisme postprandial des AGPI n-

3 (Dang et al. 2015).

La prochaine section de cette theése portera sur les différents modéles murins qui
permettent de mieux caractériser le role de 1’apoE dans le métabolisme lipidique et

I’influence du génotype de I’4POE sur ce métabolisme.
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Figure 4.3: Métabolisme du [U3C]-DHA chez I’humain en fonction du génotype de
’APOE

(A) Incorporation plasmatique et (B) B-oxydation cumulative du [U*C]-DHA suite a
I’administration d’une dose unique de 40 mg chez des porteurs de ’APOE4 (m, n = 6) et des
non-porteurs (A, n = 34). En (B), les courbes de gauche se rapportent a 1’axe y de gauche
alors que les courbes de droite se rapportent a 1’axe y de droite. Adapté de (Chouinard-
Watkins ef al. 2013), ©2013, avec la permission de « Cambridge University Press ».
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4.5 MODELES MURINS, METABOLISME DES LIPIDES ET APOE

Afin d’évaluer le réle de 1’apoE dans le métabolisme des lipides, le premier modéle
murin qui a été¢ développé présentait une délétion du géne de I’APOE (Piedrahita et al. 1992,
Zhang et al. 1992). Ces souris présentent une sévere dyslipidémie et ont permis de démontrer
I’importance de 1’apoE dans 1’homéostasie des lipoprotéines et dans la prévention de
I’athérosclérose et des MCV (Pendse et al. 2009). Néanmoins, puisque 1’apoE murin ne
possede pas d’isoforme connue et qu’il n’est pas 100% homologue a 1’apoE humain, des
chercheurs ont voulu évaluer si une insertion du géne de I’4APOE humain dans la souris
pouvait avoir des conséquences physiologiques. En 1997, I’équipe du Pr. Maeda a mis au
point un modele de souris dans lequel le géne de ’APOE3 a été inséré a la place de ’APOE
murin et ils ont montré que ces souris présentent une exacerbation de la réponse lipidique a
une diete riche en gras (Sullivan et al. 1997). Cette équipe a par la suite caractérisé
I’hypertriglycéridémie et 1I’hypercholestérolémie retrouvées chez les porteurs homozygotes
de ’APOE? a I’aide de souris homozygotes pour I’4APOE2 humain (Sullivan et al. 1998).
Plus récemment, des chercheurs ont montré que les souris porteuses de I’4POE4 humain
présentent des déficits cognitifs similaires a ce qui est retrouvé chez I’humain (Bour et al.
2008, Siegel et al. 2012). Ce modele de souris est donc idéal pour tester I’hypothése selon
laquelle les porteurs de I’APOE4 présentent un débalancement dans le métabolisme des
AGPI n-3. Chez des souris porteuses homozygotes de ’APOE2, de ’APOE3 ou de I’APOE4
humain consommant une diete déficiente en AGPI n-3, il a été¢ démontré que le génotype de
I’APOE est associ¢ a un débalancement des niveaux d’AGPI n-3 dans le plasma et dans le
foie (Conway et al. 2014). En effet, les souris porteuses de I’APOE4 avaient des
concentrations hépatiques d’AGPI n-3 totaux qui étaient de 46% inférieures aux souris
porteuses de ’APOE3. Ceci serait attribuable a un débalancement dans I’expression des
transporteurs hépatiques FATPS et FABP1 puisque les niveaux de ces transporteurs étaient

différents en fonction du génotype de ’APOE (Conway et al. 2014)(Figure 4.4).

Ce modele de souris porteuses de I’APOE4 permet donc de mieux comprendre le
débalancement du métabolisme des lipides chez les porteurs de I’APOE4 et représente un

modele pertinent afin de caractériser le métabolisme du DHA chez les porteurs de I’APOFE4.
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Figure 4.4: Transporteurs hépatiques des AG en fonction du génotype de ’APOE

Expression relative de FATPS (gauche) et FABP1 (droite) en fonction du génotype de
I’APOE chez des souris porteuses de ’APOE2 (n = 10), de ’'APOE3 (n=13) et de 'APOE4
(n = 14) agées entre 8,5 et 12 mois et ayant consommé une di¢te déficiente en AGPI n-3 a
partir de I’age de 4 mois. Adapté de (Conway ef al. 2014), ©2014, avec la permission de
Elsevier.
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5 PROBLEMATIQUE

Les deux études (Chouinard-Watkins et al. 2013, Plourde et al. 2009) qui ont démontré
que les porteurs de I’APOE4 présentent un débalancement dans le métabolisme du DHA

comportent certaines limitations, dont deux principales:

1) Dans les deux études, la dicte des participants a leur entrée dans 1’étude n’était pas
contrdlée. Ceci représente un biais puisque la réponse lipidique a une modification
de I’apport en AG dans la dicte est influencée par le génotype de I’4APOE (Carvalho-
Wells et al. 2010, Kobayashi et al. 2001). Puisque les participants qui participent
aux études cliniques n’ont pas nécessairement un patron alimentaire représentatif de
la population générale, il est plus difficile d’extrapoler les résultats a la population
générale

2) Dans les deux études, le nombre de porteurs de I’4APOE4 était moins de la moitié du
nombre de non-porteurs. Pour cette raison, il n’était pas possible de contrdler les
résultats pour divers facteurs confondant comme la présence de surpoids ou la prise

de certains médicaments.

En lien avec ces deux limitations, 1’é¢tude présentée dans I’article 1 a été élaborée en
collaboration avec des chercheurs du Royaume-Unis. Dans cette derniere, la dicte des
participants €tait controlée et le nombre de porteurs de I’APOE4 était ¢élevé et similaire au
nombre de non-porteurs. Tous les participants consommaient une diéte riche en AG saturés
depuis huit semaines avant de débuter la consommation du supplément d’AGPI n-3. Ce
controle de la diete permettait d’évaluer nos hypothéses dans une population consommant un
patron de diete relativement constant et s’apparentant au patron nord-américain. De plus, tous
les porteurs de I’APOE4 avaient exactement le méme génotype, c’est-a-dire un allele €3 et
un allele €4. Enfin, les participants étaient appariés par leur valeur d’IMC et la médiane
d’IMC des participants se situait pres du seuil de surpoids. Ceci a permis de controler pour

la présence ou non de surpoids.

Les résultats de I’étude [U'*C]-DHA ont démontré que la prise d’un supplément a hautes
doses d’EPA + DHA sur le long terme pourrait permettre de rétablir I’homéostasie du DHA

chez les porteurs de I’APOE4 (Hennebelle ef al. 2014). Par contre, le nombre de porteurs sur
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lesquels le suivi de la cinétique du [U*C]-DHA a été effectué en post-supplément était
insuffisant pour tirer des conclusions. Afin d’évaluer cette question, 1’utilisation du modele
de souris porteuses de I’4POE humain était pertinent. L’étude présentée dans 1’article 2 a
donc été élaborée afin de caractériser le métabolisme des AG en fonction du génotype de
I’APOE a I’aide du mod¢le de souris porteuses de I’APOE4, de I’APOE3 ou de [’APOE?2
humain. Cette étude a permis de 1) caractériser le débalancement dans le métabolisme des
AGPI n-3 chez les porteurs de ’APOE4 pour mieux comprendre la contribution des
transporteurs hépatiques sur ce débalancement et 2) évaluer si la consommation d’une dicte
riche en DHA pourrait permettre de rétablir ’homéostasie du DHA chez les porteurs de

I’APOEA4.

A plus long terme, les résultats des deux articles présentés dans ces travaux de doctorat
contribueront a 1’¢laboration de stratégies nutritionnelles préventives spécifiques aux
porteurs de I’APOE4 dans le but de diminuer leur risque de développer diverses pathologies
associées au métabolisme des lipides. Ceci représente un enjeu majeur puisque pres d’un
québécois sur cinq est porteur de ’APOE4 et donc a risque accru de développer des

dyslipidémies, des MCV et la MA.

Les hypotheses et objectifs seront présentés dans la prochaine section et seront suivis

des articles et de la discussion.
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6 HYPOTHESES DE RECHERCHE ET OBJECTIFS

L’hypothése générale de cette theése est que les porteurs de I’APOE4 présentent un
débalancement dans leur métabolisme du DHA, lequel est 1) influencé par des facteurs
physiologiques et environnementaux et 2) en partie attribuable a des dysfonctions du
transport hépatique des AG. L’objectif général de cette thése est donc de caractériser le
débalancement du métabolisme du DHA chez les porteurs de I’APOE4 a 1’aide d’une étude
clinique de supplémentation laquelle sera complémentée par une étude chez la souris afin

d’évaluer I’implication du foie dans ce débalancement.

Article 1

Hypothése: Les porteurs de I’APOE4 présentent un débalancement dans la réponse
plasmatique au supplément de DHA et I'IMC est un facteur confondant sur ce

débalancement.

Objectif: Chez des porteurs et non-porteurs de I’4APOE4 consommant une diete riche en gras
(RG), évaluer la réponse plasmatique en AG a une supplémentation de DHA de huit semaines

et évaluer si le surpoids influence cette réponse.

Article 2

Hypothése: Les souris porteuses de I’4APOE4 présentent un débalancement des niveaux
hépatique de DHA et des transporteurs d’AG et ce débalancement sera éliminé par la

consommation d’une diéte riche en DHA.

Objectif: Evaluer si une diéte riche en DHA permet de rétablir les niveaux de DHA dans le
foie de souris porteuses de ’APOE4 et évaluer si ’homéostasie des transporteurs d’AG est

impliquée dans ce rétablissement.
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7 ARTICLE 1

Interaction between BMI and APOE genotype is associated with changes in the plasma long-

chain—PUFA response to a fish-oil supplement in healthy participants.

Auteurs du manuscrit: Raphaél Chouinard-Watkins, Valérie Conway, Anne M Minihane, Kim

G Jackson, Julie A Lovegrove, Mélanie Plourde.

Statut de article: Publi¢ dans The American Journal of Clinical Nutrition. PMID:
26085515.

Avant-propos: Sur cet article, j’ai réalis¢ la totalité de la séparation des classes de lipides ainsi
que les extractions d’AG a partir du plasma. J’étais responsable de la compilation et de I’analyse

des résultats. J’ai réalisé les figures, les tableaux en plus de rédiger 1’article.

Résumé: Introduction: Les porteurs de 1’allele €4 de 1’apolipoprotéine E (4POE4) présentent un
deébalancement dans le métabolisme de 1’acide docosahexaénoique (DHA), un acide gras (AG)
oméga-3, et ceci pourrait étre exacerbé par la présence d’un surpoids ainsi que par une dicte riche
en gras (RG). Objectif: Chez des porteurs et non-porteurs de I’4APOE4 consommant une diete RG,
évaluer la réponse plasmatique en AG a une supplémentation de DHA de 8 semaines et évaluer si
la présence d’un surpoids influence cette réponse. Méthodes: Quarante-et-un porteurs de I’ APOE4
et 41 non-porteurs ont été recrutés dans le cadre de 1’¢tude SATgene. Les participants ont
consommeé une diete RG pendant 8 semaines suivi d’une dicte RG a laquelle 3,45 g/j de DHA ont
été ajoutés pour les 8 semaines suivantes (RG + DHA). Des échantillons de plasma ont été prélevés
a la fin de chaque intervention. Les lipides totaux (LT) du plasma ont été séparés en AG libres, en
lipides neutres et en phospholipides par extraction en phase solide et les profils en AG ont été
quantifiés par chromatographie en phase gazeuse. Les participants ont été séparés selon la médiane
d’IMC: IMC faible (< 25.5 kg/m?) ou IMC élevé (> 25.5 kg/m?). Résultats: Suite a la diéte RG +
DHA, nous avons rapporté une interaction génotype x IMC sur la réponse plasmatique du DHA et

de I’acide arachidonique dans les phospholipides et les LT et sur la réponse plasmatique de 1’acide
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eicosapentaénoique (EPA) dans les lipides neutres et les LT (P < 0.05). En effet, les porteurs de
I’APOE4 ont montré une plus faible réponse plasmatique au supplément de DHA, mais seulement
dans le groupe IMC ¢levé. Discussion: Le génotype de I’APOE4 et I’'IMC sont des variables qui
interférent avec le métabolisme du DHA et de I’EPA et qui devraient étre considérées dans les
¢tudes évaluant le métabolisme de ces AG. Les porteurs de I’APOE4 en présence de surpoids
devraient potentiellement consommer des doses plus ¢élevées de DHA pour la prévention de

diverses pathologies comparativement aux non-porteurs.
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ABSTRACT:

Background: Carriers of the apolipoprotein E ¢4 (APOE4) allele are lower responders to a
docosahexaenoic acid (DHA) supplement than are noncarriers. This effect could be exacerbated in

overweight individuals because DHA metabolism changes according to body mass index (BMI; in

kg/m?).

Objectives: We evaluated the plasma fatty acid (FA) response to a DHA-rich supplement in
APOE4 carriers and noncarriers consuming a high—saturated fat diet (HSF diet) and, in addition,

evaluated whether being overweight changed this response.

Design: This study was part of the SATgene trial. Forty-one APOE4 carriers and 41 noncarriers
were prospectively recruited and consumed an HSF diet for 8-wk followed by 8 wk of consumption
of an HSF diet with the addition of DHA and eicosapentaenoic acid (EPA) (HSF + DHA diet; 3.45
g DHA/d and 0.5 g EPA/d). Fasting plasma samples were collected at the end of each intervention
diet. Plasma total lipids (TLs) were separated into free FAs, neutral lipids (NLs), and phospholipids
by using solid-phase extraction, and FA profiles in each lipid class were quantified by using gas

chromatography.

Results: Because the plasma FA response to the HSF + DHA diet was correlated with BMI in
APOEA4 carriers but not in noncarriers, the following 2 groups were formed according to the BMI
median: low BMI (<25.5) and high BMI (=25.5). In response to the HSF + DHA diet, there were
significant BMI x genotype interactions for changes in plasma concentrations of arachidonic acid
and DHA in phospholipids and TLs and of EPA in NLs and TLs (P < 0.05). APOE4 carriers were

lower plasma responders to the DHA supplement than were noncarriers but only in the high-BMI
group.

Conclusions: Our findings indicate that apolipoprotein E genotype and BMI may be important
variables that determine the plasma long-chain PUFA response to dietary fat manipulation. APOE4
carriers with BMI >25.5 may need higher intakes of DHA for cardiovascular or other health

benefits than do noncarriers.
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Keywords: apolipoprotein E €4, BMI, DHA, fatty acid metabolism, lipids

Abbreviations used: AA, arachidonic acid; apoE, apolipoprotein E; APOE, apolipoprotein E;
APOE3/3, homozygous for the apolipoprotein E €3 allele or APOE4 noncarriers; APOE3/4,
heterozygous for the apolipoprotein E €4 allele or APOE4 carriers; APOE4, apolipoprotein E &4;
CE, cholesteryl ester; FA, fatty acid; HSF diet, high—saturated fat diet; HSF + DHA diet, high—
saturated fat diet with the addition of DHA and EPA; LC, long chain; NL, neutral lipid; TL, total
lipid.
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INTRODUCTION

Consumption of fatty fish rich in the long-chain (LC) n—3 PUFAs DHA (22:6n-3) and EPA
(20:5n-3) is associated with lower risk of developing cognitive decline (1, 2) and cardiovascular
diseases (3, 4). DHA 1is of particular importance to brain homeostasis because it is the most
concentrated n-3 PUFA in the central nervous system and is a key fatty acid (FA) involved in
neurotransmission, membrane repair and anti-inflammatory processes (5-7). However, carriers of
at least one apolipoprotein E €4 (4POE4) allele do not seem to gain the same cognitive (8, 9) and
potentially cardiovascular benefits (10) associated with increased EPA and DHA intakes. Evidence
suggested that this lack of protection could be related to disturbances in DHA kinetics (11, 12).
Usually, the concentration of DHA in plasma total lipids (TLs) tends to level off when the intake
of DHA and EPA is >1 g/d (13), whereas at intakes of <1 g/d, the DHA plasma dose-response
relation is generally linear (14, 15). However, in APOE4 carriers, this dose-response relation may
not hold because the plasma response to a LC n-3 PUFA supplement was lower than in noncarriers
(12). In support of this proposition, DHA was increased by 75% in plasma triglycerides in APOE4
carriers compared with 240% in noncarriers after receiving 3 g DHA + EPA/d for 6 wk (12).
Recently, the kinetics of '*C-DHA showed that '*C-DHA in plasma TLs was 31% lower in APOE4
carriers, and [-oxidation was higher than in noncarriers (11). Therefore, in addition to the
previously reported impact of APOE4 genotype on postprandial lipemia (16) and the plasma lipid
response to altered fat and EPA + DHA intake (10, 17), DHA homeostasis, itself, seems to be
disrupted in APOE4 carriers (11, 12). This disruption could be specific to certain lipid classes
because of the differential involvement of apolipoprotein E (apoE) in the synthesis and turnover of
the various lipid pools (18). Also, BMI has been reported to explain 5% of the variation of '*C-
DHA kinetics toward higher -oxidation (19), and higher BMI is associated with higher plasma
triglyceride concentrations (20). Because apoE is a key protein for lipid homeostasis, and variations
in BMI also affects blood FA partitioning and turnover, both BMI and APOE genotype could
interactively influence plasma FA status. Hence, the hypothesis is that BMI might be an important
confounder with regards to the plasma PUFA response to dietary lipid manipulation in APOE4
carriers, and this would likely vary according to the plasma lipid class. We used data and analysed

samples collected from the participants of the SATgene study (clinicaltrials.gov; NCT01384032)
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because this trial was designed to determine whether dietary fat quantity, quality, and composition

modified markers of cardiovascular diseases with regards to APOE4 genotype (21).
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METHODS

Ninety healthy participants, aged between 35 and 70 y, were prospectively recruited by
APOE genotype for the SATgene study performed at the University of Reading, United-Kingdom
(21). Serum samples were available for 82 of 90 participants for the retrospective analysis of
plasma lipids. Forty-one participants were heterozygous for the APOE4 allele (APOE3/4) and were
identified as APOE4 carriers (22 men and 19 women), whereas 41 participants were homozygous
for the apolipoprotein E €3 allele (APOE3/3) and, thereafter, were identified as APOE4 noncarriers
(20 men and 21 women). The genotype groups were matched for age, BMI, sex, and menopausal
status. Exclusion criteria were as follows: anemia; hyper triglyceridemia (>4 mmol/L) or
cholesterolemia (>8 mmol/L); liver or endocrine dysfunction; pregnancy or breastfeeding; and
alcohol intakes >21 units/wk for men or >14 units/wk for women (17, 21). The study protocol was
approved by the University of Reading Research Ethics Committee, and all participants gave their
written informed consent to participate in this study. Moreover, the Human Ethics Research
Committee of the Health and Social Sciences Center — Sherbrooke University Geriatrics Institute

approved the additional analysis for plasma lipids.

Study design

As previously described (17, 21), participants in the SATgene trial followed a sequential
dietary intervention design in which 3 isoenergetic diets were consumed each for an 8-wk duration.
The 3 diets were consumed in the following sequence: a low-fat diet, a high-saturated fat diet (HSF
diet), and a high-saturated fat diet with the addition of DHA and EPA (HSF + DHA diet). To
achieve dietary targets, all participants were advised to substitute spreads, oils, and snack foods in
their diet to manipulate the overall fat composition by using a food exchange model (21). Detailed
dietary advice and diet sheets were given to the participants, and their diets were monitored
throughout the intervention period by nutritionists. Moreover, participants were asked to complete
weighed diet diaries during weeks 4-5 of each dietary intervention to assess dietary intake. To
determine compliance with the DHA supplement, capsules were returned at the end of the HSF +
DHA diet and counted (21). In the current analysis, the results of two dietary phases (HSF and HSF
+ DHA diets) are included. The HSF diet was chosen as the most appropriate control group for our
HSF + DHA intervention group because the dietary intake was identical except for the addition of

DHA supplements. This method allowed the primary objective of establishing whether APOE
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genotype is associated with modifications in the plasma FA response to the DHA supplement to be
tested. In the HSF diet, 38% of energy was derived from fat with 18% from saturated fats and 45%
of energy from carbohydrates. The DHA supplement in the HSF + DHA diet provided 3.45 g
DHA/d and 0.5 g EPA/d. The total dose of DHA + EPA was chosen to be within the 2-4 g/d range
recommended by the American Heart Association for triglyceride lowering (22). The n-3 FA
extract was highly enriched in DHA because the SATgene trial aimed to examine the differential
response according to APOE genotype of LDL cholesterol, triglycerides, and FAs to DHA

supplementation.

Anthropometric measures and biochemical analysis

Fasted plasma samples and anthropometric measures were collected at the end of each 8-
wk dietary intervention. Anthropometric measures, plasma and serum biochemistry profiles, and
genotyping were all performed at the University of Reading as reported elsewhere (17). The fasting
biochemistry profile included the following: glucose, insulin, HDL cholesterol, LDL cholesterol,
small, dense LDL cholesterol, total cholesterol, triglycerides, apolipoprotein B, C3 and E.

FA extraction, separation of lipid classes and analysis

Lipids were extracted from 200 pL of plasma by using the Folch et al. method (23). The
internal standard heptadecanoic acid (17:0) was added to the preparation to quantify FA in each
fraction. Quantitatively, the mixture of the internal standard represented 10% of the TL extract with
25% of the internal standard in the form of triglycerides, 25% of the internal standard in the form
of cholesteryl esters (CEs), 45.5% of the internal standard in the form of phospholipids, and 4.5%
of the internal standard in the form of free FAs. The lipid extract that contained the internal standard
mixture was evaporated under N2 and reconstituted in 200 pL of chloroform. A modified version
of the solid phase extraction method described previously in (24) was used to separate neutral lipids
(NLs, composed of CEs and triglycerides), free FAs, and phospholipids. Briefly, the BondElut NH»
cartridge (Agilent) was washed with 3 mL of hexane before the lipid- extract solution was loaded
to the cartridges. NLs were eluted by using 6 mL of a mixture of chloroform: isopropanol (2:1
(volume/volume)) followed by 2 mL of chloroform. Free FAs were extracted by using 2.25 mL of
a mixture of diethyl ether: acetic acid (98.7: 1.3 (volume/volume)), and finally, phospholipids were
eluted with 2 mL methanol. The elutions were conducted under normal gravity (no vacuum).

