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AMPK : AMP-activated proteine kinase
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BGTL1 : GABA transporter

B-OH : B-hydroxybutyrate
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C4 : butyrate

CC : Acétyl-CoA cytoplasmique

CM : Chylomicron

CO2 : Dioxide de carbone

CPT 1 : Carnitine palmitoyltransférase
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D-met : D-méthionine

DL-met : DL-méthionine
DL-met-cop : DL-méthionine encapsulée par un copolymeére vinyle/styréne
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eFF : Entrée d’acides gras libres
ePR : Propionate

elB : Isovalérate

eVA : Valérate + 2-méthylbutyrate
eGN : Glutamine

eGU : Glutamate

EC : Esters de Cholestérol

eUL : Lipides indéfinis

FA : Acides gras libres

F-1,6-P : Fructose-1,6-Biphosphate
FP : Fructose-6-phosphate

G1P : Glucose-1-Phosphate

GP : Glucose-6-Phosphate

Glc : Glucose

GIn : Glycogene

GU : Glutamate

HDL : Lipoprotéines de hautes densités

HMTBA : Acide 2-hydroxy-4-methylthiobutanoique

HMTBI : Ispropyl ester de méthionine

IC : Isocitrate

KB : Corps cétoniques

KMB : Acide 2-cto-4-methylthiobutanoique
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LDL : Lipoprotéines de faible densité
L-met : L-méthionine

Lt : Lactate

MC : Acétyl-CoA mitochondrial

MCT1 : Monocarboxylatel

MSO : Méthionine sulfoxide

NOAEL : No Observable Adverse Effect Level
NH3 : Ammoniaque

NHF : Flux d’émission hépatique

NPA : Apparition nette portale

NSR : Emission nette splanchnique

02 : Oxygéne

OA : Oxaloacétate
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INTRODUCTION GENERALE
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Le foie joue un role particulierement important dans I’allocation des nutriments chez le
ruminant, comme chez les autres especes. En effet, il constitue un maillon incontournable
puisque son action se situe entre 1’apparition des nutriments issus du régime en veine porte et
la fourniture en nutriments pour le reste de l’organisme. La connaissance fine de son
métabolisme constitue donc un challenge important. Une des solutions utilisées afin de mieux
comprendre, mesurer et décrire I’allocation des nutriments chez le ruminant est la modélisation

du fonctionnement hépatique.

Il'y a quelques décennies, les systemes INRA d’évaluation des aliments ont été mis en place
afin de répondre aux souhaits de satisfaire I'apport de nutriments pour satisfaire le potentiel de
production d'animaux de plus en plus performants. Ces systemes sont principalement basés sur
les besoins énergétique et protéique de I’animal (lactation, entretien, reproduction ...) ainsi que
sur la valeur énergétique et protéique des aliments. Il existe différents systemes cherchant a
estimer la valeur nutritive des aliments. Dans ces systémes, y compris 1’ancien systéme INRA
2006, une seule valeur nutritive est attribuée a chaque aliment (= valeur table) conduisant a
surestimer ou sous-estimer cette valeur. De plus les mécanismes d’absorption des nutriments
et leur métabolisation au niveau du foie sont mal décrits et quantifiés.

Dans les années 90-2000 de nouveaux enjeux sont apparus incluant des objectifs de
performance, une amélioration de 1’efficience et de la qualité des produits, une diminution du
taux de rejet impactant I’environnement tout en respectant le bien-étre et la santé des animaux.
Il a donc été nécessaire de faire évoluer ces systéemes. Une des solutions possibles était de
passer a un systéme plus physiologique, basé sur la nature des nutriments absorbés (c’est-a-
dire les flux d'acétate, de propionate, butyrate, glucose etc...). Le projet « flux de nutriments »
initié par ’'INRA dans les années 2000 devait permettre I’optimisation des rations alimentaires
c¢’est-a-dire donner a ’animal les nutriments nécessaires a son métabolisme en fonction de ses
besoins (croissance, allaitement, lactation, vélage, etc.). Il a donc été mis en place avec pour
objectif la prédiction de la quantité et de la nature des nutriments mis a la disposition de
I’animal par les tissus splanchniques et hépatiques, et leur utilisation par les tissus

périphériques.

En 2018, I'INRA a publié un nouveau systeme d’évaluation des aliments et des rations. Le nouveau systeme integre
notamment plus d’interactions digestives et métaboliques. Il tient compte également des pratiques alimentaires et de
I’évolution des performances des animaux.
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Ce projet s’est articulé en deux étapes: une étape de modélisation empirique (méta-
analyses) décrite dans la thése de Christelle Loncke (2009) et étape de modélisation
mécanistique décrite dans la thése de Lahlou Bahloul (2014).

L’étape de modélisation empirique avait pour but d'établir les lois de réponse des flux
sanguins de nutriments dans 1’aire splanchnique aux variations d'alimentation. Il a ainsi été
montré qu’il était possible d’obtenir une prédiction assez fiable de la quantité et de la nature
des nutriments absorbés en veine porte et émis par le foie a partir des caractéristiques du régime
et des animaux. Les contributions majeures de ce travail concernent les flux d’acides gras
volatils glucogénes et cétogenes et le glucose. Les lois de réponse obtenues sont une
représentation simplifiée, mais néanmoins physiologiquement réaliste du devenir et de la
partition des nutriments. Le foie est néanmoins encore considéré comme une boite noire, et les
prédictions empiriques obtenues ne tiennent pas compte des interactions métaboliques intra-
hépatiques.

Il est ressorti de cette étude que la complémentarité et donc une approche combinée entre
les modéles empiriques (qui identifient les grande forces motrices) et les modéles de recherche
(qui explorent les facteurs de régulations identifiés in vivo et in vitro) pouvait s'avérer
intéressante pour pallier aux limites respectives des modéles empiriques (faible sensibilité aux
facteurs de variations et domaine de validité restreint) et mécanistes de recherche (peu précis
lorsqu’ils sont appliqués a des contextes larges car ils ont €t€ construits avec des valeurs de
paramétres correspondant a des situations expérimentales particuliéres). La synthése
quantitative des données de la littérature qui a été réalisée a permis de dégager des modéles
empiriques de réponse ou de fonctionnement relativement précis pour la plupart des scenarii
alimentaires pratiqués. Il est donc apparu intéressant de concevoir une articulation entre une
approche de modélisation mécaniste et les modeles empiriques mis au point dans cette premiere
étape de travail.

Une deuxiéme étape de modélisation mécaniste basée sur des équations différentielles (thése
de Lahlou Bahloul, 2014) a donc été mise en place pour affiner la recherche. Ce projet de these
avait pour objectif de proposer un modéle mécaniste du foie plus explicatif que les modéles
proposés jusqu'alors, puis de compléter le travail réalisé sur les flux de nutriments dans ’aire
splanchnique déja réalisé. Il avait ainsi pour ambition d’élargir le domaine d’application des
relations prédictives obtenues initialement et d’en assurer la cohérence quantitative globale en
les associant au sein d’un modele mécaniste simple. Une méthode associant modélisation
mécaniste et empirique, proposée par Sauvant et Mertens (2008) pour le rumen, permettant

d’ajuster le modéle mécaniste sur des données mesurées issues de différents scénarios
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nutritionnels, et d’identifier les sources de biais d'ajustements éventuels a été utilisée. Ce travail
a permis de proposer un modéle mécaniste du foie, dénommé FLiver (pour « Flux across the
Liver »). Il a permis d’évaluer la cohérence entre les relations empiriques du transfert hépatique
de nutriments et de simuler les flux internes de conversion entre ces nutriments. FLiver version
1 a été optimisé pour simuler le devenir métabolique de trois groupes de nutriments
(glucogéniques, cétogéniques et azotés) chez des animaux en bilan énergétique positif, donc
avec une entrée importante de nutriments issus de la digestion.

C’est dans ce contexte de poursuite du travail sur la modélisation mécaniste du métabolisme
hépatique que ma thése a été initiée. L’objectif de ce travail de thése était d’évaluer le modéle
FLiver.

Une premiére partie bibliographique permettra de décrire le métabolisme hépatique chez le
ruminant ainsi que les différents hépato-protecteurs existants. La deuxiéme partie de cette thése
sera axee sur I’évaluation du modele FLiver puis deux étapes de comparaison de ce modele

avec celui de Freetly et al. (1993).

22



PARTIE BIBLIOGRAPHIE

23



I. Meétabolisme hépatique

1) Introduction

1.1. Fonctions du foie

Le foie est un organe majeur de 1’organisme qui assure de multiples fonctions. 1l est irrigué
a la fois par du sang portal drainant les nutriments absorbés et du sang artériel qui refléte
I'équilibre entre disponibilité et utilisation des nutriments par I'ensemble des tissus. Il se situe
donc a I’interface métabolique entre la fourniture en nutriments et les besoins de 1’animal et
joue ainsi un réle important dans la coordination entre tissus pour l'utilisation des nutriments
(Ortigues-Marty et al., 2003). Son poids représente environ 2% du poids de 1’animal, mais il
est le siege de 4 a 15% de la synthése protéique et de 25% de 'utilisation de I’oxygene (Lobbley
et al., 2003 ; Figure 1), preuve de sa grande activité métabolique.