Thereafter, we validated the purity of the fractions by using thin layer chromatography as
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previously described (25). Separated lipid classes were dried under N2, and NLs and phospholipids
were saponified by using 1 molar KOH in methanol at 90°C for 1 h, thereby releasing the FAs from
CE and glycerolipids. FA methyl esters were generated by adding boron trifluoride in methanol
(14%; Sigma-Aldrich) to the free FAs and heated at 90°C for 30 min. FA methyl esters were
analyzed as previously described (19). The FA profile of the TL class was defined as the summation
of the FA profiles in NL, free FAs and phospholipids.

Statistical analysis

This study was a secondary analysis of the SATgene trial (17). The sample size was
originally calculated with the response of LDL cholesterol and total cholesterol as primary
phenotypic outcomes (17). To confirm that the sample size provided sufficient power for the
current study, a retrospective power calculation was conducted by using results of plasma DHA
from a previous trial (12). We calculated a mean increase of DHA in plasma NLs from the data for
DHA in triglycerides + DHA in CEs (12) in APOE4 carriers and noncarriers. We estimated that
the mean + SD increase of DHA after the HSF + DHA diet would be 0.54% + 0.53% in APOE4
carriers and 1.16% = 0.67% in noncarriers in relative percentages of total FAs (12). With a required
power set at 80% and a significance level set at 5%, it was calculated that 14 participants/group
were needed.

In this study, bivariate correlations were performed between A concentrations of FA in
plasma lipid classes (AFA) and BMI with SPSS Statistics 20 software (IBM Corp). BMI x genotype
interactions were tested for A variables of plasma biochemistry (Aplasma biochemistry) and for
AFA and were investigated by using a univariate general linear model. In this model, Aplasma
biochemistry or AFA was the dependant variable and was calculated as follows: the fasting
concentration of plasma biochemistry variable or plasma FA after the HSF + DHA diet minus the
fasting concentration of plasma biochemistry variable or plasma FA after the HSF diet. In this
model, BMI and genotype were “fixed factors”. BMI and genotype were also tested individually
by using the general linear model. When the BMI X genotype interaction was significant, a
subgroup analysis was performed by using independent 7 tests to compare As between genotypes
in low- or high-BMI subgroups. Data are presented as means £ SEMs unless stated otherwise.

Statistical significance was set at P < 0.05.
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RESULTS

Anthropometric measures and fasting plasma biochemistry after the HSF and HSF + DHA
diets are presented in Table 1. The mean age of participants was 52 + 1 y for APOE4 carriers and
50 = 1 y for noncarriers. Because APOE genotype and BMI interfere with DHA kinetics (11, 19)
and lipid metabolism (10, 16, 17, 20), correlations were performed between plasma FA response
and BMI according to APOE genotype. In APOE4 carriers, A arachidonic acid (AAA or 20:4n-6),
AEPA, and ADHA were inversely correlated with BMI in NLs (ra44 =-0.371, P=0.017; ragpa = -
0.479, P = 0.002, rapus = -0.318, P = 0.043), phospholipids (rass = -0.424, P = 0.006; racp4 = -
0.474, P = 0.002; rapra = -0.465, P =0.002) and TLs (ra4sa = -0.420, P =0.011; raepsa = -0.502, P
= 0.002; rapms = -0.447,P = 0.006). However, in APOE4 noncarriers, there was no significant
correlation between AAA, AEPA or ADHA with BMI (data not shown). Hence, because of these
APOE4-specific correlations between AAA, AEPA or ADHA with BMI, participants were
separated by the median BMI value as follows: low BMI (in kg/m?; <25.5) or high BMI (>25.5).
Thereafter, we tested for potential BMI x genotype interactions for Aplasma biochemistry or AFA.
For Aplasma biochemistry, there was no significant BMI x genotype interaction or individual

genotype effect (Table 1). However, there was a significant BMI effect for Aglucose (Table 1).

Plasma FA concentrations

Plasma concentrations of palmitic acid (16:0), stearic acid (18:0), oleic acid (18:1n-9), []-
linolenic acid (18:3n-3), EPA, docosapentaenoic acid (22:5n-3), DHA, linoleic acid (18:2n-6),
and AA in lipid classes after the HSF diet and the response to the HSF + DHA diet according to
BMI and APOE genotype are presented in Supplemental Table 1-4. For A16:0, A18:0, A18:1n-9,
A18:3n-3, A22:5n-3 and A18:2n-6, there was no significant BMI x genotype interaction in any of
the lipid class. However, there were significant BMI effects for A16:0 and A18:2n-6 in NLs (P =
0.024 and P = 0.007, respectively), for A16:0, A18:0 and A18:2n-6 in phospholipids (P = 0.005, P
=0.047 and P = 0.043, respectively) and for A16:0 and A18:2n-6 in TLs (P =0.022 and P =0.025,
respectively). Also, there were significant genotype effects for A22:5n-3 in NLs, phospholipids and
TLs (P =10.049, P =0.022 and P = 0.011, respectively).
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Table 1: Anthropometric measures and fasting plasma biochemistry of apolipoprotein E &4 allele non-carriers (APOE3/3, n = 41) and

carriers (APOE3/4, n = 41) after the HSF diet and response to the HSF + DHA diet.

Low-BMI High-BMI
P-interaction P-BMI P-genotype
HSF A HSF A
Variable
Age
APOE3/3 52+2 47 +2
APOE3/4 52+2 5242
Gender (M/F)
APOE3/3 6/15 14/6
APOE3/4 12/8 10/11
BMI (kg/m2)
APOE3/3 23.2+04 0.3+0.1 27.8+0.4 0.1+0.1 - - 0.161
APOE3/4 22.8+0.4 0.2+0.1 29.4+0.8 0.1+0.1
Glucose (mmol/L)
APOE3/3 541+0.12 0.16 £0.07 5.57+0.11 -0.08 £0.1 0.727 0.024 0.748
APOE3/4 547=+0.11 0.10 £0.08 5.72+0.11 -0.08 £ 0.1
Insulin (pmol/L)
APOE3/3 27.5+£2.5 40+2.5 37.9+3.6 -0.7£3.5 0.919 0.184 0.752
APOE3/4 30.0+£3.5 2.7+4.3 47.8+6.0 -1.4+£2.7
HDL-C (mmol/L)
APOE3/3 1.63 £0.09 0.08 £0.05 1.37£0.08 0.04 £ 0.02 0.671 0.195 0.953



APOE3/4

LDL-C (mmol/L)
APOE3/3
APOE3/4

sdLDL-C (mmol/L)
APOE3/3
APOE3/4

TC (mmol/L)
APOE3/3
APOE3/4

Triglycerides (mmol/L)
APOE3/3
APOE3/4

apoB (mg/L)
APOE3/3
APOE3/4

apoC3 (mg/L)
APOE3/3
APOE3/4

apoE (mg/L)
APOE3/3
APOE3/4

1.62 £0.09

3.53+0.13
3.79+0.17

0.56 £0.04
0.73 £0.07

541+0.16
5.67+0.22

1.01 +£0.09
1.42+0.25

840 £ 29
849 + 64

105+ 6
110+ 10

359+28
35.6+2.6

0.1 £0.05

0.06 = 0.06
0.01 £0.1

0.03 £0.03
-0.04 + 0.05

0.14 £ 0.09
-0.01 £0.13

-0.15+0.09
-0.43 +£0.21

24 + 21
10+ 24

S5S+£5
-6£9

65+1.9
0.6x24

1.45+0.08

4.14+0.19
4.14+0.15

0.87 £0.09
0.91 £0.08

6.02+£0.19
598 +£0.15

1.64 +£0.23
1.51+0.13

1023 £ 44
988 + 39

115+9
123+ 7

453423
37.5£5.2

0.02 £ 0.04

0.11 +£0.09
-0.14 £ 0.07

-0.05 £0.05
-0.11 £0.04

-0.04 £ 0.1
-0.19£0.09

-04+£0.13
-0.27+0.1

9+ 18
-26+ 19

-13£5
-85

09+1.7
3.7+49

0.249

0.822

0.959

0.134

0.614

0.594

0.824

0.526

0.070

0.095

0.744

0.219

0.463

0.104

0.069

0.099

0.158

0.569

0.238

0.800

0.087
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All values are means = SEMs. Data are for Low-BMI (APOE3/3: n=21; APOE3/4: n=20) and High-BMI (APOE3/3: n =20, APOE3/4:
n=21). A denotes the fasting plasma concentration of biochemistry variables after the HSF + DHA diet (which included 3.45 g DHA/d
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and 0.5 g EPA/d) minus the fasting plasma concentration of biochemistry variables after the HSF diet. Data were analyzed by using a
univariate general linear model with SPSS statistics 20 software (IBM Corp.) with A as the dependent variable and BMI and genotype
as fixed factors. P-interaction = P-BMI x genotype for A. There was no significant (P < 0.05) BMI x genotype interaction for any A.
However, there was a significant BMI effect for Aglucose. apoB, apolipoprotein B; apoC3, apolipoprotein C3; apoE, apolipoprotein E;
APOE3/3, homozygous for the apolipoprotein E €3 allele; APOE3/4, heterozygous for the apolipoprotein E €4 allele; APOE4,
apolipoprotein E &€4; High-BMI, participants with BMI >25.5; HSF diet, high—saturated fat diet; HSF + DHA diet, high—saturated fat
diet with the addition of DHA and EPA; Low-BMI, participants with BMI <25.5; sdLDL cholesterol, small, dense LDL; TC, total
cholesterol.
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Changes in AA

There were significant BMI X genotype interactions for AAA in NLs, phospholipids and
TLs (Figure 1). In the high-BMI group, the subgroup analysis reported a trend for a genotype effect
in NLs and a significant genotype effect in phospholipids and TLs; the AAA in plasma NLs,
phospholipids, and TLs was -11.0 £ 5.6,-30.4+ 7.1, and -44.9 + 14.0 mg/L, respectively, in APOE4
carriers, compared with +7.4 + 7.5, -5.0 + 8.6, and +7.9 = 17.2 mg/L, respectively, in noncarriers
(between-genotype analysis: P = 0.055 for NLs, P = 0.029 for phospholipids, and P = 0.023 for
TLs; Figure 1). In contrast, in the low-BMI group, there was no significant genotype effect; the
AAA in plasma NLs, phospholipids, and TLs was +13.7 + 5.2, -1.3 + 5.3, and +14.1 £ 11.1 mg/L,
respectively, in APOE4 carriers, compared with +7.4 + 4.4, -7.4 + 6.1 and +4.5 £ 9.0 mg/L,
respectively, in noncarriers (between-genotype analysis: P = 0.356 for NLs, P = 0.458 for
phospholipids and P = 0.507 for TL; Figure 1).
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Figure 1: Mean (= SEM) AAA of participants according to BMI (in kg/m?) and APOE genotype.
Participants consumed an HSF diet for 8 wk followed by an HSF + DHA diet for another 8 wk.
AAA equals the plasma AA concentration after the HSF + DHA diet minus the plasma AA
concentration after the HSF diet. Data are presented for AA concentration in plasma free fatty
acids, neutral lipids, phospholipids and total lipids. In each graph, data on the left are for Low-BMI
(APOE3/3: n = 19-21; APOE3/4: n = 18-20), and data on the right are for High-BMI (4POE3/3:
n=18-20; APOE3/4: n = 18-21). The HSF + DHA diet included 3.45 g DHA/d and 0.5 g EPA/d.
Data were analyzed by using a univariate general linear model with SPSS Statistics 20 software
(IBM Corp.). When there was a significant BMI x genotype interaction, subgroup analyses were
performed by using independent ¢ tests to compare AAA values between genotypes. P-interaction
= P-BMI x genotype for AAA. There was a significant BMI x genotype interaction for AAA in
neutral lipids, phospholipids, and total lipids. *P = 0.029 between High-BMI APOE4 carriers and
noncarriers for AAA in phospholipids, and P = 0.023 between High-BMI APOE4 carriers and
noncarriers for AAA in total lipids. P = 0.055 between High-BMI APOE4 carriers and noncarriers
for AAA in neutral lipids. AA, arachidonic acid; APOE, apolipoprotein E; APOE3/3, homozygous
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for the apolipoprotein E €3 allele or APOE4 noncarriers; APOE3/4, heterozygous for the
apolipoprotein E €4 allele or APOE4 carriers; APOE4, apolipoprotein E €4; High-BMI, participants
with BMI >25.5; HSF diet, high—saturated fat diet; HSF + DHA diet, high—saturated fat diet with
the addition of DHA and EPA; Low-BMI, participants with BMI <25.5; AAA, Aarachidonic acid.

Changes in EPA

There were significant BMI x genotype interactions for AEPA in NLs and TLs (Figure 2).
In the low-BMI group, the subgroup analysis reported a significant genotype effect in NLs and a
trend for a genotype effect in TLs; AEPA in plasma NLs and TLs was +26.7 = 4.1 and +50.4 + 7.8
mg/L, respectively, in APOE4 carriers compared with +15.2 + 3.1 and +32.0 £ 6.3 mg/L,
respectively, in noncarriers (between-genotype analysis: P =0.029 for NLs and P =0.073 for TLs;
Figure 2). In contrast, in the high-BMI group, there was no significant genotype effect, but there
was a trend for a genotype effect in NLs and TLs; AEPA in plasma NLs and TLs was+10.5 + 1.9
and +18.6 £ 3.9 mg/L, respectively, in APOE4 carriers compared with +15.7 2.4 and +30.9+5.4
mg/L, respectively, in noncarriers (between-genotype analysis: P = 0.100 for NLs and P = 0.074
for TLs; Figure 2). There was also a significant BMI effect for AEPA in phospholipids (P =0.018,
Figure 2). AEPA was 63% higher in low- compared with high-BMI participants, and this was
independent of APOE genotype.
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Figure 2: Mean (SEM) AEPA of participants according to BMI (in kg/m?) and APOE genotype.
Participants consumed an HSF diet for 8§ wk followed by an HSF + DHA diet for another 8 wk.
AEPA equals the plasma EPA concentration after the HSF + DHA diet minus the plasma EPA
concentration after the HSF diet. Data are presented for AEPA in plasma free fatty acids, neutral
lipids, phospholipids, and total lipids. In each graph, data on the left are for Low-BMI (4POE3/3:
n=19-21; APOE3/4: n = 18-20), and data on the right are for High-BMI (APOE3/3: n = 18-20;
APOE3/4: n = 18-21). The HSF + DHA diet included 3.45 g DHA/d and 0.5 g EPA/d. Data were
analyzed by using a univariate general linear model with SPSS Statistics 20 software (IBM Corp.).
When there was a significant BMI x genotype interaction, subgroup analyses were performed by
using independent ¢ tests to compare AEPA values between genotypes. P-interaction = P-BMI x
genotype for AEPA. There was a significant BMI x genotype interaction for AEPA in neutral lipids
and total lipids. *P = 0.029 between Low-BMI APOE4 carriers and noncarriers for AEPA in neutral
lipids. P = 0.073 between Low-BMI APOE4 carriers and noncarriers for AEPA in total lipids, P =
0.100 between High-BMI APOE4 carriers and noncarriers for AEPA in neutral lipids, and P =0.074
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between High-BMI APOE4 carriers and noncarriers for AEPA in total lipids. APOE, apolipoprotein
E; APOE3/3, homozygous for the apolipoprotein E €3 allele or APOE4 noncarriers; APOE3/4,
heterozygous for the apolipoprotein E €4 allele or APOE4 carriers; APOE4, apolipoprotein E &4;
High-BMI, participants with BMI >25.5; HSF diet, high—saturated fat diet; HSF + DHA diet, high—
saturated fat diet with the addition of DHA and EPA; Low-BMI, participants with BMI <25.5.
Changes in DHA

There were significant BMI x genotype interactions for ADHA in phospholipids and TLs
(Figure 3), which provided support that APOE4 carriers were lower plasma responders to the HSF
+ DHA diet than were noncarriers but only in the high-BMI group. ADHA in plasma phospholipids
and TLs was +26.8 £ 6.0 and +48.7 = 10.1 mg/L, respectively, in high-BMI APOE4 carriers
compared with +49.2 £ 7.5 and +86.4 £ 15.1 mg/L, respectively, in high-BMI noncarriers
(between-genotype analysis: P = 0.024 for phospholipids and P = 0.046 for TLs; Figure 3). In
contrast, in the low-BMI group, the subgroup analysis reported no significant genotype effect;
ADHA in plasma phospholipids and TLs was +51.7 + 6.6 and +94.8 £+ 13.9 mg/L, respectively, in
APOE4 carriers compared with +46.0 = 6.7 and +75.6 = 12.7 mg/L, respectively, in noncarriers

(between-genotype analysis: P = 0.543 for phospholipids and P = 0.313 for TLs, Figure 3).
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Figure 3: Mean (+SEM) ADHA of participants according to BMI (in kg/m?) and APOE genotype.
Participants consumed an HSF diet for 8 wk followed by an HSF + DHA diet for another 8§ wk.
ADHA equals the plasma DHA concentration after the HSF + DHA diet minus the plasma DHA
concentration after the HSF diet. Data are presented for ADHA in plasma free fatty acids, neutral
lipids, phospholipids, and total lipids. In each graph, data on the left are for Low-BMI (4POE3/3:
n=19-21; APOE3/4: n = 18-20), and data on the right are for High-BMI (APOE3/3: n = 18-20;
APOE3/4: n = 18-21). The HSF + DHA diet included 3.45 g DHA/d and 0.5 g EPA/d. Data were
analyzed by using a univariate general linear model with SPSS Statistics 20 software (IBM Corp.).
When there was a significant BMI x genotype interaction, subgroup analyses were performed by
using independent ¢ tests to compare ADHA values between genotypes. P-interaction = P-BMI x
genotype for ADHA. There was a significant BMI X genotype interaction for ADHA in
phospholipids and total lipids. *P = 0.024 between High-BMI APOE4 carriers and noncarriers for
ADHA in phospholipids, and P = 0.046 between High-BMI APOE4 carriers and noncarriers for
ADHA in total lipids. APOE, apolipoprotein E; APOE3/3, homozygous for the apolipoprotein E €3
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allele or APOE4 noncarriers; APOE3/4, heterozygous for the apolipoprotein E €4 allele or APOE4
carriers; APOE4, apolipoprotein E e4; High-BMI, participants with BMI >25.5; HSF diet, high—
saturated fat diet; HSF + DHA diet, high—saturated fat diet with the addition of DHA and EPA;
Low-BMI, participants with BMI <25.5.
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DISCUSSION

This study reported that there was an interaction between BMI and APOE genotype on AA,
EPA and DHA plasma responses to a DHA supplement. In high-BMI participants, the DHA plasma
response in phospholipids and TLs was lower in APOE4 carriers than in noncarriers whereas there
was no difference between genotypes in low-BMI participants. High-BMI APOE4 carriers also had
a more-pronounced lowering of the AA concentrations in plasma phopholipids after the DHA
supplement than did high-BMI noncarriers. In low-BMI participants, both genotypes had similar
AA plasma response to the HSF + DHA diet.

One hypothesis as to why high-BMI APOE4 carriers were lower plasma responders to the
DHA supplement is that there was greater hepatic uptake and B-oxidation of DHA in this subgroup
than in high-BMI noncarriers. In line with this hypothesis, transgenic mice knock-in for the human
APOE4 had higher FA transport proteins in the liver together with higher hepatic carnitine
palmitoyl transferase 1 than did APOE3 mice (26). Carnitine palmitoyl transferase 1 is the rate
limiting enzyme for mitochondrial B-oxidation. Furthermore, we previously showed that '*C-DHA
was more 3-oxidized in human APOE4 carriers than in noncarriers (11) because there was a higher
recovery of *C-CO; in the breath of APOE4 participants after receiving a single oral dose of 40
mg 3C-DHA. Consistent with this finding, *C-DHA whole-body half-life was 77% lower in
APOEA4 carriers than in noncarriers. The slope of the linear regression between '*C-DHA and '*C-
CO2 was 117% steeper in APOE4 carriers, which indicated that, for a given plasma concentration
of *C-DHA, 3CO» was higher in APOE4 carriers than in noncarriers, which supported a more
rapid B-oxidation of DHA (11). With regards to EPA and AA, there is currently no data, to our
knowledge, on their hepatic uptake and B-oxidation according to APOE genotype, in part because
of the lack of commercially available '*C labelled isotope tracers for these FAs.

ApoE is a key protein centrally involved in lipid metabolism (27) including VLDL synthesis
in the liver and in lipoprotein clearance from the circulation via its affinity for the LDL-receptor
family (28). APOE4 carriers have lower plasma concentrations of apoE, which is in part attributed
to lower hepatic apoE recycling, and apoE4 is preferentially associated with VLDL than HDL,
which is opposite to that of the apoE3 protein (29). Hence, although the precise molecular cause is
currently unknown, these differences in overall protein concentrations and lipoprotein partitioning

in APOE4 carriers likely contribute to the disconnection between BMI and plasma lipids in this
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population. This effect, in turn, may contribute to the deregulated PUFA metabolism reported in
overweight APOFE4 carriers compared with in noncarriers. One potential explanation for this
deregulation is that, compared with normal weight participants, subjects who were overweight
displayed higher concentrations of apolipoprotein B and small, dense LDL cholesterol in the
plasma, which may be associated with higher amounts of small, dense LDL particles. This effect
could have been exacerbated in APOE4 carriers and contributed to a shift towards more CEs in the
blood because small, dense LDL have a higher proportion of CEs and less triglycerides than do
large LDL. Because '*C-DHA seems to be preferentially incorporated into triglycerides than in
CEs (14, 25), this differential incorporation could have contributed to explain why overweight
APOE4 carriers were lower responders to the DHA supplement. This hypothesis could have also
played a role in the BMI x genotype interactions reported for AAA and AEPA in plasma, but it is,
at this point, premature to make the same assumption as for DHA because there has been no study,
to our knowledge, on the kinetics of AA or EPA by using a '*C tracer. In this study, BMI x genotype
interactions for ADHA were reported in phospholipids and TLs but not in NLs, which contrasted
with what was previously reported (12). However, we did not separate triglycerides from the NL
fraction. Therefore, potential BMI % genotype interactions for ADHA in the triglyceride fraction
may have been masked by the presence of CEs in the NL faction.

In participants who consumed a high-fat diet, BMI could have modified the plasma lipid
response to the DHA supplement in several ways. This contribution could have been mediated
through dysfunction in insulin metabolism in overweight participants because BMI is inversely
correlated with insulin sensitivity in healthy individuals (30). Moreover, high BMI is associated
with reduced insulin sensitivity and higher insulin secretion in humans (31). Because insulin is
closely related to lipids and particularly FA homeostasis, a disrupted insulin metabolism could lead
to ectopic fat accumulation and adipose tissue dysfunction (32), which may result in higher
triglycerides and VLDL synthesis but lower HDL synthesis by the liver. In the current study, high-
BMI participants had overall higher plasma concentrations of insulin, HDL cholesterol, LDL
cholesterol and triglycerides than those of low-BMI participants, and these differences were
independent of APOE genotype. Hence, this deregulated plasma lipid profile reported in
participants with high BMI suggested that BMI could also affect the plasma lipoprotein response
to dietary interventions involving modifications of dietary fat. A study reported that after

consuming a 6-wk diet that provided an additional 31 g total fat/d and 650 mg cholesterol/d than



69

did a baseline low-fat diet, the rise in HDL cholesterol was 2-fold higher in men with BMI <25
than in men with BMI >25, whereas the rise in LDL cholesterol was similar between the 2 BMI
groups (33).

Considering the importance of DHA for brain function (5-7) and for cardiovascular health
(34-37), BMI x genotype interactions for ADHA reported in the current study could help explain
why APOE4 carriers are at higher risk of cardiovascular diseases and cognitive decline. Also, it
was reported that central obesity is associated with lower cognitive scores in dementia-free humans,
but only in APOE4 carriers (38). Hence, disturbances in DHA homeostasis could play a role in this
APOE4-specific association. Preliminary data indicated that, when the dosage is adequate
(approximately 3 g EPA + DHA/d), DHA homeostasis could be rebalanced in APOE4 carriers (39).

This study has strengths and limitations. Firstly, in contrast with many previous studies that
relied on retrospective genotyping and low numbers in the rarer APOE4 carrier group (11, 12), this
study was powered to examine APOE genotype by phenotype interactions. Furthermore, in
addition to BMI, genotype groups were matched for age, sex, and menopausal status, all of which
have been reported to modify PUFA metabolism (39-42). However, the separation of the results
according to the BMI median resulted in heterogeneity in the ratio of men to women between
carriers and noncarriers of APOE4. However, no effect of sex on AAA, AEPA, and ADHA was
evident (data not shown), and thus, it is unlikely that sex disparities between groups influenced
BMI x genotype interactions reported in the current study. Last, the study design, namely the
sequential intervention approach with no washout between intervention arms, may be considered
a limitation. However, this design was specifically chosen to represent an optimal approach
because of the inherent difficulties in returning participants to their habitual diet during the washout
period in studies that involved extensive fat manipulation. It is anticipated that, after 8 wk exposure
to a particular FA dietary exposure, the FA profile will be fully adopted and reflective of dietary
intake. Such an approach has been used in previous studies (43).

In conclusion, the current study suggests that APOE4 allele and BMI may be important
variables that determine the plasma response of AA, EPA and DHA to a DHA supplement. Hence,
these variables should be considered when designing future studies examining how dietary lipids
influence AA, EPA or DHA homeostasis in humans. Compared with noncarriers, APOE4 carriers

with BMI >25.5 may need higher intakes of DHA for cardiovascular or other health benefits.
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Fatty acid profile in plasma neutral lipids of apolipoprotein E €4 allele non-carriers (APOE3/3, n = 41) and carriers (APOE3/4, n = 41)
after the HSF diet and response to the HSF + DHA diet.

Low-BMI High-BMI
HSF A HSF A P interaction Pswmi P genotype
Fatty acid Genotype  Mean £ SEM Mean + SEM Mean + SEM Mean + SEM
16: 0 APOE3/3 307.3+21.1 97+226 449.6 +53.1 -684+31.9
0.605 0.024 0.333
APOE3/4  378.1+459 -24.8+44.0 464.3 +32.1 -117.8+£31.0
18: 0 APOE3/3 702+ 11.1 3.5+14.7 77.7+8.0 20+11.6
0.372 0.443 0.442
APOE3/4 75.1+£10 2.0+12.8 80.7+9.0 223+ 8.4
18: 1 n-9 APOE3/3 513.4+34.8 -26.4+39.8 716.7 £ 67.2 -133.3+38.3
0.515 0.160 0.282
APOE3/4 6445+71.4 -116 £ 67.7 730.1 £45.2 -155.5+553
18: 3 n-3 APOE3/3 12.4+0.8 1.6+1.1 179+2.2 -1.0+1.3
0.854 0.134 0.208
APOE3/4 174+ 2.1 -0.5+3.0 20.1+1.8 39+2.0
20: 5n-3 APOE3/3 133+2.7 15.2+3.1 125+1.7 15.7+2.4
0.006 0.009 0.290
APOE3/4 134+1.6 26.7+4.1 13.8+1.3 105+1.9
22:5n-3 APOE3/3 32403 1.3+£0.7 4.6+0.7 0.8+0.6
0.604 0.206  0.049
APOE3/4 4.8+0.5 03+0.7 52+0.7 -09+0.7
22: 6 n-3 APOE3/3 79+1.3 248 +5.7 84+1.2 31.7+6.3
0.063 0.452 0.979
APOE3/4 93+1.2 36.5+8.1 9.6+1.0 203 +3.7
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18: 2 n-6 APOE3/3  560.9 + 18.5 50.5+37.2 678.2+31.2 -37.1+£31.7
0.534 0.007  0.344
APOE3/4  640.4+28.4 37.2+41.1 692.2 £39.4 -101.1+£494
20: 4 n-6 APOE3/3 55.7+4.0 74+44 60.5+7.8 74+7.5
0.035 0.035 0.299
APOE3/4 53.1+£53 13.7+5.2 713+ 6.6 -11.0£5.6

On the left, data are for participants with a BMI < 25.5 kg/m? (Low-BMI, APOE3/3: n =21, APOE3/4: n = 20) whereas on the right,
data are for participants with a BMI > 25.5 kg/m? (High-BMI, APOE3/3: n =20, APOE3/4: n = 21). A: fasting plasma concentration of
fatty acids after the HSF + DHA diet minus fasting plasma concentration of fatty acids after the HSF diet. Data are presented as
concentration (mg/L) and were analysed using a univariate general linear model in SPSS statistics 20 software (Armonk, NY: IBM
Corp.) with A as the dependant variable and BMI and genotype as the “fixed factors”. Pinteraction= PBMI x genotype for A. There were
statistically significant BMI X genotype interactions for A20: 4 n-6 and A20: 5 n-3, statistically significant BMI effects for A16: 0, A20:
5 n-3, A18: 2 n-6 and A20: 4 n-6 and a statistically significant genotype effect for A22: 5 n-3. HSF, high saturated fat; HSF + DHA,
HSF +3.45 g/d of 22: 6 n-3.
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Fatty acid profile in plasma free fatty acids of apolipoprotein E &4 allele non-carriers (APOE3/3, n = 38) and carriers (APOE3/4, n =
37) after the HSF diet and response to the HSF + DHA diet.

Low-BMI High-BMI
HSF A HSF A P interaction Pswmi P genotype
Fatty acid Genotype  Mean £ SEM Mean = SEM Mean = SEM Mean = SEM
16: 0 APOE3/3 70.3 £3.7 -8.6+52 86.2+9.3 -18.6+11.1
0.241 0.990 0.760
APOE3/4 72.0+£7.7 -16.0 £ 8.7 71.3+4.2 -6.2+£8.0
18: 0 APOE3/3 70.1+4.3 -6.4+55 79.8 £8.5 -93+13.6
0.246  0.388  0.931
APOE3/4 74.7+9.9 -17.0+11.6 63.6+3.5 30+7.5
18: 1 n-9 APOE3/3 65.2+6.8 -43+49 65.3+8.3 7.0+£11.3
0.921 0.241  0.192
APOE3/4 60.8 7.7 -15.0+74 69.2 + 8.8 -5.5+10.6
18:3n-3 APOE3/3 1.6+£0.2 -0.1+£0.2 23+£0.6 -0.9+0.6
0.162  0.625 0.575
APOE3/4 1.7+0.4 -04+04 1.7+0.2 -0.1+£0.5
20: 5n-3 APOE3/3 1.0+0.1 02+0.2 1.2+0.2 0.1+£04
0.702  0.988  0.462
APOE3/4 1.5+03 -0.1£04 1.2+0.2 0.0+0.2
22:5n-3 APOE3/3 0.4+0.1 0.1+0.1 0.6+0.1 -0.1+£0.2
0.306  0.887 0.934
APOE3/4 0.5+0.1 -0.1+£0.1 0.4+0.1 0.1+0.1
22: 6 n-3 APOE3/3 1.6+0.2 20+04 1.3+£0.2 20+04
0.465 0.527  0.183
APOE3/4 1.8+0.4 1.7+£0.5 1.4+0.1 1.1+£0.2



78

18: 2 n-6 APOE3/3 176 +1.2 -06+14 17.6 £1.5 -09+1.8
0.810 0.954 0.075

APOE3/4 175+ 1.6 4.4+1.7 18.1+1.9 -3.8+24

20: 4 n-6 APOE3/3 2.0+0.2 -0.2+0.2 2.7+£0.5 03+1.1
0.695 0.239  0.306

APOE3/4 2705 -1.0+0.5 20+£0.2 -0.1+0.3

On the left, data are for participants with a BMI < 25.5 kg/m? (Low-BMI, APOE3/3: n = 20, APOE3/4: n = 18) whereas on the right,
data are for participants with a BMI > 25.5 kg/m? (High-BMI, APOE3/3: n = 18, APOE3/4: n = 19). A: fasting plasma concentration of
fatty acids after the HSF + DHA diet minus fasting plasma concentration of fatty acids after the HSF diet. Data are presented as
concentration (mg/L) and were analysed using a univariate general linear model in SPSS statistics 20 software (Armonk, NY: IBM
Corp.) with A as the dependant variable and BMI and genotype as the “fixed factors”. Pinteraction= PBMI x genotype for A. There was no
statistically significant (P < 0.05) BMI x genotype interaction, BMI effect or genotype effect for any of the A. HSF, high saturated fat;
HSF + DHA, HSF + 3.45 g/d of 22: 6 n-3.
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Fatty acid profile in plasma phospholipids of apolipoprotein E €4 allele non-carriers (APOE3/3, n = 40) and carriers (APOE3/4, n = 40)
after the HSF diet and response to the HSF + DHA diet.

Low-BMI High-BMI
HSF A HSF A P interaction Pswmi P genotype
Fatty acid Genotype  Mean £ SEM Mean + SEM Mean + SEM Mean + SEM
16: 0 APOE3/3 347.1+15.8 06+16.4 402.5+21.9 -33.5+28.0
0.213 0.005 0.333
APOE3/4 3582 +12.2 6.6 £16.7 431.8+19.8 -80.8 +21.7
18: 0 APOE3/3 193.2+11.7 -74+£14.6 214.0+ 184 21.7+19.7
0.281 0.047 0.588
APOE3/4 195.0+10.9 08+124 2204 +11.8 -46.6 +13.4
18: 1 n-9 APOE3/3 146.6 £ 9.6 -124+11.3 152.6 £ 11.1 -12.6 +13.6
0.302 0.296 0.108
APOE3/4 149.6 = 10.8 -20.1+12.7 1845+11.8 473+14.2
18: 3 n-3 APOE3/3 - -
APOE3/4 - -
20: 5n-3 APOE3/3 153+£2.6 15.8+3.3 14.7+£2.2 14.2+2.5
0.065 0.018 0.940
APOE3/4 16.2+1.9 21.1+£3.7 16.3+1.2 8.5+£2.0
22:5n-3 APOE3/3 95+0.7 -1.3+0.7 92+1.0 -0.7+1.0
0.055 0.205 0.022
APOE3/4 10.5+0.6 -1.6+0.8 11.8+0.9 -43+0.8
22: 6 n-3 APOE3/3 33.5+3.0 46.0 £ 6.7 31.1+24 492+75
0.039 0.110 0.219
APOE3/4 383+3.6 51.7+6.6 369+2.7 26.8+6.0



18: 2 n-6 APOE3/3
APOE3/4
20: 4 n-6 APOE3/3
APOE3/4

231.9+£8.9
269.5+10.9
88.7+7.1
83.7+6.2

-93+14.6
-35.5+ 144
-7.4+6.1
-1.3+£53

261.9+13.7

279.8+£10.4
92.0+£9.5
110.4+9.5

80

-452+16.4
0.777 0.043  0.157
-62.7+15.8
-5.0+ 8.6
0.026 0.058 0.166
-304+7.1

On the left, data are for participants with a BMI < 25.5 kg/m? (Low-BMI, APOE3/3: n = 20, APOE3/4: n = 20) whereas on the right,
data are for participants with a BMI > 25.5 kg/m? (High-BMI, APOE3/3: n =20, APOE3/4: n = 20). A: fasting plasma concentration of

fatty acid after the HSF + DHA diet minus fasting plasma concentration of fatty acid after the HSF diet. Data are presented as

concentration (mg/L) and were analysed using a univariate general linear model in SPSS statistics 20 software (Armonk, NY: IBM

Corp.) with A as the dependant variable and BMI and genotype as the “fixed factors”. Pinteraction= PBMI x genotype for A. There were

statistically significant BMI X genotype interactions for A20: 4 n-6 and A22: 6 n-3, statistically significant BMI effects for A16: 0, A18:
0, A20: 5 n-3 and A18: 2 n-6 and a statistically significant genotype effect for A22: 5 n-3. HSF, high saturated fat; HSF + DHA, HSF +

3.45 g/d of 22: 6 n-3.
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Fatty acid profile in plasma total lipids of apolipoprotein E &4 allele non-carriers (APOE3/3, n = 37) and carriers (APOE3/4, n = 36)
after the HSF diet and response to the HSF + DHA diet.

Low-BMI High-BMI
HSF A HSF A P interaction Pswmi P genotype
Fatty acid Genotype  Mean £ SEM Mean + SEM Mean + SEM Mean + SEM
16: 0 APOE3/3 719.8 £ 32.5 -12.8+354 944.6 + 69.8 -109.8 £ 57.7
0.644 0.022 0.267
APOE3/4 807.9 £54.7 -46.7 + 60.5 965.8 £ 46.1 -191.5+50.4
18: 0 APOE3/3 331.2+16.7 -13.2+23.8 369.2 +£25.7 -31.7+32.7
0.637 0.228 0.360
APOE3/4  346.0+18.7 244 +21.7 369.3 +£15.5 -66.5+19.6
18: 1 n-9 APOE3/3 721.8 +38.9 -39.7+48.3 951.1 +£81.0 -129.6 £ 53.4
0.474 0.495 0.222
APOE3/4 859.0 + 79.8 -164.5 +80.3 9575+ 554 -162.2 +69.8
18: 3 n-3 APOE3/3 1.4+0.1 0.1+0.1 1.6 0.1 -0.1+0.1
0.397 0.269 0.925
APOE3/4 1.5+0.1 0.1+0.1 1.5+0.1 -0.1+0.1
20: 5n-3 APOE3/3 29.6+5.7 32.0+6.3 28.1+4.2 309+54
0.013 0.008 0.610
APOE3/4 31.5+4.0 504+7.8 32.3+£2.6 18.6+3.9
22:5n-3 APOE3/3 12.8+0.9 04+1.2 142+1.7 03+1.5
0.180 0.160 0.011
APOE3/4 16.2+1.0 -14+1.6 177+ 1.6 -55+1.5
22: 6 n-3 APOE3/3 429+4.6 75.6+12.7 403+4.0 86.4+15.1
0.033 0.182 0480
APOE3/4 49.0+53 94.8 £ 13.9 483 +4.0 48.7 +10.1



18: 2 n-6 APOE3/3
APOE3/4
20: 4 n-6 APOE3/3
APOE3/4

811.5+274
919.5 +£40.8
139.8 £10.0
140.4 £12.3

52.4+529

-7.3+60.9
45+9.0

14.1+11.1

956.3 £46.9
983.5 £50.6
152.4+19.1
189.1 £17.5

82

-60.5+47.3
0.760 0.025  0.181
-1553+65.9
79+17.2
0.020 0.037  0.104
-44.9 £ 14.0

On the left, data are for participants with a BMI < 25.5 kg/m? (Low-BMI, APOE3/3: n =19, APOE3/4: n = 18) whereas on the right,
data are for participants with a BMI > 25.5 kg/m? (High-BMI, APOE3/3: n = 18, APOE3/4: n = 18). A: fasting plasma concentration

of fatty acids after the HSF + DHA diet minus fasting plasma concentration of fatty acids after the HSF diet. Data are presented as

concentration (mg/L) and were analysed using a univariate general linear model in SPSS statistics 20 software (Armonk, NY: IBM

Corp.) with A as the dependant variable and BMI and genotype as the “fixed factors”. Pinteraction= PBMI x genotype fOr A. There were

statistically significant BMI x genotype interactions for A20: 5 n-3 and A22: 6 n-3 and A20: 4 n-6, statistically significant BMI effects
for A16: 0, A20: 5 n-3 and A18: 2 n-6 and A20: 4 n-6 and a statistically significant genotype effect for A22: 5 n-3. HSF, high saturated
fat; HSF + DHA, HSF + 3.45 g/d of 22: 6 n-3.
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8 ARTICLE 2

A diet rich in docosahexaenoic acid restores liver arachidonic acid and docosahexaenoic

acid concentrations in mice homozygous for the human apolipoprotein E €4 allele.

Auteurs du manuscrit: Rapha€l Chouinard-Watkins, Anthony Pingon, Jean-Denis

Coulombe, Riley Spencer, Laurence Massenavette, Mélanie Plourde.

Statut de Darticle: Publi¢ dans The Journal of Nutrition. PMID: 27306896.

Avant-propos: Sur cet article, j’ai réalis¢é 50% des expérimentations dont la totalité des
immunobuvardages. J’étais responsable de la compilation et de 1’analyse des résultats. J’ai

réalisé les figures, le tableau et j’ai interprété les résultats et rédigé ’article.

Résumé: Introduction: Les porteurs de I’apolipoprotéine E €4 (APOE4) ont un risque accru
de développer des maladies cardiovasculaires et/ou un déclin cognitif comparativement aux
non-porteurs et ceci serait potentiellement attribuable a un débalancement de 1’homéostasie
des acides gras (AG) polyinsaturés a longue chaine. A 1’aide d’un modéle de souris porteuses
du géne de ’APOE humaine, nous avons montré que les souris porteuses de ’APOE4
présentent des niveaux plus €levés de transporteurs d’AG hépatiques comparativement aux
souris porteuses de I’apolipoprotéine E €3 (4POE3). Chez I’humain, une supplémentation a
haute dose en acide docosahexaénoique (DHA) permettrait de rétablir I’homéostasie du DHA
chez les porteurs de I’APOE4 mais la contribution des transporteurs hépatiques n’est pas
connue. Objectif: Evaluer si une diéte riche en DHA permet de rétablir les niveaux de DHA
dans le foie de souris porteuses de I’APOE4 et évaluer si I’homéostasie des transporteurs
d’AG est impliquée dans ce rétablissement. Méthodes: Des souris porteuses des isoformes
humaines de I’4POE ont été soumises a I’une des deux dictes suivantes pendant 8 mois; une
diéte riche en DHA ou une diéte contrdle (n = 8—14/génotype/diéte). A I’age de 12 mois, les
souris ont été sacrifiées. Les profils en AG ont été réalisés par chromatographie en phase
gazeuse et I’expression des transporteurs d’AG a été évaluée par immunobuvardage.

Résultats: Nous avons montré une interaction génotype x dicte significative sur les niveaux
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hépatiques de DHA, d’acide arachidonique (AA) et du transporteur FABP1. En effet, chez
les souris ayant consomm¢ la diéte controle, les souris porteuses de I’4APOE4 avaient entre
1,6 et deux fois plus de DHA, d’AA et de FABP1 dans le foie comparativement aux souris
porteuses de I’APOE3. Chez les souris ayant consommé¢ la di¢te riche en DHA, les niveaux
de DHA, d’AA et de FABP1 étaient similaires entre les génotypes. Discussion: Ces résultats
suggerent que la dicte riche en DHA a permis de rétablir ’homéostasie du DHA chez les
souris porteuses de I’APOE4. Puisque I’homéostasie du DHA est potentiellement impliquée
dans la prévention du déclin cognitif et des maladies cardiovasculaires, la consommation de
hautes doses de DHA chez les porteurs de I’APOE4 pourrait contribuer a diminuer leurs

risques de développer ces pathologies.
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Abstract

Background: Metabolism of long-chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFAs) is
disturbed in carriers of apolipoprotein E (4POE) €4 allele (APOE4). More specifically,
APOE4 carriers are lower responders to ®-3 (n-3) LC-PUFA supplementation; this might be
because LC-PUFA transport into cells or B-oxidation is disturbed. However, high doses of
dietary docosahexaenoic acid (DHA) seem to restore DHA homeostasis in APOE4 carriers,
but the contribution of hepatic fatty acid (FA) transporters is unknown. Objective: With the
use of mice carrying human APOE isoforms, we sought to investigate whether a DHA-rich
diet could restore DHA homeostasis in APOE4 mice and whether this involved hepatic FA
transporters. Methods: Male and female mice homozygous for the APOE &2 allele, APOE
€3 allele (APOE?3), and APOE4 were fed either a diet enriched with DHA (0.7 g DHA/100 g
diet) or a control diet for 8 mo and were killed at 12 mo of age. Liver and plasma FA profiles
were measured by GC, and FA transporter expression was evaluated by Western
immunoblotting. Results: There was a significant genotype x diet interaction for hepatic
concentrations of arachidonic acid (AA) and DHA (P = 0.005 and P = 0.002, respectively)
and a trend toward an interaction for liver expression of fatty acid binding protein 1 (FABP1)
(P-interaction = 0.05). APOE4 mice had 60-100% higher liver AA, DHA, and FABPI than
did APOE3 mice, but only when fed the control diet. Independent of diet, APOE4 mice had
20-30% lower plasma concentrations of AA and DHA than did APOE3 mice. Overall, mice
fed the DHA diet had 50% lower concentrations of liver total FAs than did mice fed the
control diet. Conclusions: These findings in transgenic mice suggest that a long-term diet
rich in DHA suppresses the APOE4-specific disturbances in hepatic transport and
concentration of AA and DHA and also reduces hepatic total FA concentrations, regardless

of genotype.
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Keywords: APOE4, arachidonic acid, docosahexaenoic acid, LC-PUFA, fatty acid

transporters, [3-oxidation.

Abbreviations used: AA, arachidonic acid; CPT, carnitine palmitoyl transferase; FABPI,
fatty acid binding protein 1; FATP, fatty acid transport protein; LC-PUFA, long-chain PUFA;;
Puml, pumilio RNA binding family member 1; Sdha, succinate dehydrogenase complex
flavoprotein subunit A; Slc27a5, FATPS gene or solute carrier family 27, member 5; Txnl4b,
thioredoxin like 4B.
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Introduction

Homeostasis of ®-3 and ®-6 long chain PUFAs (LC-PUFAs) is crucial for the
maintenance of cardiovascular and brain health. DHA (22:6n-3), the most concentrated ®-3
LC-PUFA in brain membranes (1), is of particular importance because it plays a key role in
regulating inflammation, membrane fluidity, cell repair, and neurotransmission (2-4).
Disturbances in peripheral DHA homeostasis have been reported in patients with Alzheimer
Disease (5). In APOE4 carriers, the most important genetic risk factor for Alzheimer disease,
we have shown that DHA metabolism is disrupted such that after consumption of 40 mg
uniformly labelled '*C-DHA, its concentration in plasma total lipids was 31% lower in
APOE4 carriers, and the rate of -oxidation was 80% higher than in noncarriers (6). In
overweight participants who received 3.5 g/d of DHA for 8§ wk, DHA response was 44%
lower in plasma total lipids of APOE4 carriers than in those of noncarriers (7). Moreover,
plasma concentrations of arachidonic acid (AA; 20:4n-6) were lowered by 24% in APOE4
carriers after the DHA supplement, whereas there was no change in noncarriers (7). AA is an
®-6 LC-PUFA that is concentrated in the membranes of most cells in the body and is a
competitor for the same enzymes as ®-3 LC-PUFAs (8).

The mechanisms explaining why LC-PUFA metabolism is disrupted in A POE4 carriers
are not clear. A key organ in the distribution and metabolism of FAs is the liver. FA uptake
by the hepatocytes involves a system of transporters such as fatty acid binding protein 1
(FABP1) and fatty acid transport protein (FATP) 5. Their roles are to selectively bind FAs
and facilitate their transport into cells, together with intracellular trafficking (9, 10).
Degradation of FAs through -oxidation necessitate the carnitine palmitoyl transferase (CPT)
system: the isoform CPT1A is the rate limiting enzyme (11). With the use of mice expressing
the human APOE isoforms (12) that were fed a diet deficient in w-3 LC-PUFAs, we recently
reported that expression of FABP1, FATPS and CPT1A were modulated by APOE allele
(13), which may contribute to explain the APOE4-specific disturbances in LC-PUFA
metabolism. Preliminary results from our group suggest that long-term high-dose DHA
supplementation can restore DHA homeostasis in humans carrying 4POE4. Hence, we
sought to investigate whether a diet rich in DHA could rebalance the disrupted DHA

homeostasis in APOE4 mice and whether this involves hepatic FA transporters.
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Methods

Animals and diets

The mouse experimental protocol was approved by the research ethics committee at the
Laval University Hospital Centre. Male and female mice expressing human APOE alleles
(12, 14) were purchased from Taconic. The mice were bred to build 3 colonies of mice
homozygous for the human APOE2, APOE3, or APOE4 (n = 21-27/genotype) and matched
for sex (male, n = 37; female, n =41). To avoid modifying the neurodevelopmental phase in
mice, the mice were fed a commercial purified diet (Harlan Laboratories) from weaning to 4
mo of age. At 4 mo of age, one-half of the mice were switched to a diet rich in DHA (DHA
diet), and the other half continued to consume the purified diet (control diet). Thirty-nine
mice were fed the control diet (APOE2 mice, n = 14; APOE3 mice, n = 11; APOE4 mice, n
=14) and 36 mice were fed the DHA diet (APOE2 mice, n = 13; APOE3 mice, n = 10; APOE4
mice, n = 13). The control diet and the DHA diet were made custom and were produced by
Research Diets. Microencapsulated DHA was provided by DSM in the TG form. Diets were
supplied in pellet form and stored in a dark and dry room. Mice had ad libitum access to food.
Diet composition in macronutrients, minerals, vitamins, and FAs is reported in
Supplemental Table 1. Briefly, macronutrient composition was similar between the control
diet and the DHA diet and was as follows: 68% of energy as carbohydrates, 21% of energy
as proteins, and 11% of energy as lipids. The DHA diet contained 0.7 g DHA/100 g diet.
Considering that the average mouse consumes ~4 g diet/d, the DHA dose consumed by the
mice in the DHA diet was equivalent to =3.5 g/d for a 60-kg adult human (15). This dose was
chosen to match the dose of ®-3 LC-PUFA we used in our clinical trials. The mean + SEM
age of the mice when killed was 12.3 = 0.1 mo. Briefly, mice were anesthetized with
ketamine/xylazine and 100 uL blood was drawn by cardiac puncture. Thereafter, the right
atrium was cut and mice were immediately perfused in the heart with 50 mL 0.1M PBS
buffer. The liver was sampled and snap-frozen on dry ice. Blood was collected in a lithium
heparin tube (Becton Dickinson) and centrifuged for 5 min at 2000 X g at 4 °C, and plasma

was collected and frozen at -80°C.
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FA analysis

Whole liver was reduced to powder and homogenized with the use of a biopulverizer
(Biospec products) before lipid or protein extractions. Total lipids were extracted from 50
mg liver powder and 30 pl of plasma by the method by Folch et al. (16). Quantification of
FAs was performed by adding an internal standard, triheptadecanoin (Nu-Chek Prep), to the
samples. FAs were saponified, methylated and analysed by GC as previously described (17,
18).

Protein extractions and Western immunoblotting

Total proteins were extracted from 50 mg liver powder with the use of 1 mL extraction
buffer containing 50 mM Tris-HCL pH 7.4, 2.5 mM EDTA, 150 mM NaCL, 0.5% (wt:vol)
sodium deoxycholate, and a freshly added protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics).
Because FABP1 has a low molecular weight and because it is a cytosolic protein, another
protocol was performed to extract proteins. This protocol and all protein quantification,
electrophoresis, and transfer were performed as described previously (19). The following
primary antibodies were used: anti-CPT1A (1:2500; Abcam), anti-FABP1 (1:10000; Cell
Signaling Technology), anti-FATPS (1:500; Santa Cruz Biotechnology) and anti-human
APOE (1:1000; Novus Biological). HRP-linked secondary antibodies (1:3000; Cell
Signaling Technology) were blotted and revealed with Luminata Crescendo HRP substrate
(EMD Millipore). Densitometry was assessed and quantified with Stain-Free technology
(Bio-Rad) with the use of total proteins as the loading control to calculate relative protein
expression (20, 21). Relative protein expression for APOE3 mice fed the control diet was

standardized at 100%.

Plasma APOE quantification

Plasma apoE concentration was assessed with the use of a highly sensitive (0.03
ng/mL) ELISA test kit for human apoE (Abcam). Plasma samples and standards were diluted
(1:200 dilution for samples) into 1 X Diluent N that was provided with the kit, and 50 pL
sample or standard was loaded in each well. Absorbance analysis was conducted in duplicate

at 450 nm with the use of the VICTOR X Multilabel Plate Reader (PerkinElmer).

Liver protein gene expression
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The RNA of the mice was extracted from 30 mg liver powder with the use of the RNeasy
Minikit (Qiagen) and assessed for integrity on an Agilent 2100 Bioanalyzer. Quantitative
PCR amplification was performed as previously described (22). Relative gene expression of
the candidate genes was calculated with the use of the housekeeping genes pumilio RNA
binding family member 1 (Pum1l), succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A

(Sdha), and thioredoxin like 4B (7xnl4b) for mouse cDNA.

Statistical analysis

All data were analysed for statistical differences with the use of SPSS Statistics 20.
Genotype x diet interactions were assessed for plasma FA profiles, liver FA profiles, relative
liver protein expression, and gene expression using a univariate general linear model, the
equivalent of a 2-factor ANOVA in SPSS statistics. In this model, dependant variables were
plasma or liver FA concentration, liver protein expression or liver protein gene expression.
Genotype and diet were the “fixed factors” and also were tested individually with the use of
the general linear model. For results of FA concentration in the plasma, APOE2 mice were
excluded from the general linear model because their values were outliers compared to the
other genotypes. When there was a significant genotype x diet interaction, subgroup analyses
were performed to compare differences between genotypes in each dietary group separately
and to compare differences between diets in each genotype group separately. A 1-factor
ANOVA was performed in subgroup genotype analysis. When the ANOV A was statistically
significant, a Tukey post-hoc was performed when variance was assumed equal between the
genotypes as tested with the use of Levene’s test. When variance was unequal, a Games-
Howell post-hoc test was performed. An unpaired t-test or a Welch’s t-test was performed
for subgroup diet analysis: the test was chosen according to equal or unequal variance,
respectively. For data on weight, the univariate general linear model was used. Because of
the inherent effect of sex on mice weight, it was added as a fixed factor with genotype and

diet. Data are presented as means + SEM. Statistical significance was set at P < 0.05.
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Results

There was no significant genotype x diet interaction for weight when the mice were
killed, but there was a significant genotype effect in which the weight of the APOE2 mice
was 47.5 = 1.5 g compared with 41.9 + 1.5 g for the APOE3 mice and 36.0 = 1.6 g for the
APOE4 mice (P < 0.001). The genotype effect on weight remained significant after sex was

included as a fixed factor in the statistical model.

Plasma AA, EPA, DHA and total FA concentrations.

The APOE?2 mice had 2- to 8-fold higher concentrations of plasma FAs than did the
APOE3 or APOE4 mice, and this was not specific to any FA (Figure 1). This was expected
because it was already reported that homozygous carriers of APOE?2 present with severe
dyslipidemia (23), and this could contribute to mask the plasma-specific differences in FAs
between APOE3 and APOE4 mice. Therefore, APOE2 mice were removed from the
statistical analysis for results for FAs in the plasma.

There was a significant genotype x diet interaction for plasma EPA (Figure 1B). In
mice fed the DHA diet, APOE4 mice had a 32% lower concentration of EPA in the plasma
than did APOE3 mice (P = 0.009; Figure 1B). There was also a significant diet effect in
APOE3 and APOE4 mice: mice fed the DHA diet had =9- to 10-fold higher plasma EPA than
did mice fed the control diet (P < 0.001).

There was a significant genotype effect for plasma AA, DHA, and total FAs in which
APOE4 mice had =20-30% lower concentrations than did APOE3 mice (Figure 1A, C, and
D).

There was a significant diet effect for plasma AA and DHA in which mice fed the
DHA diet had =30% lower concentrations of AA and =1.5-fold higher concentrations of
DHA than mice fed the control diet (Figure 1A and C).
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Figure 1: Concentrations of AA (A), EPA (B), DHA (C), and total FAs (D) in plasma total
lipids of mice carrying the human APOE isoforms fed a control diet or a diet containing 0.7
g DHA/100 g diet. Values are means + SEMs, n = 10—14. Within a diet group, labeled means
without a common letter differ, P = 0.009. ***Different from control diet within genotype,
P <0.001. P values on the figures are for 2-factor ANOVA results with genotype and diet as
fixed factors. AA, arachidonic acid; C, control; E2, APOE €2; E3, APOE £3; E4, APOE €4.
Liver AA, EPA, DHA and total FA concentrations.

There was a significant genotype X diet interaction for liver AA (Figure 2A). In mice
fed the control diet, APOE4 mice had 1-fold higher liver AA than APOE3 mice (P = 0.029,
Figure 2A). There was also a significant diet effect in APOE2 and APOE4 mice (P < 0.001),
but not in APOE3 mice (Figure 2A). APOE2 and APOE4 mice fed the DHA diet had 50%
lower and 69% lower liver AA, respectively, than did APOE2 or APOE4 mice fed the control
diet.

For liver EPA, there was a significant genotype effect in which concentrations were as
follows: APOE3 > APOE2 > APOE4 (Figure 2B). There was also a significant diet effect
(Figure 2B). On average, liver EPA was 15.8-fold higher in the mice fed the DHA diet than
in mice fed the control diet.

For liver DHA, there was a significant genotype x diet interaction (Figure 2C). In mice
fed the control diet only, there was a significant genotype effect showing that APOE4 mice
had 1-fold higher liver DHA than did APOE3 mice (P = 0.032, Figure 2C). There was also a
significant diet effect in each genotype (P < 0.001, Figure 2C). APOE2, APOE3 and APOE4
mice fed the DHA diet respectively had 1.9-, 3.3- and 0.6-fold higher DHA in the liver,
respectively, than did APOE2, APOE3 and APOE4 mice fed the control diet.

With regard to liver total FA concentrations, there was a significant diet effect (Figure
2D). On average, liver total FAs were 50% lower in mice fed the DHA diet than in mice fed
the control diet. (Figure 2D).
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Figure 2: Concentrations of AA (A), EPA (B), DHA (C) and total FAs (D) in liver total lipids
of mice carrying the human APOE isoforms fed a control diet or a diet containing 0.7 g
DHA/100 g diet. Values are means = SEMs, n = 10-14. Within a diet group, labeled means
without a common letter differ, P < 0.05. ***Different from control diet within genotype, P
< 0.001. P values on the figures are for 2-factor ANOVA results with genotype and diet as
fixed factors. AA, arachidonic acid; C, control; E2, APOE €2; E3, APOFE €3; E4,

APOE €4.

AA, EPA and DHA relative percentages in the plasma and liver.

The relative percentages of AA, EPA, and DHA in the liver and plasma are reported
in Supplemental Figure 1. In the plasma, there was a significant genotype x diet interaction
for the relative percentage of EPA and DHA and significant genotype and diet effects for the
relative percentage of AA (Supplemental Figure 1B, C, and A, respectively). In the liver,
there was a significant genotype x diet interaction for the relative percentage of AA and a
significant diet effect for the relative percentage of EPA and DHA (Supplemental Figure 1D,
E, and F, respectively).

CPTI1A, FABPI and FATPS protein expression.

There was a significant genotype effect for liver CPT1A expression (Figure 3A).
Compared with that of APOE3 mice, CPT1A expression was 7% higher in APOE2 mice and
9% lower in APOE4 mice (Figure 3A). There was also a significant diet effect in which
CPTI1A expression was 17% lower in mice fed the DHA diet than in mice fed the control diet
(Figure 3A).

For FABP1 expression, there was a trend for a genotype x diet interaction (Figure 3B).
In mice fed the control diet, there was a significant genotype effect in which APOE4 mice
had 63% higher FABP1 than APOE3 mice (P = 0.023; Figure 3B).

For FATPS expression, there was a trend for a genotype x diet interaction, but no

genotype or diet effect (Figure 3C).
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Figure 3: Relative protein expression of CPT1A (A), FABP1 (B) and FATPS (C) in the liver
of the mice carrying the human APOE isoforms fed a control diet or a diet containing 0.7 g
DHA/100 g diet. Values are means + SEMs in percentage of E3 fed the control diet, n = 10—
14. Within a diet group, labeled means without a common letter differ, P = 0.023. P values
on the figures are for 2-factor ANOVA results with genotype and diet as fixed factors. C,
control; CPT1A, carnitine palmitoyl transferase 1A; E2, APOE €2; E3, APOE €3; E4, APOE
e4; FABPI, fatty acid binding protein 1; FATPS, fatty acid transport protein 5.

Cptla, Fabpl, and FATPS gene or solute carrier family 27, member 5 (Slc27a5) mRNA
expression.
There was no significant genotype x diet interaction for mRNA expression of Cptla,

Fabpl, and Slc27a5 (Supplemental Figure 2).

Plasma apoE concentration and liver apoE expression.

Plasma apoE concentrations were over the detection limit of the ELISA kit for APOE?2
mice, so we estimated that these concentrations were >4-fold higher than those of APOE3
mice (data not shown). Hence, plasma apoE concentrations are reported for APOE3 and
APOE4 mice only. There was a significant genotype effect in which plasma apoE was 37%
lower in APOE4 mice than in APOE3 mice (Figure 4A).

With regard to liver apoE expression, there was a significant genotype effect (Figure
4B). Compared with that of APOE3 mice, liver apoE expression was 8% higher in APOE?2
mice and 27% higher in APOE4 mice (Figure 4B). There was also a significant diet effect.
Liver apoE expression was 32% lower in mice fed the DHA diet than in mice fed the control

diet (Figure 4B).
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Figure 4: Concentrations of apoE in the plasma (A) and liver apoE expression (B) of mice
carrying the human APOE isoforms fed a control diet or a diet containing 0.7 g DHA/100 g
diet. Values are means = SEMs, n = 10—14. Values of apoE in the liver are in percentage of
E3 fed the control diet. P values on the figures are for 2-factor ANOV A results with genotype
and diet as fixed factors. C, control; £2, APOE €2; E3, APOE €3; E4, APOE ¢€4.
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Discussion

In this study, we sought to investigate whether a diet rich in DHA could rebalance the
disrupted DHA homeostasis in APOE4 mice and whether this involved hepatic FA
transporters. Our results support the fact that hepatic DHA and AA homeostasis was
disrupted in APOE4 mice compared with APOE3 mice, but only in the liver of the mice fed
the control diet; this might be mediated by higher expression of FABP1. In the mice fed the
DHA diet, hepatic concentrations of AA, DHA, and expression of FABP1 were similar
between genotypes, suggesting that the APOE4-mediated differences in hepatic AA, DHA,
and FABP1 may be suppressed by the DHA diet. However, this result is not in line with the
plasma FA pool because APOE4 mice had lower plasma concentrations of FAs than did
APOES3 mice, and this genotype effect was independent of the diet and not selective to any
FA. Hence, there is a disconnection between plasma and liver AA and DHA data that could
be explained by disturbances in hepatic FA transport.

The mechanisms by which long-chain FAs enter the hepatocytes are still not clear.
Previous studies suggest that, in addition to diffusion, hepatic FA uptake might be mediated
by a specific transport system in which the FA transporters FABP1 and FATPS appear to
play a key role (24, 25). FABPI1 is a cytosolic transporter associated with intracellular FA
transport and trafficking, whereas FATPS is a membrane-bound protein that is part of the
acyl-CoA synthetase family (26), and it is involved in the activation of FAs to acyl-CoA (27).
In line with hepatic concentrations of AA and DHA, expression of FABP1 was higher in
APOE4 mice than in APOE3 mice, but only when the mice were fed the control diet. This
suggests that FABP1 might be elevated because of an excess of intracellular AA or DHA in
the hepatocytes of APOE4 mice fed the control diet.

Our results on FABP1 and FATPS in mice fed the control diet differ from those
previously published by our group in which there was a significant genotype effect as
follows: APOE4 > APOE3 > APOE? (13). Both studies evaluated the expression of FABP1
and FATPS with the use of the Western blot technique, so the method should not be
responsible for the difference in results between the studies. Instead, these discrepancies
might be explained by the difference with regard to the FA composition of the diet between
the 2 studies. In the study by Conway et al. (13), mice were fed a diet deficient in -3 LC-
PUFAs that provided =80% lower amounts of ®w-3 LC-PUFAs and =50% higher amounts of
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®-6 LC-PUFAs than did the control diet used in the current study. We speculate that
modifications to the dietary FA composition may have modulated FABP1 and FATPS
homeostasis. One study reported that a knockout of Slc27a5 in mice is associated with
modifications to liver FA composition (24). If concentrations of individual FAs are modified
differently by Sic27a5 knockout, this suggests that FATPS5 may be more selective to some
FAs and less so to others. This is supported further by our results showing that, in mice fed
the DHA diet, there was no difference in liver protein expression of FABP1 and FATPS
between APOE3 and APOE4 mice. However, to our knowledge, there is no published study
reporting that these transporters are selective to a single FA or groups of FAs, and this will
need further investigation.

In this study, there was also a discrepancy between the results we obtained for CPT1A
and the ones obtained by Conway et al. (13). In the study by Conway et al., APOE4 mice had
higher expression of CPT1A than did APOE3 mice, which is opposite to what we report here.
There are 2 main factors that might explain this difference between the 2 studies. The
methods used to evaluate CPT1A expression were an ELISA test in the study by Conway et
al. and a Western blot in the present study. Interassay variation of the Western blot technique
1s =20%, whereas it is ~5% for the ELISA test. Hence, the choice of method to evaluate
CPTI1A expression might have contributed to explain the discrepancy between the 2 studies,
but the difference in dietary FA intake is a more plausible culprit. Indeed, studies have
reported that animals whose diets were supplemented with -3 LC-PUFAs had higher
mitochondrial B-oxidation than did animals whose diets were supplemented with »-6 LC-
PUFA-rich oil (28, 29). In this study, CPTIA expression was as follows: APOE4 mice <
APOE3 mice < APOE2 mice. CPT1A is an enzyme located in the inner mitochondrial
membrane that mediates the transport of long-chain FAs through the mitochondrial
membrane before their -oxidation. Therefore, a lower concentration of CPT1A might
indicate a lower capacity for FA B-oxidation in APOE4 mice. This result is in line with the
findings that APOE4 mice also had lower plasma apoE and total FAs than did other
genotypes. ApoE is a key protein involved in lipoprotein transport and clearance from the
plasma (30, 31). Therefore, APOE4 mice might have lower total FAs available for -
oxidation and, hence, lower CPT1A expression. Still, this does not explain why APOE4 mice

fed the control diet had more AA or DHA in the liver than did APOE3 mice, or why APOE4
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carriers have been reported to B-oxidize DHA more than noncarriers in humans (6). It is
important to note that CPT1A is not selective to AA or DHA. Consequently, the hypothesis
that FABP1 and FATPS would be more closely involved in AA or DHA metabolism than
CPT1A is supported by our results. Furthermore, FATPS5 has been recognized as binding FAs
with >22 carbons, such as DHA (27). Studies investigating the affinity of FATP5 and FABP1
for different FAs are needed in order to better understand their contribution to the APOE4-
specific AA and DHA disturbances in the liver. Also, we cannot rule out the possibility that
APOE4 alleles disrupt peroxisomal 3-oxidation. FATP2, an FA transporter concentrated in
peroxisomes, might be involved in the genotype x diet interaction reported here for hepatic
concentrations of AA and DHA. However, the role of FATP2 in FA transport remains unclear
and may be more closely related to bile acid synthesis during the postprandial state (32). We
also evaluated the expression of hepatic CD36, a key player in lipid metabolism, but there
was no genotype x diet interaction, nor was there a genotype or diet effect (data not shown).
It is important to note that CD36 is not selective to FAs and can bind several other lipids,
such as cholesterol. Another transporter that is selective to uptake of DHA in the form of
lysophosphatidylcholine in the brain is major facilitator superfamily domain containing 2A.
This transporter was also detected in human placenta (33), but there is no indication to date
that it is present in the liver. Although we cannot exclude that major facilitator superfamily
domain containing 2A is present in the liver, the low concentration of
lysophosphatidylcholine in the liver makes it a minor FA transporter compared with the
FATPs in this organ.

In this study, APOE2 mice had 2- to 8-fold higher concentrations of FAs in the plasma
than did other genotypes, and this was not specific to any FA. APOE?2 protein differs from
APOES3 protein by the substitution of an arginine by a cysteine at the amino acid position 158
(34). This induces conformational changes in the pocket binding domain, and it is associated
with a reduced affinity of the APOE? protein for the LDL receptor compared with APOE3
(35). Previous studies reported that homozygotes for the APOE?2 allele have lower plasma
clearance of lipids (13, 36), which is in line with our findings.

We also reported a significant diet effect for liver concentrations of total FAs and liver
expression of apoE and CPT1A in mice fed the DHA diet compared with mice fed the control
diet. The mechanism whereby DHA intake could have lowered hepatic FAs is not fully
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understood. DHA has been praised as a potential therapeutic agent in preventing
nonalcoholic fatty liver disease by reducing lipid accumulation in the liver (37), which is
supported by our results. Supplementing the diet of mice with DHA has been shown to
upregulate hormone sensitive lipase and downregulate FA synthetase in the liver (38). This
leads to increased lipolysis and could contribute to lower FA concentrations in the liver of
mice supplemented with DHA. With regard to plasma total FAs, there was no diet effect.
Previous studies reported that supplementation with ®-3 LC-PUFAs is associated with a
reduction in plasma TG in both humans (39—41) and mice (37), which would result in lower
plasma concentrations of FAs in the TG pool. However, FAs incorporated in TG represent
only =30% of total FAs in the plasma, and, in this study, we report concentrations of FAs in
plasma total lipids. Moreover, the current study was not a longitudinal study with measures
of plasma lipids before and after DHA supplementation. Therefore, the hypolipidemic effect
of DHA cannot be evaluated.

The results presented in this study with regard to individual FAs are reported for AA,
DHA, and EPA only. The focus was put on these 3 FAs because, in the liver, the genotype x
diet interaction was specific to AA and DHA and because EPA homeostasis is closely related
to dietary DHA. Lastly, and to our surprise, mRNA results for liver FA transporters were
highly heterogeneous and not in line with protein results. This suggests that post-translational
mechanisms could explain our results, but this would need to be evaluated by in vitro studies.

In summary, this study suggests that an 8-mo diet rich in DHA suppressed the APOE4-
specific disturbances on AA, DHA, and FABPI in the liver of mice. Considering the
importance of AA and DHA for cardiovascular and brain health, restoring homeostasis of
these PUFAs may be important in APOE4 carriers, especially because they are at higher risk
of developing cardiovascular diseases and cognitive decline than are noncarriers.

In light of our results, a diet rich in DHA could be effective in lowering hepatic total

FA concentrations, independent of APOE genotype.
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SUPPLEMENTAL TABLE 1 Macronutrient and FA composition of the control and
DHA diet.

Control diet DHA diet
#D08103001! #D10121801"

Energy, kcal/g 39 39
Carbohydrate, g/kg 660 662
Corn starch 150 150
Sucrose 500 500
Fat, g/kg 50 50
Corn oil 30 10
Safflower oil 0 19
Soybean oil 10 0
Canola oil 10 0
DHA powder KSF58? 0 50
Proteins, g/kg 203 201
Casein 200 198
DL-methionine 3 3
Cholesterol, g/kg 0.6 0.6
Fatty acids, g/kg
16:0 5.1 5.1
18:0 1.3 0.6
18:1n-9 14.1 6.7
18:2n-6 20.6 17.2
18:3n-3 1.4 0.1
20:4 n-6 0 0
20:5n-3 0 0.3
22:6n-6 0 7.2
2

Isupplied by Research Diets Inc. supplied by DSM, please refer to product catalogue 2012.
For both diets: Mineral mix S19101, 35 g/kg; Sodium Selenite, 0.00028 g/kg; Vitamin mix
V15908, 10 g/kg; Choline bitartrate, 2 g/kg and Ethoxyquin, 0.001 g/kg.
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SUPPLEMENTAL FIGURE 1 Relative % of AA, EPA and DHA in plasma total lipids
(left; A, B, C, respectively) and in liver total lipids (right; D, E, F, respectively) of mice
carrying the human apolipoprotein E isoforms fed a control diet (C) or a diet containing 0.7g
DHA/100g diet (DHA). Values are mean + SEM, n = 10-14. Within a diet group, labeled
means without a common letter differ, P < 0.05. * or ***Different from C within genotype,
P =0.047 and P < 0.001, respectively. P values on the figures are for two-way ANOVA
results with genotype and diet as fixed factors. AA, arachidonic acid; E2, apolipoprotein E
€2; E3, apolipoprotein E €3; E4, apolipoprotein E €4; DHA, docosahexaenoic acid; EPA,
eicosapentaenoic acid; FAs, fatty acids.
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SUPPLEMENTAL FIGURE 2 Relative gene expression (%) of Cptla, Fabpl and
Slc27a$5 in the liver of the mice carrying the human apolipoprotein E isoforms fed a control
diet (C) or a diet containing 0.7g DHA/100g diet (DHA). Values are mean + SEM in % of
E3 fed C, n = 10-14. Data was analysed by two-way ANOVA with genotype and diet as fixed
factors. Cptla, carnitine palmitoyl transferase 1A gene; E2, apolipoprotein E €2; E3,
apolipoprotein E €3; E4, apolipoprotein E &4; Fabpl, fatty acid binding protein 1 gene;
Slc27a5, fatty acid transport protein 5 gene.
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9 DISCUSSION

9.1 RECAPITULATIF ET INTERPRETATION DES RESULTATS DE
L’ARTICLE 1

L’objectif du premier article était d’évaluer si un débalancement dans 1’homéostasie du
DHA chez les porteurs de I’APOE4 était influencé par la dicte et I’IMC, deux facteurs qui
influencent I’homéostasie lipidique. Les résultats de cette étude ont démontré que chez des
participants consommant une dié¢te riche en AG saturés, la réponse plasmatique a un
supplément de DHA était modifiée a la fois par I'IMC et le génotype de I’APOE. En effet,
les porteurs de ’APOE4 ayant un IMC >25,5 kg/m? étaient de plus faibles répondeurs au
supplément de DHA comparativement aux non-porteurs alors que la réponse au DHA était
similaire entre les génotypes chez les participants ayant un IMC <25,5 kg/m?. Ces résultats
ont démontré, pour la premiére fois, que I’IMC était un facteur confondant sur le métabolisme
lipidique des porteurs de ’APOE4 et ceci suggere qu’il faut contrdler pour ce facteur dans
les études visant a évaluer les conséquences métaboliques d’une modification de la diéte chez
les porteurs de ’APOE4. La prochaine section portera sur les hypothéses qui pourraient
expliquer pourquoi la réponse au supplément de DHA est modulée par la présence de

surpoids, mais seulement chez les porteurs de I’4APOE4.

9.1.1 Impact de P'IMC sur le débalancement du métabolisme des AGPI chez les
porteurs de ’APOE4.

La présence de surpoids peut modifier la réponse des lipides plasmatiques a un exces de
lipides dans la dicte (Clifton et Nestel 1992). La littérature a démontré une association
positive entre les valeurs d’IMC et les concentrations plasmatiques de glucose et de TG ainsi
qu’une association inverse entre les valeurs d’IMC et les niveaux de cholestérol HDL (HDL-
C) (Shamai et al. 2011, The Global Burden of Metabolic Risk Factors for Chronic Diseases
2013, Walton et al. 1992). Le statut de porteur de I’APOE4 et le surpoids sont deux facteurs
qui contribuent a I’élévation des concentrations plasmatiques de TG et de cholestérol. Par
contre, I’influence du port de I’APOE4 sur 1’association entre le surpoids et les dyslipidémies
n’est pas connue. Chez les porteurs de I’APOE4 a leur entrée dans I’étude, les concentrations

de TG, de cholestérol et d’apoE plasmatiques étaient similaires entre les participants du
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groupe IMC faible comparativement au groupe IMC élevé (données non-rapportées). Par
contre, chez les non-porteurs a I’entrée dans 1’étude, les participants du groupe IMC élevé
avaient des concentrations de TG, de cholestérol total et d’apoE dans le plasma de 60%, 11%
et 26% plus ¢€levés, respectivement, comparativement aux participants du groupe IMC faible
(données non-rapportées). Ces résultats indiquent que la dérégulation de 1’homéostasie
lipidique par la présence de surpoids semble étre influencée par le génotype de ’APOE. 11
est aussi important de noter que les participants consommaient une di¢te riche en AG saturés
depuis huit semaines avant le début de I’étude. La réponse a un exces d’AG saturés est
potentiellement modulée par le génotype de I’APOE et ceci pourrait avoir comme
conséquence de masquer les effets IMC potentiels sur les marqueurs lipidiques chez les
porteurs de I’APOE4. Cette hypothese est supportée par I’étude Carvalho-Wells qui a été
réalisée sur la méme cohorte que celle de I’article 1 (Carvalho-Wells et al. 2012). Les auteurs
ont montré une interaction entre le génotype de I’APOE et la diéte caractérisée par une
réponse des TG plasmatiques a la dicte riche en gras opposée entre les porteurs et les non-
porteurs de ’APOE4 (Carvalho-Wells et al. 2012) (Figure 9.1). Dans cette étude, les
concentrations plasmatiques de TG ont été évaluées apreés I'une des trois interventions
diététiques séquentielles de huit semaines suivantes : di¢te faible en gras, diéte riche en gras

saturés et dicte riche en gras saturés + DHA et EPA.



115

1.8 1

1.5 4

TG (mmol/L)

0.6 4

0.3 -

0-0 L L 1
Post FG Post RG Post RG+DHA

Figure 9.1: Génotype de I’APOE et TG plasmatiques en réponse a la modification de
P’apport en AG de la diéte

TG plasmatiques a jeun en réponse a une dicte faible en gras de huit semaines (FG) suivi
d’une diéte riche en gras de huit semaines (RG) a laquelle un supplément de 3,45 g/j de DHA
et 0,5 g/j d’EPA a été ajouté pour les huit derniéres semaines (RG + DHA). Ces résultats sont
présentés chez des porteurs hétérozygotes de I’APOE4 (APOE3/4, m, n = 44) et des non-
porteurs (APOE3/3, 0o, n = 44). Adapté¢ de (Carvalho-Wells et al. 2012), ©2012, avec la
permission de « American Society for Nutrition ».

A la lumiére de leurs résultats, 1’interaction entre le génotype et I’IMC sur les réponses
plasmatiques d’EPA et de DHA apres le supplément semble étre modulée par d’autres
facteurs que les niveaux plasmatiques de TG et/ou d’apoE a I’entrée dans 1’étude. En effet,
la réponse de ’EPA et du DHA ne semble pas varier en fonction de I’IMC chez les non-
porteurs de ’APOE4, ce qui va a I’opposé de ce qui est observé chez les porteurs alors que
les effets IMC démontrés sur les marqueurs lipidiques plasmatiques a ’entrée dans 1’étude
sont retrouvés uniquement chez les non-porteurs. De plus, les résultats de réponse d’EPA et
DHA au supplément ne semblent pas étre spécifiques a une classe de lipide du plasma
puisqu’ils sont retrouvés dans les lipides neutres, les PL et les lipides totaux. Néanmoins, la
supplémentation en DHA a engendré une diminution des TG plasmatiques chez les

participants, indépendamment de I’IMC ou du génotype de I’APOE.

En ce qui concerne la réponse plasmatique d’AA au supplément d’EPA + DHA, il y a

peu d’études qui ont évalué cette question en représentant les profils d’AG dans le plasma
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sous forme de concentration. Une étude montre que les concentrations d’AA dans le plasma
diminuent en réponse a un supplément de 4 g/j d’EPA + DHA pendant trois mois chez la
femme post ménopausée (Hutchins-Wiese ef al. 2014) alors qu’une autre réalisée ici sur une
cohorte d’hommes et de femmes ne démontre pas de diminution de I’AA dans les classes de
lipides du plasma suite a un supplément de 3,4 g/j d’EPA +DHA pendant six semaines
(Nording et al. 2013). Ainsi, le genre des participants et la durée du supplément peuvent
influencer la réponse plasmatique de ’AA a un supplément d’EPA + DHA et d’autres
facteurs, comme I’4APOE4 et I'IMC, pourraient aussi influencer cette réponse. En effet, dans
notre étude, il a été démontré que seuls les porteurs de I’APOE4 en surpoids montrent une
diminution significative de I’AA dans les lipides neutres, les PL et les lipides totaux du
plasma suite au supplément d’EPA + DHA. La présence de surpoids a donc des conséquences
significatives sur I’homéostasie de ’AA, I’EPA et le DHA suite a un supplément d’AGPI n-
3 chez les porteurs de I’APOE4. De plus, ces conséquences sont spécifiques a ces trois AG
puisqu’il n’y a pas d’interaction entre le génotype et 'IMC sur la réponse plasmatique des

autres AG (données non-rapportées).

L’homéostasie des AGPI n-3 et n-6 est dépendante de la capture, de la dégradation et du
relargage des AG entre les organes en périphérie et le plasma. Comme il a ét¢ démontré en
introduction, I’AA et le DHA sont des AG hautement concentrés dans les PL et ils sont
cruciaux au maintien de I’intégrité et de la fluidité membranaire, a la neurotransmission et a
la régulation de I’inflammation (Alessandri et al. 2004, Calon et al. 2004). Un déreglement
dans la balance AA : DHA dans la dicte est associ€ a des problemes de neurodéveloppement
(Innis 2008, van Goor et al. 2010) et de déclin cognitif (Loef et Walach 2013). Considérant
que les porteurs de I’APOE4 sont a risque accru de MCV et de déclin cognitif, I’hypothese
selon laquelle ces derniers auraient un déreglement dans la redistribution de I’AA et du DHA
au niveau des organes en périphérie mérite d’€tre évaluée puisque ceci pourrait engendrer un
déréglement dans la capture de ces AG par le cerveau. Le cerveau est I’organe le plus riche
en AA et en DHA alors que le foie dégrade la majorité¢ de ces AG. Le déreglement du
métabolisme de I’AA et du DHA chez les porteurs de I’APOE4 implique donc
potentiellement le cerveau et/ou le foie. Afin d’étre redistribués vers les tissus en périphérie,
les AG transitent généralement par le foie. Puisque les porteurs de I’APOE4 B-oxydent plus

le DHA comparativement aux non-porteurs (Chouinard-Watkins et al. 2013), la contribution
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du foie mérite d’étre évaluée et ceci a été réalisé dans ’article 2 a I’aide du modéle de souris

porteuses des différents isoformes de I’4APOE humain.

9.2 RECAPITULATIF ET INTERPRETATION DES RESULTATS DE
L’ARTICLE 2

La seconde étude avait pour objectifs d’évaluer si 1) ’homéostasie du DHA et des
transporteurs hépatiques d’AG était débalancée chez des souris porteuses de 1’APOE4
humaine sous di¢te contrdle et si 2) I’administration d’une diéte riche en DHA peut rétablir

I’homéostasie du DHA et des transporteurs d’AG hépatiques.

Sous diete controle, nous avons démontré que les souris APOE4 avaient des
concentrations de DHA hépatique deux fois plus élevées que les souris APOE3. Ces résultats
corroborent avec les résultats qui ont été démontrés en clinique et qui suggerent que les
porteurs de I’4APOE4 présenteraient une plus grande -oxydation du DHA comparativement
aux non-porteurs (Chouinard-Watkins ef al. 2013). Ceci pourrait aussi expliquer, en partie,
pourquoi les porteurs de '4APOE4 seraient de moins bons répondeurs a un supplément de
DHA comparativement aux non-porteurs (Plourde ez al. 2009). L’exceés de DHA dans le foie
des souris APOE4 serait en partie caus¢ par des niveaux hépatiques de FABP1 60% plus
¢levés comparativement aux souris APOE3. Ceci pourrait €tre associé a une augmentation de
’activation du DHA en acyl-CoA permettant ainsi d’augmenter sa disponibilité pour la 3-
oxydation. L’hypothese initiale ¢€tait que les niveaux de CPTI1A seraient aussi augmentés
chez les souris APOE4 vs les souris APOE3. Par contre, nous avons démontré un effet
génotype inverse c’est-a-dire que les souris APOE4 avaient des niveaux hépatiques de
CPTI1A plus faibles comparativement aux souris APOE3. 1l est possible qu’une rétroaction
négative de I’expression de CPT1A se produise chez les souris APOE4 ce qui permettrait de
compenser pour I’exces de DHA dirigé vers la B-oxydation. Cependant, chez les souris ayant
consomm¢ la diete riche en DHA, les niveaux de CPT1A étaient plus faibles chez les APOE4
vs les APOE3 et ce méme si les niveaux de DHA étaient similaires entre les génotypes. Ainsi,
les résultats de I’article 2 n’ont pas permis d’élucider les mécanismes par lesquels le DHA
serait plus B-oxydé chez les porteurs de I’4APOE4 lorsque ces derniers ne sont pas exposés a

une supplémentation de DHA. Il est important de noter que la CPT1A n’est pas sélective au
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DHA (Conti et al. 2011) et son expression semble étre beaucoup plus liée aux concentrations
d’AG totaux dans le foie qu’aux concentrations d’AGPI a 20 carbones et plus. Il est aussi
possible que I’activit¢ de la CPT1A soit plus élevée dans le foie des souris APOE4
comparativement aux souris APOE3 mais ceci n’a pas été évalué dans ce projet. De plus,
cette hypothése ne permettrait pas d’expliquer pourquoi le débalancement hépatique des AG

chez les souris APOE4 sous dicte contrdle est spécifique a I’AA et au DHA.

Chez les souris ayant consommé la diéte riche en DHA, les concentrations d’AA et de
DHA étaient similaires entre les génotypes de I’4APOE suggérant qu’un supplément de DHA,
sur le long-terme, pourrait permettre de rétablir I’homéostasie de ces AGPI chez les porteurs

de ’APOE4, ce qui vient appuyer 1’hypotheése du deuxiéme article.

En ce qui concerne les résultats d’AG dans le plasma, les souris APOE?2 avaient de deux
a huit fois plus d’AG comparativement aux autres génotypes. Ce résultat confirme ce qui a
été démontré dans la littérature: les porteurs homozygotes de I’APOE?2 sont a risque élevé de
présenter de séveres dyslipidémies (Sullivan ef al. 1998), lesquelles seraient associées a un
risque accru de MCV (Mabhley et al. 1999). Néanmoins, les concentrations hépatiques d’AA
et de DHA chez les souris APOE?2 sous diete controle ou DHA ne différent pas des autres
génotypes. Cette discordance entre les résultats d’AG dans le plasma et dans le foie suggere
que I’apoE2 posséde une plus faible affinité pour les récepteurs de 1’apoE comparativement
al’apoE3 ou I’apoE4 et ceci avait ét¢ démontré dans la littérature (Bohnet ef al. 1996, Knouff

et al. 1999, Malloy et al. 2004, Weisgraber et al. 1982).

L’inclusion des souris APOE2 dans I’article 2 rend I’interprétation des résultats de
concentration d’AG dans le plasma entre les souris APOE3 et APOE4 plus difficile a réaliser.
C’est pour cette raison que les souris APOE?2 ont été retirées du modele statistique pour les
résultats d’AG dans le plasma. Lorsque seules les souris APOE3 et APOE4 sont considérées,
les souris APOE4 ont des concentrations d’AA, de DHA, d’EPA et d’AG totaux plus faibles
que les souris APOE3 et ce indépendamment de la diéte. Ceci va a I’opposé des résultats de
concentrations d’AA et de DHA hépatiques, lesquelles seraient plus élevées chez les souris
APOE4 vs APOE3, mais uniquement chez les souris ayant consommé la diéte controle. Ces
résultats suggerent une discordance entre les concentrations d’AA et de DHA dans le foie

comparativement au plasma. Le statut de porteur de ’APOE4 serait donc associé a un
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débalancement au niveau de la capture et de la libération de ’AA et du DHA par le foie,
lequel serait dépendant de la diéte. En ce qui concerne les niveaux hépatiques d’EPA pour
lesquels il n’y avait pas d’interaction entre le génotype et la diéte, il est important de noter
que les teneurs hépatiques d’EPA étaient faibles, notamment chez les souris ayant consommeé
la diete controle. En effet, 50% des souris sous diéte contrdle avaient des concentrations
hépatiques d’EPA non-détectables dans le foie ce qui peut avoir contribué a masquer
I’interaction entre le génotype et la dicte. L’EPA, n’étant entre autres pas concentré dans les

membranes cellulaires, serait métabolisé plus rapidement que I’AA et le DHA.

Les niveaux deux fois plus élevés d’AA et de DHA dans le foie des souris APOE4
comparativement aux souris 4POE3 seraient en partie expliqués par la plus grande
expression de FABP1 chez les souris APOE4. Cependant, il n’y avait pas d’interaction entre
le génotype et la di¢te pour les niveaux de FATPS. Ceci pourrait étre expliqué par le fait que
les niveaux de FATPS ne sont pas modifiés par la dicte chez les souris APOE2. Lorsque
I’analyse statistique inclut uniquement les souris APOE3 et APOE4, I’interaction entre le
génotype et la dicte est significative. En effet, les souris APOE4 sous di¢te contrdle auraient
17% moins de FATP5 comparativement aux souris APOE3 ce qui va a I’opposé des résultats
de FABPI. Il est possible que I’exces de FABP1 soit di a un exces d’acyl-CoA dérivé de
I’AA ou du DHA. Puisqu’un des roles de FATPS est d’activer les AG en acyl-CoA, un
débalancement dans les concentrations intracellulaires d’acyl-CoA, sur le long terme,
pourrait éventuellement inhiber 1’entrée d’AG a longues chaines dans la cellule via une
diminution de I’expression de FATPS a la membrane cellulaire. Par contre, bien que FATPS
lie les AG a longues chaines de fagon spécifique, il n’est pas sélectif aux AG a 20 carbones
et plus. L’analyse de I’expression du transporteur FATP2 pourrait permettre d’avoir une
meilleure compréhension du métabolisme du DHA puisque FATP2 est localis€, notamment,
au niveau des peroxysomes (Falcon et al. 2010). Par contre, la contribution de la B-oxydation
peroxysomale dans le métabolisme du DHA n’est pas claire. L hypothése selon laquelle la
synthése du DHA se ferait via une $-oxydation dans les peroxysomes a partir du précurseur
24: 6 n-3 est généralement acceptée (Mannaerts et van Veldhoven 1996, Mohammed et al.
1997, Su et al. 2001, Voss et al. 1991) mais controversée (Park et al. 2015). En ce qui
concerne la dégradation du DHA, la contribution des peroxysomes a la premiere étape de 3-

oxydation n’est pas claire. De plus, un déreglement de la B-oxydation peroxysomale ne
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pourrait pas expliquer les résultats hépatiques d’AA puisque la B-oxydation de I’AA se fait

presqu’exclusivement a I’intérieur des mitochondries.

Dans Particle 2, le DHA représentait pres de 95% des AGPI n-3 dans la diete DHA. Les
concentrations hépatiques d’EPA chez les souris ayant consommé la di¢te DHA étaient <15
fois plus élevées que chez les souris ayant consommé la diéte contrdle ce qui se traduisait par
une différence d’environ 1 mg/g indépendamment du génotype. En ce qui concerne les
concentrations hépatiques de DHA, la différence entre les deux diétes était d’environ 2 mg/g
chez les souris APOE4 vs 6 mg/g chez les souris APOE3. Ces résultats suggerent que lorsque
les souris sont exposées a un supplément de DHA pour les deux tiers de leur vie, une partie
plus importante du DHA pourrait étre rétro-convertie en EPA dans le foie des souris APOE4
vs les souris APOE3. 1l se pourrait que les porteurs de I’APOE4 ne présentent pas une plus
grande -oxydation du DHA comparativement aux non-porteurs mais plutot une plus grande
retro-conversion vers I’EPA. Afin de vérifier cette hypothese, il faudrait mesurer 1’activité
des enzymes impliquées dans la rétro-conversion du DHA vers ’EPA dans le foie des souris
APOE4 vs les souris APOE3. Par contre, la nature des processus impliqués dans la rétro-
conversion du DHA vers ’EPA est encore peu connue (Arterburn et al. 2006) et il serait donc
difficile d’évaluer I’hypothése d’un débalancement dans la rétro-conversion du DHA vers
I’EPA chez les porteurs de I’APOE4. De plus, les concentrations hépatique d’EPA étaient
plus ¢€levées chez les souris ayant consommé la dicte riche en DHA et ce indépendamment

du génotype.

En ce qui concerne les niveaux d’apoE dans le plasma, ces derniers suivaient le patron
suivant: APOE2 > APOE3 > APOE4 et ce, indépendamment de la diete. Ce résultat est
similaire a ce qui a ét¢é démontré dans la littérature chez ’humain (Gupta et al. 2011,
Mooijaart et al. 2006). Les mécanismes par lesquelles les souris APOE4 auraient =35%
moins d’apoE que les souris APOE3 et que les souris APOE?2 auraient >5 fois plus d’apoE
que les autres génotypes n’est pas totalement élucidé€. La littérature montre que 1’affinité qu’a
I’apoE pour le récepteur LDL suit le patron suivant: APOE2 <<< APOE3 = APOE4. Ainsi,
I’excés d’apoE chez les porteurs de I’APOE?2 serait en majorité médié par un probléme de
clairance de I’apoE du plasma. Par contre, chez les porteurs de I’APOE4, les interactions

entre 1’apoE et les lipoprotéines pourraient étre dérégulées comparativement a ce qui est
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observé chez les porteurs de I’APOE3. En comparaison a I’apoE3, I’apoE4 lierait les VLDL
avec plus d’affinité et les HDL avec moins d’affinité (Gregg et al. 1986) et ceci pourrait
expliquer pourquoi les porteurs de I’4APOE4 ont moins d’apoE plasmatique comparativement

aux porteurs de I’APOES3.

En ce qui concerne les niveaux hépatiques d’apoE en fonction du génotype de I’4POE,
la seule étude qui a évalué la question a démontré que les souris A POE4 avaient des niveaux
d’apoE 70% plus faibles que les souris APOE3 (Ong et al. 2014). Ceci contraste avec les
résultats de I’article 2 qui ont démontré que les souris APOE4 avaient des niveaux d’apoE
dans le foie 27% plus élevés comparativement aux souris APOE3. Cependant, plusieurs
points différent entre les deux études: 1) les souris étaient a jeun dans I’étude de Ong et al.
mais pas dans la présente étude et 2) il n’y avait pas de di¢te riche en DHA dans 1’étude de
Ong et al. L’effet génotype sur les niveaux hépatiques d’apoE dans I’article 2 semble étre
influencé par les résultats provenant de la dicte DHA puisqu’il n’y avait aucune différence

entre les génotypes chez les souris sous dicte controle (données non-rapportées).
9.3 SYNTHESE

Les résultats provenant des deux articles de cette these suggerent que le métabolisme du
DHA est dérégulé chez les porteurs de I’APOE4 ce qui vient confirmer nos résultats publiés
antérieurement (Chouinard-Watkins et al. 2013, Plourde et al. 2009). Les deux études
présentées dans cette thése suggerent de plus que d’autres facteurs, tels la présence de
surpoids ou la diete, influencent ce débalancement. En effet, lorsque la dicte est contrdlée et
riche en AG saturés, les porteurs de ’APOE4 seraient de moins bon répondeurs a un
supplément de DHA comparativement aux non-porteurs, mais seulement dans le groupe
présentant un surpoids. La seconde étude suggere que la différence de réponse a un
supplément de DHA entre les porteurs de ’APOE4 et les non-porteurs seraient en partie
attribuable a une dérégulation du métabolisme hépatique de cet AG et que la consommation
d’un supplément de DHA, équivalent a >3 g/j chez I’humain, permettrait de partiellement

rétablir les niveaux hépatiques de DHA.

Certains points différent entre les deux études de cette thése et une étude publiée

antérieurement par notre équipe. Premiérement, les résultats de ’article 1 de cette these
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suggerent que les niveaux de DHA et d’EPA dans le plasma des participants a leur entrée
dans 1’étude étaient similaires entre les porteurs de I’APOE3 et les porteurs de I’APOE4. Ce
résultat est supporté par I’article 2 qui a démontré que sous dicte controle, les niveaux de
DHA et d’EPA dans le plasma étaient similaires entre les souris APOE3 et les souris APOEA.
Ces résultats différent de ceux de la premicre étude réalisée par notre équipe dans laquelle il
a été démontré que les % relatifs de DHA et d’EPA dans les TG du plasma étaient plus élevés
chez les porteurs de I’APOE4 comparativement aux non-porteurs en début d’étude (Plourde
et al. 2009). Par contre, les niveaux plasmatiques de DHA et d’EPA sont représentés sous
forme de concentrations dans les deux articles de cette thése et I’étude chez I’humain a été
réalisée chez des participants consommant une di¢te riche en gras saturés alors que dans
I’¢tude Plourde et al. 2009, la di¢te n’était pas contrdlée. De plus, dans 1’étude Plourde et al.

2009, les auteurs n’ont pas rapporté les valeurs d’IMC des participants.

Les résultats présentés dans cette thése appuient 1’hypothése selon laquelle les porteurs
de ’APOE4 sont des plus faibles répondeurs au DHA (Chouinard-Watkins et al. 2013,
Plourde et al. 2009) mais suggérent aussi que les différences de cinétique du [U*C]-DHA
entre les porteurs de I’APOE4 et les non-porteurs rapporté dans 1’étude Chouinard-Watkins
et al. 2013 pourraient €tre expliqués par le fait que les participants de cette étude présentaient
un surpoids (porteurs de I’APOE4, IMC = 29,3 + 2.3; non-porteurs, IMC = 27,2 + 0,7).
L’¢étude chez ’animal n’a pas contrdlé le poids des souris. Nos données suggerent que les
souris APOE4 avaient un poids plus faible que les souris APOE2 ou APOES3. 1l s’avére donc
plus difficile de tracer un parallele entre nos résultats chez ’humain et la souris d’autant plus
que I’étude animale n’était pas une étude longitudinale de supplémentation mais bien une
étude ou la diete consommeée au cours de la vie de la souris a été changée. Néanmoins, les
résultats de I’article 2 ont démontré que le débalancement du métabolisme du DHA chez les
souris APOE4 pourrait étre expliqué par une dérégulation des transporteurs hépatiques alors
que I’hyperlipémie retrouvée chez les porteurs de I’APOE2 n’impliquerait pas ces

transporteurs hépatiques.

L’¢tude chez la souris suggere que 1’ajout de hautes doses de DHA a la diéte pendant les
2/3 de la vie de la souris joue un réle crucial dans I’homéostasie globale des AG hépatiques

puisque les souris sous di¢te riche en DHA avaient =50 % moins d’AG totaux dans le foie
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que les souris sous diete controle. Cette différence serait potentiellement médiée par
I’augmentation de la lipolyse via la lipase hormonale sensible et la diminution de la synthese

des AG via la diminution de I’activité de I’AG synthase (Sun ez al. 2011).

Une similarité entre les deux ¢études présentées dans cette thése concerne les
concentrations d’AA chez les porteurs de I’APOE3. L’étude chez la souris suggere que les
concentrations d’AA dans le plasma et dans le foie ne sont pas affectées par la di¢te chez les
souris porteuses de I’APOE3. Chez les souris porteuses de ’APOE?2 et de I’APOE4, celles
ayant consommé la dicte riche en DHA avaient de plus faibles concentrations d’AA dans le
plasma et dans le foie comparativement a celles ayant consommé la diéte contrdle. Ces
données supportent les résultats de 1’article 1 qui a démontré que chez les porteurs de
I’APOE3, les concentrations plasmatiques d’AA demeuraient inchangées en réponse au
supplément de DHA alors que chez les porteurs de I’4APOE4 en surpoids, les concentrations
d’AA dans le plasma ¢étaient significativement plus faibles suite au supplément
comparativement a avant. Les membranes cellulaires des organes, hautement concentrées en
AA et en DHA, ont tendance a conserver le DHA méme lorsque I’apport alimentaire est
déficient en DHA. Par contre, lorsque 1’organisme est supplémenté en DHA et considérant
que la dicte classique est beaucoup plus riche en AA qu’en DHA, les membranes semblent
prioriser 1’incorporation du DHA et ceci a ét¢ démontré dans le coeur de participants chez
lesquels la diéte était déficiente en AGPI n-3 (Metcalf et al. 2007). 1l est possible que la
balance DHA : AA soit influencée par le génotype de I’APOE considérant que les porteurs
de I’APOE4 présentent un déreglement du métabolisme du DHA et de I’AA. Ceci pourrait
donc contribuer a expliquer pourquoi la consommation de DHA dans la diete semble

influencer les concentrations d’AA dans le foie de fagcon spécifique au génotype de I’APOE.

Les deux études présentées dans cette these different sur plusieurs points. Outre les
différences physiologiques entre la souris et I’humain, la principale différence réside dans le
fait que 1’é¢tude chez I’humain est une étude de supplémentation permettant d’évaluer la
réponse au supplément de DHA alors que la seconde ¢tude compare des groupes de souris a
I’age de 13 mois ayant consommeées des dietes distinctes. De plus, la di¢te riche en DHA a

été consommeée sur une période d’environ huit mois chez la souris ce qui représente =~ 30
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années chez I’humain (Rangarajan et Weinberg 2003) alors que 1’étude de supplémentation

chez ’humain était d’une durée de huit semaines.
9.3.1 Limitations

L’¢étude associée a I’article 1 comporte certaines limitations qui n’ont pas été abordées
dans le manuscrit. Premiérement, le protocole expérimental de I’étude a été élaboré a
posteriori. Initialement, 1’¢tude SATgene cherchait a évaluer la réponse des TG et du
cholestérol plasmatique a des modifications de 1’apport lipidique dans la dicte, et ce, en
fonction du génotype de I’APOE. Ainsi, la durée de la supplémentation et le ratio EPA : DHA
dans le supplément n’ont pas été choisies pour évaluer la réponse des AG plasmatiques suite
au traitement. De plus, dans ’article 1, les participants ont été séparés en fonction de leur
valeur d’IMC. Il est connu que I’IMC n’est pas toujours un bon marqueur d’adiposité et que
I’association entre I'IMC et I’adiposité viscérale n’est pas claire. Les valeurs de tour de taille
avaient été répertoriées, mais il y avait six valeurs manquantes ce qui diminuait la puissance
statistique. Néanmoins, lorsque les participants étaient séparés par la médiane du tour de
taille a la place de la médiane de ’IMC, des tendances similaires ont été observées pour les
résultats d’interaction entre le tour de taille et le génotype sur les variations de concentrations
plasmatique de I’AA, du DHA et de I’EPA en réponse au supplément de DHA (données non-
rapportées). Une autre limitation importante est que dans 1I’étude SATgeng, les auteurs n’ont
pas controlé pour I’ethnicité. Prés du dixieme des participants était d’origine indienne
(données non-rapportées) et il est connu que le seuil de surpoids, estimé par les valeurs
d’IMC, serait plus bas chez les indiens (Kesavachandran et al. 2012) et que cette population
est particulicrement a risque de développer des dyslipidémies et des MCV (Chandra ef al.
2014).

En ce qui concerne 1’article 2, les deux principales limitations sont que les souris ont été
nourries ad libitum et qu’elles n’étaient pas a jeun lors des sacrifices. Des modifications de
la prise alimentaire peuvent affecter le métabolisme hépatique des lipides. Il est possible que
I’effet hypolipémiant de la diete DHA, en ce qui concerne les niveaux hépatiques d’AG
totaux, de CTP1A et d’apoE, soit en partie imputable a la prise alimentaire. Le fait que les
souris n’étaient pas a jeun dans notre étude a pour conséquence de modifier I’homéostasie

des lipides, incluant les acteurs impliqués dans la syntheése des lipoprotéines par le foie. En



125

effet, une souris a jeun posséde des niveaux de VLDL dans le plasma trés faibles alors que
les niveaux des chylomicrons sont non détectables. Une souris en post prandial aura quant a
elle une quantité considérable d’AG hépatiques qui seront issus de la di¢te via les
chylomicrons. Ceci se traduirait par une ¢lévation des TG et AG libres hépatiques
comparativement a une souris a jeun. A la lumiére des résultats chez I’humain, il aurait été
intéressant de controler pour le poids des souris afin d’évaluer I’influence de ce dernier sur
le métabolisme des AGPI. Des études ont aussi démontré que le sexe peut affecter le
métabolisme des AGPI n-3 (Bakewell et al. 2006, Burdge 2004, Burdge et al. 2002, Burdge
et Wootton 2002), il aurait été intéressant d’évaluer cette question. Par contre, I’influence du
sexe sur le métabolisme des AGPI diminue en fonction de 1’age. Dans 1’étude Chouinard-
Watkins et al. 2013 dans laquelle I’4ge moyen des participants était > 70 ans, la cinétique du
[U*C]-DHA était similaire entre les hommes et les femmes (données non-rapportées). Dans
I’article 1 de cette thése dans laquelle 1’age moyen des participants était =~ 50 ans, la réponse
plasmatique au supplément de DHA était aussi similaire entre les hommes et les femmes
(données non-rapportées). Considérant que 1’étude chez la souris a été réalisée sur des souris

ayant I’équivalent de = 50 ans chez [’humain, I’influence du genre n’a pas été évaluée.
9.4 PERSPECTIVES
9.4.1 APOE4 et métabolisme des AG: modéles animaux

Chez I’animal, les prochaines études visant a caractériser le métabolisme des AGPI en
périphérie chez les porteurs de I’APOE4 devront contrdler I’apport en lipide dans la diete.
Une des limitations des modeles murins est que la souris ne posséde pas de CETP. Un des
roles de cette protéine est de contribuer au transfert des EC et des TG entre les HDL et les
lipoprotéines a faible densité, notamment les LDL et VLDL (Yin et al. 2012). L’absence de
CETP chez la souris a comme conséquence d’¢lever les niveaux de cholestérol dans les HDL
et de les diminuer dans les LDL. Ainsi, la majeure partie du cholestérol est transporté dans
les HDL chez la souris et ce profil est associé¢ a un faible risque de développer des MCV chez
I’humain (Tsutsumi et al. 2001). Chez I’humain, le ratio LDL-C : HDL-C est généralement
> 2 et dans une optique de prévention des MCV, on vise généralement un ratio < 2,5 en

prévention secondaire chez I’homme (Millan et al. 2009) bien que le ratio idéal est difficile
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a définir et dépend d’une multitude de facteurs. Il existe des souris exprimant le géne CETP
(CETP/), et ces souris pourraient étre croisées a celle du génotype de I’4POE humain afin
d’obtenir un modéle qui mimerait de fagon plus adéquate le métabolisme des lipides chez
I’humain. Une technique plus simple consiste a exposer la souris a une di¢te riche en gras.
Ceci permettrait de mimer I’apport lipidique dans la diéte nord-américaine et le profil
lipoprotéique de ’humain puisque dans ces conditions nutritionnelles, le cholestérol est
principalement transportés par les LDL chez la souris ce qui est similaire a ce qui est retrouvé
chez I’humain. La réponse plasmatique a un supplément de DHA pourrait ensuite &tre
évaluée en fonction du génotype de I’APOE. L’utilisation d’une diéte riche en gras
permettrait donc de mimer le métabolisme lipidique chez I’humain en dyslipidémie 1égere
pour ainsi évaluer si I’utilisation d’un supplément de DHA pourrait étre associée a une
réduction de ces dyslipidémies ou a la prévention des troubles cognitifs souvent associés au

port de ’APOEA4.

Il serait aussi intéressant de suivre le métabolisme postprandial d’un traceur [U'*C]-
DHA ou [UBC]-AA chez ces souris a différents temps. Ceci permettrait de suivre
I’incorporation de ces traceurs dans les organes, notamment au niveau du foie. Les résultats
de cette étude permettraient de mieux caractériser le débalancement dans le métabolisme du
DHA chez les porteurs de ’APOE4 et d’évaluer si ce débalancement passe exclusivement
par la B-oxydation ou si les porteurs de I’APOE4 ne présenteraient pas un déréglement de
synthése d’EPA a partir du DHA ou de 18: 2 n-6 a partir d’AA. Une meilleure compréhension
de ce phénomene pourrait permettre d’établir des stratégies nutritionnelles spécifiques aux
porteurs de I’APOE4. Ces derniers auraient possiblement besoin d’un apport en EPA plus

¢élevé que les non-porteurs ce qui permettrait une conservation plus optimale du DHA.

En ce qui concerne la santé cardiovasculaire, le myocarde représente un des sites
principaux de P-oxydation afin d’obtenir 1’énergie nécessaire a sa survie et de prévenir
I’accumulation des TG dans les myocytes (Guzzardi et lozzo 2011). Les niveaux de CPT1
seraient diminués chez des patients atteints de MCV (Martin et al. 2000) et, considérant
I’importance de ’homéostasie des AGPI dans la santé cardiovasculaire, ceci pourrait étre une
conséquence d’un déreéglement de la P-oxydation peroxysomale (Hou et al. 2012).

L’augmentation du risque de développer les MCV chez les porteurs de I’APOE4 pourrait étre



127

médiée, du moins en partie, par un probléme de -oxydation des AG et plus particulierement
du DHA mais des études évaluant le lien entre I’4APOE4, la santé cardiovasculaire et la [3-

oxydation devront étre réalisées.

Les dysfonctions de la [-oxydation peroxysomale seraient aussi potentiellement
impliquées dans la physiopathologie de la MA tardive puisque I’inhibition de cette réaction
est associée avec une accumulation de peptides amyloide [ dans le cerveau, une
caractéristique classique des patients atteints de la MA (Shi ef al. 2012) en plus d’une
accumulation d’AG a trés longues chaines. Ainsi, une dérégulation de la B-oxydation
peroxysomale serait a la fois impliquée dans 1’étiologie des MCV et de la MA et contribuerait
a expliquer le lien entre les problémes vasculaires et la MA (Ravona-Springer et al. 2003).
En effet, les patients atteints de la MA démontrent souvent une réduction du flux sanguin
combinée a une dégénérescence vasculaire cérébrale (Kalaria et Ballard 1999, Roher et al.
2012). Sur les sept principaux facteurs de risque identifiés comme étant associés a la MA
(Norton et al. 2014), cinq sont aussi liés a un débalancement du métabolisme lipidique et aux

MCV: le diabéte, I’hypertension, 1’obésité, la faible activité physique ainsi que le tabagisme.

Un des tissus qui pourrait contribuer a expliquer I’association entre la pathologie
vasculaire et les problémes cognitifs est la barriére hémato-encéphalique (BHE). Cette
derniere sert de filtre hautement sélectif situé¢ entre les capillaires et les astrocytes permettant
de réguler la capture et le relargage des macronutriments et autres molécules entre le cerveau
et la périphérie (Abbott et al. 2010). L’intégrité de la BHE serait compromise chez les
patients atteints de 1’ Alzheimer. De plus, une étude réalisée sur des souris « knock-out » pour
I’APOE a démontré que 1’absence d’apoE est associée a une perte d’intégrité¢ de la BHE via
I’augmentation de I’inflammation (Bell ef al. 2012). Ceci contribue a expliquer pourquoi les
souris porteuses de I’APOE4, chez lesquelles les niveaux plasmatiques d’apoE sont plus
faibles que les porteurs de I’APOE3, auraient aussi une augmentation de la perméabilité de

la BHE (Bell et al. 2012).

En ce qui concerne le DHA, il n’y a pas d’étude, a notre connaissance, qui a évalué sa
contribution a I’intégrité de la BHE chez les souris porteuses de I’APOE4. Par contre, Ben-
Zvi et al. ont démontré la présence d’un transporteur qui contribue a I’intégrité de la BHE

(Ben-Zvi et al. 2014) et aussi a la capture du DHA par le cerveau (Nguyen et al. 2014): le
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Mfsd2a. En effet, chez des souris présentant une délétion du géne Mfsd2a (Mfsd2a™), la
perméabilité de la BHE était compromise et le cerveau de ces souris était déficient en DHA
(Nguyen et al. 2014). Mfsd2a est spécifique a un type de phopholipide, Ie
lysophosphatidylcholine (lyso-PC) et le transport du DHA vers le cerveau serait réalis€, en
partie, sous cette forme. Par contre, bien que le DHA sous forme lyso-PC en circulation
semble cibler le cerveau en particulier, la contribution de la capture du DHA sous forme non-
estérifiée est aussi a considérer puisque le taux de capture de la forme non-estérifiée serait
10 fois plus ¢levé que la forme lyso-PC (Chen et al. 2015). De plus, la contribution du
polymorphisme de ’APOE4 sur I’expression du transporteur Mfsd2a et sur la proportion de
capture du DHA sous forme lyso-PC vs non-estérifiée n’est pas encore connue et devra étre
évaluée. En effet, une étude animale a démontré que les souris porteuses de I’APOE4 ont une
plus faible capture cérébrale du DHA comparativement aux souris porteuses de I’APOE?2 a
I’age de quatre mois et ceci se traduit par des teneurs en DHA plus faibles a I’age de 13 mois

(Vandal et al. 2014).

Ainsi, le débalancement dans le métabolisme du DHA chez les porteurs de I’APOE4 se
refléterait également au niveau central et ceci pourrait contribuer a expliquer pourquoi le
statut de porteur de I’APOE4 humaine est associé avec des déficits cognitifs chez la souris
(Bour et al. 2008, Grootendorst et al. 2005, Leung et al. 2012, Rodriguez et al. 2013) et chez
I’homme (Bullido ef al. 1998, Coon et al. 2007, Farrer et al. 1997) et aussi pourquoi les
porteurs de ’APOE4 ne seraient pas protégés de la MA par la consommation de poisson
(Barberger-Gateau et al. 2007, Huang ef al. 2005). Néanmoins, afin de mieux caractériser
I’implication de I’APOE4 sur la physiopathologie de la MA et puisque les souris APOE4 ne
possedent pas les marqueurs classiques de la MA, un mode¢le de souris possédant a la fois les
1soformes de I’APOE humain ainsi que cinq mutations associées aux formes familiales de la
MA a été développé (Youmans et al. 2012). Ce modele, appelé E2-FAD, E3-FAD et E4-
FAD montrent des déficits cognitifs et ces déficits serait exacerbés chez les souris E4-FAD
(Liu et al. 2015). Une des caractéristiques qui accompagne les déficits cognitifs chez la souris
FAD est I’accumulation d’oligomeres du peptide amyloide-B. L’introduction de 1’apoE
humaine chez ces souris a comme conséquence de retarder I’accumulation de ce peptide et
ce retard serait dépendant de 1’isoforme de I’4APOE humaine inséré (Youmans et al. 2012).

En effet, les souris E4-FAD présentent de plus hauts niveaux d’oligoméres amyloide-f3 dans
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le cerveau comparativement aux souris E3-FAD (Youmans ef al. 2012). 11 est connu que
I’apoE joue un réle crucial dans la clairance du peptide amyloide-3 du cerveau et que I’apoE4
serait moins efficace dans ce processus (Bales et al. 2009, Buttini et al. 2002, Holtzman et
al. 2000). Le DHA serait aussi impliqué dans la clairance du peptide amyloide-f3 (Lim et al.
2005, Mizwicki et al. 2013). L’évaluation de I’homéostasie du DHA chez les porteurs de
I’APOE4, au niveau central et périphérique, serait donc pertinente afin de mieux comprendre
la contribution d’un déréglement du métabolisme du DHA sur la cognition et le mode¢le de

souris E4-FAD permettrait de lier DHA, APOE4 et MA.
9.4.2 APOE4 et métabolisme des AG: études cliniques

Chez I’humain, il sera pertinent de caractériser de fagon plus précise le métabolisme du
DHA et de ’AA chez les porteurs de I’APOE4 afin d’établir des stratégies nutritionnelles
spécifiques a cette population. L’étude Chouinard-Watkins et al. 2013 a été réalisée chez des
participants pour lesquels I’'IMC et la diéte n’était pas controlés (Chouinard-Watkins et al.
2013) et I’article 1 de cette thése montre que I'IMC pourrait modifier la réponse a un
supplément de DHA chez les porteurs de I’APOE4. De plus, la réponse des TG plasmatiques
a une modification de 1’apport lipidique dans la dicte serait fonction du port de I’APOE4. 11

serait donc important de controler pour ces deux facteurs.

Le suivi de la cinétique du [U*C]-AA, [U*C]-DHA et [U'3C]-EPA, avant et apres la
consommation d’un supplément d’AGPI n-3 et en contrdlant pour la diete et la présence de
surpoids, permettrait de mieux caractériser le métabolisme des AGPI chez les porteurs de
I’APOE4. Ce type d’étude longitudinale permettrait d’évaluer I’hypothese selon laquelle une
diete riche en AGPI n-3 pourrait rétablir ’homéostasie des AGPI chez les porteurs de
I’APOE4. 11 serait pertinent de réaliser ces ¢tudes dans une population nord-américaine
consommant une diete contrdlée, riche en gras saturés et en fructose afin de mimer le patron
de diéte nord-américaine qui augmente le risque de développer les MCV et la MA. Ceci
permettrait d’extrapoler les résultats a la majorité de la population nord-américaine. Aux
Etats-Unis, la consommation de fructose a augmenté de prés de 30% entre 1970 et 1997
(Howard et Wylie-Rosett 2002) et la consommation d’une dicte riche en fructose serait
associée a une élévation marquée des TG plasmatiques comparativement a une di¢te dont

I’apport en glucose est similaire (Schaefer et al. 2009). Ceci pourrait donc influencer
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I’interaction entre le génotype de ’APOE et la dicte sur I’homéostasie lipidique. Les
participants devraient €tre séparés en fonction de 'IMC et/ou de la quantité d’adiposité
viscérale puisque cette mesure est corrélée avec la cognition, mais uniquement chez les

porteurs de I’APOE4 (Zade et al. 2013).

L’incorporation des traceurs [U'3C]-AA, [U'3C]-DHA et [U'*C]-EPA entre les porteurs
et non-porteurs de I’APOE4 devrait étre suivie dans les classes de lipide du plasma avec une
emphase particuliére sur les PL. En effet, I’interaction entre le génotype et I'IMC sur la
variation de DHA en réponse au supplément qui a ét¢ démontrée dans I’article 1 était en
majeure partie causée par les résultats de ADHA dans les PL. La séparation des classes de
PL du plasma permettrait d’évaluer si le déréglement du métabolisme du DHA chez les
porteurs de I’APOE4 serait spécifique a certaines classes de PL comme par exemple les lyso-
PC. 1II est connu que le fait d’étre porteur de I’APOE4 est associ¢ avec des déficits
cholinergiques au niveau du systéme nerveux central chez I’humain atteint de la MA (Poirier
et al. 1995) et chez I’animal (Cui e al. 2013, Dolejsi et al. 2016). A 1’aide de modéles
animaux, il a été démontré qu’une dicte riche en DHA régule I’homéostasie cholinergique
cérébrale (Aid et al. 2005, Aid et al. 2003, Minami et al. 1997). Un des principaux réservoirs
de choline dans I’organisme est sous forme de PC. Si la capture du DHA par le cerveau se
fait, notamment, sous forme de lyso-PC (Nguyen ef al. 2014, Zhao et Zlokovic 2014) et que
les porteurs de I’APOE4 présentent un débalancement dans I’homéostasie du DHA en
périphérie, il serait pertinent d’évaluer les niveaux de DHA sous forme de lyso-PC tant dans
le plasma que dans le cerveau, en fonction du génotype de I’APOE. L’objectif de ces études
serait d’évaluer si les porteurs de ’APOE4 devraient consommer des doses personnalisées
ainsi qu'une forme particuliere de DHA afin de réduire leur risque de développer les MCV

ou MA.
9.5 CONCLUSION

En somme, les deux articles de cette thése supportent les données cliniques antérieures
provenant de I’équipe de la Pr. Plourde qui ont démontré que les porteurs de I’APOE4 sont
de moins bons répondeurs a un supplément d’AGPI n-3 (Plourde et al. 2009)
comparativement aux non-porteurs et que ceci serait en partie causé par un déréglement dans

le métabolisme du DHA (Chouinard-Watkins et al. 2013). L’article 1 vient confirmer ces
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résultats en ajoutant que le débalancement dans la réponse plasmatique a un supplément de
DHA serait toujours présent dans une population pour laquelle la diete est riche en AG saturés
mais que ce débalancement dépend aussi de la présence de surpoids. L’article 2 chez la souris
vient appuyer I’hypotheése selon laquelle une supplémentation de DHA a haute dose et a long
terme pourrait permettre de rétablir I’homéostasie hépatique du DHA chez les porteurs de
I’APOEA4. 11 a été démontré que les porteurs de I’APOE4 sont plus a risque de MCV et de la
MA comparativement aux non-porteurs et qu’ils présentent possiblement un probléme de
capture du DHA au cerveau. De plus, les MCV et la MA sont associés a des déréglements
dans le métabolisme des lipides et particulierement du DHA. Ainsi, les porteurs de I’APOE4
devraient consommer des doses personnalisées de DHA et ce tot dans leur vie, dans 1’optique
de prévention de divers pathologies. L’état actuel de notre hypothese de recherche ainsi qu’un
résumé des interrogations et perspectives en lien avec cette hypothese sont présentés a la

figure 9.2.
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Figure 9.2: Schéma récapitulatif de I’homéostasie du DHA chez les porteurs de
I’APOE4

Ce schéma représente I’hypothése du débalancement du métabolisme du DHA et de ’AA
chez les porteurs de I’APOE4 ainsi que 1’état des connaissances quant aux causes de ce
débalancement. Lorsque les porteurs de I’APOE4 consomment une dose unique de DHA ou
un supplément a court terme, leur réponse plasmatique est plus faible que les non-porteurs et
I’article 1 a démontré que le surpoids est un facteur confondant. A ’aide du modéle de souris
porteuses de ’APOE4, les résultats de 1’article 2 démontrent que ce débalancement dans le
métabolisme du DHA chez les porteurs de I’APOE4 serait associ¢ a une accumulation
hépatique de cet AG, ce qui contribuerait a expliquer la plus grande -oxydation du DHA
dans cette population (Chouinard-Watkins et al. 2013) ainsi que la plus faible capture du
DHA au niveau cérébrale (Vandal et al. 2014Vandal et al. 2014). Chez les porteurs de
I’APOE4, la prise d’un supplément a haute dose de DHA et a long terme pourrait permettre
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de rétablir I’homéostasie de cet AG en périphérie. Par contre, la contribution d’autres organes
comme le coeur, le cerveau ou l’intestin demeure encore mal connue. Une meilleure
compréhension des mécanismes par lesquels les porteurs de 1’APOE4 présentent un
déréglement dans leur réponse au DHA permettrait possiblement d’établir des stratégies
nutritionnelles spécifiques servant a diminuer le risque de MCV et/ou de MA dans cette
population.
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12 ANNEXES

12.1 TABLEAU CARACTERISANT L’ECHANGE ALIMENTAIRE EN LIEN AVEC L’ARTICLE 1
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Quantité (g/j) Energie Lipides (g/j) AG SATs (g/j) AGPI (g/j) Glucides (g/j)
Homme Femme
Homme Femme kCal/j kCal/j Homme Femme Homme Femme Homme Femme Homme Femme
Dicéte riche en gras
Beurre 20,0 10,0 147 74 16,3 8,2 10,8 5,4 0,5 0,3 0 0
Fromage 25,0 15,0 103 62 8,6 5,2 5,4 33 0,4 0,2 0 0
Lait 3,25% 230,0  190,0 152 125 9 7.4 5,5 4,6 0,2 0,2 11 9,1
Sucre -30,0 -30,0 -71 -71 -0,6 -0,6 -0,1 -0,1 -0,2 -0,2 -14,8 -14,8
Collation inclus dans 1'étude 35,5 35,5 179 179 11,2 11,2 5,6 5,6 0,6 0,6 17,5 14,5
Huile contréle 2,0 2,0 18 18 2 2 0,8 0,8 0,4 0,4 0 0
Apport alimentaire moins échangeable 1760 1246 479 36 18,2 13,8 7,1 5,7 2392 180,7
Total 2467 1812 105,6 80,5 51,9 38,9 9,7 7,8 270,5 210
% de I'énergie totale 38,5 40 18,9 19,3 3,5 3,9 41,1 43,5
Cible 38 38 18 18
Diéte riche en gras + DHA

Portion provenant des aliments 280,5 220,5 511 369 445 31,4 27,2 18,7 1,5 1,1 13,8 8,8
échangeables de la diéte riche en gras
Supplément de DHA 6,0 6,0 54 54 6 6 0,6 0,6 4 4 0 0
Apport alimentaire moins échangeable 1760 1246 479 36 18,2 13,8 7,1 5,7 2392 180,7
Total 2503 1848 109,6 84,5 51,7 38,7 13,2 11,4 270,5 210
% de 1'énergie totale 39,4 41,1 18,6 18,9 4,8 5,5 40,5 42,6
Cible 38 38 18 18

AG SAT, acides gras saturés; AGPI, acides gras polyinsaturés. Adapté de (Lockyer et al. 2010), ©2010, avec la permission de « Cambridge University Press ».
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12.2 ARTICLE REVUE EN LIEN AVEC LA THESE

Fatty Acid Metabolism in Carriers of Apolipoprotein E Epsilon 4 Allele: Is It
Contributing to Higher Risk of Cognitive Decline and Coronary Heart Disease?

Auteurs du manuscript: Raphaél Chouinard-Watkins, Mélanie Plourde.
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Avant-propos: Sur cet article, j’ai rédigé les sections en lien avec les MCV, ce qui représente
environ 40% de I’article.

Résumé: L’ apolipoprotéine E joue un rdle crucial dans I’homéostasie des lipides notamment
au niveau de la régulation du métabolisme du cholestérol, des triglycérides et des
phospholipides. Etre porteur de I’allele €4 de ’apolipoprotéine E (APOE4) est reconnu
comme étant un facteur de risque génétique de la maladie d’Alzheimer (MA) tardive et des
maladies cardiovasculaires (MCV). La consommation de poissons gras, riche en acides gras
polyinsaturés oméga-3 (AGPI n-3), est associée avec une diminution du risque de développer
la MA et les MCV mais cette association ne serait pas présente chez les porteurs de I’APOE4,
du moins en ce qui concerne la MA. Dans les études qui évaluent la réponse des lipides du
plasma a un supplément d’AGPI n-3 en lien avec le risque de MCV, les porteurs de ’APOE4
sont catégorisés comme des répondeurs distincts comparativement aux non-porteurs. Ceci
serait potentiellement attribuable a un débalancement dans le métabolisme des AGPI n-3
chez les porteurs de I’APOE4. De facon plus spécifique, les porteurs de ’APOE4 [3-
oxyderaient davantage les AGPI n-3 comparativement aux non-porteurs. Il y aurait donc un
déplacement de la sélectivité de la B-oxydation vers les AGPI n-3 chez les porteurs de
I’APOE4 ce qui est contradictoire avec la notion que les AGPI n-3, particulierement I’acide
docosaexaénoique, sont généralement davantage conservés comparativement aux autres
types d’acides gras.
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Introduction

Apolipoprotein E (ApoE) is a 34 kDa protein with 299 amino acids and it was first identified
as a component of triglycerides-rich lipoproteins. ApoE is located at the surface of
chylomicrons, high density lipoproteins (HDL), intermediate density lipoproteins (IDL) and
very low density lipoproteins (VLDL). Production of the ApoE protein is controlled by the
APOE gene, for which three different alleles are recognized: €2, €3 and €4 [1]. Therefore, there
are three homozygous (APOE2/2, APOE3/3 and APOE4/4) and three heterozygous (APOE?2/3,
APOE2/4 and APOE3/4) polymorphisms of the APOE gene and the frequency of these
polymorphisms vary greatly between populations [2,3]. In North America, those descending
from the Europeans had an allele frequency as follows: APOE2: 7%—14%, APOE3: 74%—81%
and APOE4: 11%—17% [2,3]. Expression of the ApoE protein isoforms differs by two amino
acid substitutions at position 112 and/or 158. APOE2 has a cysteine at both positions, APOE3
has a cysteine-112 and an arginine-158 and APOE4 has an arginine at both positions [1,4].

ApoE plays a pivotal role in lipid homeostasis. It regulates cholesterol, triglyceride and
phospholipid transport and metabolism via interactions with receptors of the LDL family
(LDLr) [5]. ApoE plays a critical role on cholesterol catabolism when bounded to HDL via
the cholesterol reverse transport system [S]. ApoE production occurs primarily in the liver
and the brain and to a lesser extent, in macrophages [6,7]. ApoE within the brain plays a
critical role in cholesterol and phospholipid transport to neurons. This process is likely
mediated by activation of LDLr, which are highly expressed and distributed in neurons. ApoE
does not cross the blood brain barrier [8], suggesting that there is no exchange between brain
ApoE and ApoE within lipoproteins and other organs. Therefore, the brain seems to have its
own pool of ApoE generated primarily by glial cells, in particular astrocytes which are also
the main regulators of ApoE production [9].

Homozygous carriers of APOE4 have a 15-fold increased risk of late-onset Alzheimer’s
disease (LOAD) as compared to the non-carriers [10,11]. It is unclear how APOE4 modulates
LOAD pathology but neuropathological changes associated with LOAD such as B-amyloid
(APB) plaque deposition occur as early as 30 years of age in APOE4 carriers [12]. Rate of
brain atrophy in APOE4 carriers is accelerated compared to the non-carriers [13—15],
potentially because APOE4 carriers have poor brain protection and poor brain repair
mechanisms making this population more vulnerable to brain volume loss at a younger age
[16,17]. The cognitive deficits, mostly on measures of delayed recall and spatial attention
[18,19], are not confined to older APOE4 adults [20,21] and may also occur as early as
midlife (3540 year old), a decade or more before the onset of LOAD symptoms [22]. There
is, therefore, a large window of action for environmental risk factors to modulate the clinical
manifestation of LOAD.
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APOE4 allele is also associated with an increased risk of developing cardiovascular-
related complications. According to a meta-analysis published by Song et al. [23] in 2004,
carrying at least one €4 allele of APOE is associated with a 42% increased risk of developing
coronary heart disease (CHD). On the other hand, one study reported that after controlling
for LDL and HDL cholesterol, CHD risk was not associated with APOE genotype [24]. This
suggests that increased CHD risk in APOE4 carriers seems to be attributed to disturbances
in lipid homeostasis and most notably with regards to TG, cholesterol and LDL metabolism.

This review will focus on the current evidence on disturbed fatty acid metabolism in
APOE4 carriers and whether this can contribute to their higher risk of developing cognitive
decline and cardiovascular-related complications.

Fatty Acids Composition of the Human Brain and Heart

The brain is concentrated in long chain omega-3 fatty acids (LC omega-3), and more
specifically in docosahexaenoic acid (DHA) which is a key molecule in neurotransmission,
membrane repair and fluidity, cell signaling, initiation of anti-inflammatory processes and
gene expression [25-28]. DHA is mainly obtained through fatty fish intake, which is
positively correlated with higher plasma or erythrocyte DHA concentration [29,30]. In
humans, synthesis of DHA from alpha-linolenic acid (ALA) is possible, albeit with a
conversion rate less than 0.5% [31]. In animals, it appears that the brain may be able to
synthesize limited amounts of DHA from ALA and EPA [32]. DHA consumption is thought
to be protective against LOAD in animals via at least 12 neuroprotective effects, including
limitation of the production and deposition of AP protein in the brain [33,34]. Hence, DHA
appears to play pleiotropic effects on the central nervous system that may be protective
against age-related and/or APOE4-related cognitive decline.

To our knowledge, fatty acid composition of the human heart has been analysed in at least
three studies [35-37]. In the first study, fatty acid profiles were analysed in the phospholipid
classes of the heart [35] whereas in the two others, fatty acid profiles were reported in total
phospholipids. In the most recent study, participants were recruited on the basis of their low
LC omega-3 consumption (<1 fish meal/week) [36]. In total phospholipids of the right atrial,
total LC omega-3 and LC omega-6 fatty acids represented 30.3% of the total fatty acid
content, with arachidonic acid being the most concentrated LC omega-6 and DHA the most
concentrated LC omega-3 (20.8% and 4.8% of total fatty acids, respectively) [36]. Hence,
even in the context of minimal DHA consumption, heart phospholipids appear to retain DHA.
When participants were supplemented with 6 g/day EPA + DHA over 7, 14 or 21 days, EPA
+ DHA in the phospholipids were correlated with the duration of the supplementation and
arachidonic acid content was inversely correlated with the duration of the supplementation.
Despite similar DHA content in the erythrocyte of the control vs. the supplemented group,
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the latter had higher levels of DHA in heart phospholipids [36]. Hence, DHA is highly
concentrated in the brain and the heart and modifying its turnover and kinetics could well be
involved in the risk of developing LOAD and CHD.

LC Omega-3, Cognition and APOE4

The strongest evidence for a link between fish consumption and/or LC omega-3 intake and
cognition stems from prospective epidemiological studies. At least ten such studies support
the notion that higher fish intake is associated with lower risks of cognitive decline and
LOAD [38-48]. Moreover, high erythrocyte LC omega-3 levels appear to be associated with
better cognitive function in later life [49] along with a lower risk of cognitive decline [50-54].
Using a lipidomic approach, a recent paper reported a set of ten blood lipids associated to
conversion to mild cognitive impairment [55] supporting that lipids can be important
biomarkers of cognitive status. When adding APOE4 allele as a covariate in the statistical
model, it was not statistically significant suggesting that the lipid biomarker panel was the
same between carriers and non-carriers [55]. However, fish consumption in middle-aged
individuals [41] has been associated with less occurrence of cognitive impairment later in
life. The credibility of this association was strengthened by the publication of evidence that
plasma DHA in the highest tertile is associated with a 65% reduced odds of all-caused
dementia and that daily LC omega-3 supplement consumption was independently associated
with a reduced risk of cognitive decline [56,57]. Despite general agreement amongst
prospective epidemiological studies on the link between high fish intake and lower risk of
cognitive decline, two prospective studies have reported that APOE4 carriers do not appear
to be protected against dementia by a high fish-containing diet [39,42]. Moreover, in the most
recent placebo-controlled study in LOAD patients [58], only those not carrying APOE4 and
consuming the DHA-treatment had a decreased rate of cognitive change as compared to the
placebo group. One potential confounding factor of this lack of association is an imbalance
in the metabolism of LC omega-3 in APOE4 carriers since LC omega-3 concentration in
erythrocytes is not correlated with better cognitive scores in both young (11-year-old) and
older participants (65-year-old) carrying APOE4 [59] contrary to non-carriers. Hence, from
epidemiological studies, it seems that individuals at higher risks of LOAD are those with less
potential benefits from LC omega-3.

Prospective Studies on APOE4 and CHD

A meta-analysis on 37 retrospective and 11 prospective epidemiological studies with
15,492 cases of CHD and 32,965 controls reported that CHD odd ratio (OR) was 1.42 (1.26—
1.61) in APOE4 carriers compared to homozygous carriers of APOE3 [23]. Although the
statistics were strong, results from these 48 studies were highly heterogeneous, with OR for
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CHD ranging from 0.68 [60] to 4.1 [61] for APOE4 carriers. This is potentially explained by
the inclusion/exclusion criterion of each study differing by age, diet and gender. A recent
epidemiological study reported that in the older persons, the association between APOE
allele and CHD seems inconsistent, even though APOE alleles clearly influence plasma
LDL-C and may be linked to atherosclerosis [62].

When using stroke as the main outcome, a meta-analysis with 9027 cases of ischemic
strokes and 61,730 controls showed that APOE3/4 and APOE4/4 carriers had higher OR for
ischemic stroke and higher plasma levels of LDL-C compared with the non-carriers [63].
Hence, the authors hypothesised that higher risk of stroke could be mainly mediated by higher
LDL-C levels in APOE4 carriers [63].

LC Omega-3, CHD and APOE4

Consumption of LC omega-3 is associated with a reduced risk of CHD in the general
population [64—66]. In one study, there was a 14% lower risk of heart failure in participants
consuming the highest quartile of LC omega-3 compared to the lowest quartile [64]. Higher
fish and/or LC omega-3 intake were also associated with lower risk of cardiac sudden death
and/or acute myocardial infarction [66,67].

To the best of our knowledge, there is no published prospective study that stratified by
APOE allele to evaluate whether LC omega-3 consumption lowers the risk of CHD. It is
increasingly recognized that LC omega-3 homeostasis changes with age [68,69] but also that
there are interactions between age and APOE allele on fasting and postprandial lipid levels
[70]. Moreover, LC omega-3 in the plasma is associated with the concentration of plasma
lipoproteins in an APOE allele dependant manner [71]. Hence, defining whether higher risk
of CHD in APOE4 carriers could be partly mediated by deregulation of LC omega-3
homeostasis is needed.

Clinical Trials with Dietary Interventions

Dietary Interventions with LC Omega-3 and Cognition

It can be argued that, since high DHA levels in the blood are linked with better cognition,
individuals with cognitive decline would benefit from a DHA supplement, which would
contribute in delaying the progression of such decline [ 72—78]. However, only the individuals
with the mildest decline of cognition appear to benefit from an LC omega-3 intake compared
with placebo [72,73,78]. Therefore, LC omega-3 are not therapeutically effective once
LOAD is in more advanced stages but are rather molecules that contribute to the prevention
of cognitive decline. Indeed, other studies in healthy adults and elderly show that LC omega-
3 intake and/or higher LC omega-3 distribution in blood lipids tend towards better cognitive
performance in verbal fluency, visuospatial skills and visual acuity. Increased plasma DHA
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levels have also been associated with a slower decline in working memory in APOE4 carriers
only [79] while DHA intake improved attention scores in healthy elderly individuals carrying
APOE4 [80] as compared with placebo. Hence, APOE4 carriers may benefit from an
adequate duration and dose of LC omega-3 supplement. There is therefore a need for studying
the kinetics of DHA in APOE4 carriers compared with the non-carriers.

Dietary Interventions with LC Omega-3 and CHD

Since higher plasma levels and/or intake of LC omega-3 are associated with lower risk of
CHD in humans [64-66,81], taking a LC omega-3 supplement should therefore lower the
risk of CHD. However, results from dietary intervention trials have been inconsistent [82,83].
The first trials analysing this hypothesis reported benefits on primary [84,85] or secondary
[86,87] prevention of CHD events in the ones consuming a LC omega-3 supplement
compared to no supplement [84—86] or compared to a placebo [87]. Moreover, a meta-
analysis conducted in 2013 on 11 randomized, double-blind, placebo controlled trials
reported similar results [88]. However, other recent studies reported that LC omega-3
supplementation brings no benefit to cardiovascular outcomes [89—91]. Nonetheless, it is
important to note that the design, dose of LC omega-3, duration of follow-up and use of
concomitant lipid lowering medications are potentially confounders bringing heterogeneity
in the outcome measure of these studies. Therefore, the impact of consuming LC omega-3
on reducing the risk of CHD remains to date controversial and limit the use of LC omega-3
in the clinic.

With regards to the APOE4 allele, none of the aforementioned studies evaluated whether
APOE allele changes the outcome. From our Pubmed screening, there was no study
evaluating whether intake of LC omega-3 was effective in preventing CHD in carriers of
APOE4 allele. There are, however, studies that evaluated levels of cardiovascular risk
markers with regards to APOE allele and diet [70,92-94]. In one of these studies, the
participants were supplemented with 3.7 g/day of DHA and 0.6 g/day of EPA for four weeks.
There was an increased in total cholesterol and LDL-C in APOE4 carriers and this was
mainly attributed to DHA [94]. These results support that, in APOE4 carriers, high doses of
DHA may negate at some point the benefits of DHA in preventing CHD [94]. This study also
support that metabolism of fatty acid in this population is misunderstood and deserve more
attention for better prevention and treatment therapies. Adding to this observation, APOE4
carriers older than 50 years old had higher postprandial TG levels compared to the non-
carriers when they were challenged with two tests meals [70]. Another study reported that
APOE4 carriers have higher plasma levels of fasting TG and C-reactive protein in response
to a sequential dietary intervention consisting of an eight-week low fat diet followed by eight
weeks of high saturated fat diet to which a supplement of 3.45 g/day of DHA was added for
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the final eight weeks [92]. Hence, lipid metabolism seems to be disturbed in APOE4 carriers
and this could contribute to their higher risk of developing CHD.

Fatty Acid Metabolism in APOE4 Carriers

Our recent findings have shown that, after consuming a diet containing 1.1 g/day of DHA
for six weeks, the rise in DHA level was 60% lower in plasma TG of APOE4 carriers as
compared to the non-carriers [95]. We, thereafter, investigated the kinetics of DHA using a
single oral dose of 40 mg of uniformly carbon-13-labeled DHA ('*C-DHA) before and during
the last month of a LC omega-3 supplementation in carriers and non-carriers of APOE4.
Before supplementation, mean concentration of *C-DHA was 31% lower in plasma total
lipids of APOE4 carriers compared to non-carriers during the 28-day post tracer intake [96].
These results are in line with our previously published results [95] and support transient lower
DHA incorporation in plasma total lipids in APOE4 carriers prior to
LC omega-3 supplementation. Before supplementation, cumulative f-oxidation 1-day to 28-
day post tracer intake was higher in APOE4 carriers compared to the non-carriers [96]. While
on the supplement, B-oxidation of *C-DHA was 41%-70% lower in APOE4 carriers 1 h-8
h post tracer intake compared to the non-carriers but these numbers need to be validated since
there were only four carriers of APOE4 [68]. Despite this low number, we can speculate that
(1) intake of high doses of LC omega-3 in APOE4 carriers does not increase degradation
through B-oxidation which is opposed to what we reported in the non-carriers [97], (2) DHA
kinetics appear to be rebalanced in APOE4 carriers, at least for -oxidation, supporting that
an appropriate dose and duration of LC omega-3 could benefit this population.

More recently, we determined the fatty acid profile in fasted and postprandial lipoproteins
within three triacylglycerol-rich lipoprotein (TRL) fractions: St > 400 (predominately
chylomicron), S¢ 60—400 (very low density lipoprotein 1, VLDL:), and St 20-60 (VLDL>)
according to APOE genotype [98]. These analyses were performed in participants fed a high-
fat, high saturated fat diet +3.45 g/day of docosahexaenoic acid (DHA) for eight weeks. We
found that APOE4 carriers with low EPA- or DHA-status at fasting were potentially the ones
having the most disrupted LC omega-3 metabolism after receiving a DHA supplement
because EPA relative % at 5 h compared to 0 h (A) was significantly reduced in APOE4
carriers from the low-EPA or -DHA group in the S¢> 400 fraction [98]. We also investigated
the distribution of fatty acids within the high and low density lipoproteins (HDL and LDL)
according to APOE genotype over a 28 days supplementation with LC omega-3 [99]. At
baseline, the n-6/n-3 PUFA ratio in LDL was 17% higher in APOE4 carriers than non-
carriers, but not in HDL. Linoleic acid in HDL was higher in APOE4 carriers than non-
carriers, whereas palmitic acid in HDL and LDL and palmitoleic acid in LDL were lower in
the carriers than the non-carriers over the 28 days supplementation [99].
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Hence, in humans, there is increasing evidences supporting that fatty acid homeostasis is
disturbed in APOE4 carriers compared to the non-carriers. Difference in fatty acid
distribution in the lipoprotein is potentially associated with the lower blood ApoE
concentration reported in APOE4 carriers than the non-carriers [100]. Moreover, APOE4
binds preferentially to VLDL and less to HDL when compared to APOE3 [100]. This
explanation seems more valid than the one of higher affinity for LDLr since both isoforms
bind to the LDLr with high affinity [101]. These mechanisms could have crucial implications
on fatty acid uptake by hepatic cells, notably DHA, explaining why B-oxidation of DHA
differs between carriers and non-carriers of APOE4 [96].

Since uptake of LC omega-3 by organs was not possible to investigate in humans, we used
transgenic mice knock-in for human APOE4.

Animal Studies

Animal models are useful tools to investigate mechanisms responsible for the link
between DHA intake and neuroprotection. APOE4 mice have memory decline similar to that
reported in humans [102,103]; these declines are age-dependent [104] and deficits are
concomitant with hippocampal and amygdala dysfunctions [105,106]. ApoE-containing
particles act as ligands for LDL-receptor family members and play critical roles in
maintaining brain lipid homeostasis and associated synaptic and neuronal integrity [5,107—
109]. Recent evidences support that BBB permeability is higher in APOE4-knock-in mice
than in APOE3 knock-in mice [106,107]. One of the best methodological approach to assess
brain uptake and permeability of DHA is in situ intracerebral perfusion adapted for the mouse
[110,111] because DHA is directly infused into the carotid artery [110,111] and thus bypasses
the peripheral blood circulation. This technique can assess whether imbalances in LC omega-
3 metabolism that occur during aging and in APOE4 carriers is leading to dysfunctional
uptake of DHA by the brain. We recently tested this hypothesis in 4-month-old mice and in
13-month-old mice homozygous for APOE4, APOE3 or APOE2 allele [112]. At 4 months
and 13 months of age, '*C-DHA brain uptake was 18% and 24% lower in mice carrying the
APOE4 genotype compared to mice carrying APOE2 genotype. In plasma total lipids, there
was no genotype effect for DHA in the 4-month-old mice, whereas, in the 13-month-old
mice, APOE4 mice had 34% higher % DHA compared to APOE2 mice. In frontal cortex, %
DHA was lower in 13-month-old mice compared to 4-month-old mice with the same
genotype. Moreover, at 13 months, APOE4 mice had 9% lower % DHA than APOE2 mice.
As reported in humans [113], ApoE protein levels in APOE4 mice of 4 and 13 months were
significantly lower compared to other APOE genotype. APOE2 mice aged 13 months had
significantly higher ApoE protein levels compared to both 4-month-old mice and 13-month-
old APOE4 mice [112]. In the same mouse model, we sought to determine if APOE genotype
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modulates expression of key fatty acid handling proteins, thereby disrupting transport and
uptake of fatty acids by the liver and the adipose tissue.

LC omega-3, alpha-linolenic acid and DHA concentrations in the adipose tissue and the
liver of APOE4 mice were significantly lower than the APOE3 mice. However, the fatty acid
transport proteins of the adipose tissue and the liver (i.e., FATP1 and FATPS), together with
the liver fatty acid binding protein FABP1, were higher in APOE4 carriers, suggesting higher
capacity for fatty acid uptake by the cells [114]. This disconnect between the level of fatty
acids in the tissues and the plasma and their capacity for uptake support that FATPs and
FABPs cellular regulations are modulated by APOE genotype. Moreover, carnitine
palmitoyltransferase 1 (CPT1) levels were ~25% higher in APOE4 mice suggesting higher
capacity for fatty acid to enter mitochondria for B-oxidation since this is the rate limiting-
enzyme of this metabolic pathway [114].

Altogether, these results support our hypothesis that the expression of APOE4 leads to
important modifications and imbalances in the metabolism and the kinetics of LC omega-3
in APOE4 carriers.

Overlap between Cognitive Decline, Load and CHD

LOAD and vascular dementia, the second most frequent type of dementia, were originally
distinguished on the basis that vascular pathology was not the main underlying culprit of
most dementia [115]. On the other hand, there is increasing evidence suggesting that LOAD
may have a more important vascular component than originally thought [115]. Indeed,
patients with LOAD often present reduced cerebral blood flow [116] together with white
matter abnormality, microvascular degeneration and other vascular pathology [117].
Moreover, risk factors for both LOAD and CHD are strikingly similar since more than a third
of LOAD cases worldwide may be attributable to seven modifiable risk factors [118]. Of
these, at least five are associated with CHD: diabetes, hypertension, obesity, physical
inactivity and smoking. Some studies also reported that hypercholesterolemia may increase
the risk for LOAD [119,120].

One hypothesis for the vascular component of LOAD involves the BBB integrity, which
has been reported to be compromised during cognitive decline. Interestingly, animal studies
suggest that ApoE plays a role on vascular integrity and that a lack of ApoE leads to BBB
breakdown via a cyclophilin A related proinflammatory pathway in the pericytes [121].
Furthermore, this pathway also appears to explain why APOE4 mice have higher BBB
permeability than APOE3 mice [121]. In humans, old APOE4 carriers also have elevated
markers of BBB impairment when compared to young APOE4 carriers or age matched non-
carriers [122].
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Hence, these findings suggest that the link between cognitive decline and vascular
pathology is present and that APOE genotype may contribute to this association.

Does Fatty Acid Metabolism Disruption Contributes to Higher Risk of Cognitive
Decline and CHD in APOE4 Carriers?

Over the last four years, our research group search to better understand the disturbed fatty
acid metabolism in APOE4 carriers and whether this could contribute to higher risk of
cognitive decline.

In humans, plasma DHA levels were not consistent among the studies stratifying by
APOE allele. There are different reasons explaining this discrepancy. First, the lipid class in
which dosages are performed is not uniform; sometimes DHA was dosed in total lipids,
phospholipids or red blood cells. In the first study reporting a gene-by-diet interaction, we
have shown that it was specific to triglycerides and free fatty acid classes supporting that this
interaction is probably specific to lipid classes [95]. Since there is a lack of reference range
for individual fatty acids, it is not currently possible to establish whether there are disease-
associated risks of DHA deficiency in the blood. Moreover, there are other factors affecting
the range of DHA levels in the blood such as aging [69,123,124] and potentially body mass
index [97]. Our results with APOE4 mice are similar to what we reported in humans and
support that APOE4-modification in DHA homeostasis could alter proteins levels involved
in the handling of fatty acids. These changes are summarized in Figure 1.

Figure 1. Working hypothesis for explaining how disrupt docosahexaenoic acid
(DHA) kinetics in apolipoprotein E epsilon 4 (APOE4) carriers could be involved
in the risk of cognitive decline and coronary heart disease. Blood DHA level
reflects the balance between the uptake and release of fatty acids from organs,
such as the liver and the adipose tissue. In humans and animals carrying an
APOEH4 allele, blood DHA was sometimes higher and some other times lower
compared to the non-carriers. In mice knock-in for human APOE4 allele, adipose
tissue and liver fatty acid transport protein (FATP) were unregulated compared
to APOE3 mice. Hence, we would anticipate higher levels of DHA in adipose
tissue and liver but it was the opposite, displaying lower levels of DHA in both
tissues. In the liver, fatty acid binding protein (FABP) together with carnitine
palmitoyl transferase 1 (CPT1) were unregulated in APOE4 mice compared to
APOE3 mice. Hence, this shows higher capacity for B-oxidation of fatty acids in
APQOEA4 carriers compared to the non-carriers. Brain DHA uptake was also lower
in 4-month- and 13-month-old APOE4 mice compared to APOE2 mice and lower
levels of DHA in the brain membranes were reported in 13-month-old APOE4
mice only [112]. In humans, it seems that postprandial DHA was lower in
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APOEA4 carriers compared to the non-carriers. Hence, the gut-to-brain connection
may play an important role in the delivery of LC omega-3 in APOE4 carriers for
better brain and heart health.

: T p-oxidation

Adipose Tissue
| DHAand | ALA

Our thoughts are now oriented towards studying whether fatty acid selection for
peroxisomal and/or mitochondrial B-oxidation could be involved in the link between DHA
homeostasis and risk of cognitive decline and CHD. Peroxisomes are involved in reactive
oxygen species generation and removal together with the first step of f-oxidation of long
chain fatty acids such as DHA. One recent study showed that peroxisome may be a first line
of defence in support to mitochondria and this is potentially throughout fatty acyl B-
oxidation, likely providing mitochondria with acetyl-CoA and shortened acyl-CoA [125].
Using an inhibitor of peroxisomal -oxidation, it was shown that very long chain fatty acids
accumulated in the brain together with higher accumulation of B-amyloid, a protein
accumulating in the aging brain, particularly in those suffering from LOAD [126]. In humans,
there are evidences that some of the enzymes involved in liver fatty acid B-oxidation are
deregulated in patients with LOAD [127] and CPT1 activity seems to be lower in the brain
[128]. With regards to the heart, fatty acid B-oxidation provides energy for myocyte survival
and also regulates cardiac TG homeostasis by preventing TG accumulation [129].
Myocardial  total CPT  appears to be deficient in  patients  with
CHD [130] thereby impairing -oxidation. Whether this could lead to disturbed LC omega-
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3 in the heart remains to be established. Additionally, the role of APOE genotype on cardiac
and brain fatty acid -oxidation needs to be investigated.

Altogether, these results suggest that B-oxidation potentially plays a more crucial role than
expected in the process of LOAD and CHD and this needs further investigations in humans
and animals. Other questions important to be answered are why the presence of APOE4 is
associated with a loss of BBB integrity during aging and whether this could also contribute
to disrupt DHA homeostasis. A novel transporter named major facilitator super family
domain containing 2a (Mfsd2a) has recently been reported to play a crucial role in BBB
formation [131] and a deletion of this transporter in mice (Mfsd2a™”") resulted in BBB
leakage with no alteration of the BBB vascular network [131]. Interestingly, the brain of the
Mfsd2a”~ mice was also deficient in DHA [132]. Moreover, by performing brain transport
assay with carbon 14 lysophosphatidylcholine (LPC) DHA and oleic acid, the authors
showed that Mfsd2a is crucial in the transport of these fatty acids in the LPC form and seems
to be an important route by which DHA enters the brain [132]. This suggests a dual role of
Mfsd2a for BBB function and brain DHA uptake [133,134] and provide a better understanding
of brain DHA homeostasis. Whether APOE genotype plays a role on the function of this
transporter remains to be evaluated.

Conclusions

In this paper, we highlighted that people carrying at least one allele of APOE4 seems to
have a deregulated fatty acid metabolism with emphasis on disrupted DHA homeostasis. To
date, it is not clear how this could play a role in the risk of developing LOAD and/or CHD
but it could involve the following processes.

1. Shift in fatty acid selection for B-oxidation where DHA becomes highly B-oxidized in
APOEA4 carriers whereas in the non-carriers, DHA is highly conserved.

2. In APOE4 carriers, brain uptake of DHA seems lower resulting in lower brain
membrane DHA over time. This could play a role in neurotransmission and expression
of genes and proteins involved in brain health but this needs further investigation.

3. APOEHA4 carriers respond differently than non-carriers to dietary interventions involving
lipids such that modulating lipoprotein levels may include managing fatty acid
circulating in the blood. Providing higher doses of LC omega-3 to this population could
be necessary to obtain a similar response compared to the non-carriers supplemented
with lower doses of LC omega-3.
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