Figure 1 : Contribution des différents organes a la masse musculaire, a la synthése protéique
et a ['utilisation de [’oxygene (Savary-Auzeloux, d’apres Lobbley et al., 2003).
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Le foie assure entre autres le métabolisme des glucides, des lipides et des protéines. Il permet
une production d’énergie et métabolise un grand nombre de nutriments. Par ailleurs, le foie est
un réservoir sanguin et un lieu de syntheése de protéines sanguines tel que 1’albumine, les

globines et les facteurs de coagulation. Il produit aussi les protéines nécessaires au métabolisme
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du fer ainsi que les lipoprotéines (intervenant dans le métabolisme des lipides). Une autre de
ses fonctions est le stockage de vitamines, de fer et de glycogene. De plus, il participe aux
fonctions digestives de 1’organisme par la production de la bile et des sels biliaires et par le
stockage et la répartition des nutriments issus de la digestion. Il joue aussi un réle trés important
dans la détoxification de I’organisme par dégradation des substances toxiques et métabolisation
des xénobiotiques. Enfin, il prend part au contrdle du systeme hormonal par dégradation des

hormones et des médiateurs.

1.2 Tissus splanchniques

Chez les ruminants, le tube digestif est formé en partie de 3 « pré-estomac » (le rumen, le
feuillet et le réseau), de la caillette (qui est I’équivalent de 1I’estomac du monogastrique), de
I’intestin gréle, et du tube digestif distal. Le pré-estomac le plus important est le rumen, lieu de
dégradation des composees alimentaires, par fermentation anaérobie opérée par les micro-
organismes ruminaux.

Les tissus splanchniques quant a eux sont composes du rumen, du réseau, du feuillet, de la
caillette, du duodénum, de I’iléon, du tube digestif distal et tissus adipeux associées, de la rate,
du pancréas, de la rate et du foie. Les tissus drainés par la veine mésentérique sont la caillette,
le duodénum et I’iléon. Le rumen, le réseau, le feuillet et le tube digestif distal sont quant a eux
irrigués par la veine ruminale. La veine porte rassemble les tissus drainés par la veine ruminale
et par la veine mésentérique. Les nutriments issus de la digestion sont captés par le foie a partir
du sang portal et émis dans le sang artériel par la veine sus-hépatique (puis la veine cave
inférieure) pour étre distribué vers les tissus périphériques (Figure 2). Il est important de
comprendre cette notion de tissus splanchniques afin d’appréhender le principe de flux net
splanchniques et de flux d’émission nette hépatique utilisés dans cette thése. Les flux nets
portes (apparition nette portale) correspondent aux bilans nets des flux de nutriments issus de
la digestion (c’est a dire les nutriments provenant de la digestion moins 1’utilisation de ces
mémes nutriments par les tissus digestifs pour leurs propres besoins, ou pour le métabolisme
de ces nutriments). Les flux nets hépatiques sont les flux nets d’émission ou de prélévements
des nutriments par le foie. Les flux splanchniques correspondent a la somme des flux nets
portes et des flux nets hépatiques. Les bilans nets correspondent a la somme des flux sortants
moins la somme des flux entrants. Ainsi, un bilan net hépatique positif correspondra a une
émission nette de nutriment par le foie alors qu’un bilan net hépatique négatif correspondra a

un prélevement net (Figure 3).
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Figure 2 : Vascularisation des tissus splanchniques
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Figure 3 : Représentation schématique des vaisseaux sanguins afférents et efférents des

tissus drainés par la veine porte et du foie et calcul des différents flux nets (D apres Loncke,
2009)
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Apparition nette portale = débit sanguiny, x ([nutriment], — [nutriment],)
Flux net hépatique = (débit sanguinyy x [nutriment],;) - (débit sanguiny, x [nutriment],;) — (débit sanguin,y, x [nutriment],)
Flux net splanchnique = débit sanguiny,, x ([nutriment],,;,— [nutriment],)

Un flux net positif indique une émission nette du nutriment
Un flux net négatif indique un prélévement net du nutriment

Dans la partie suivante le métabolisme hépatique sera présenté de facon non exhaustive.
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2) Metabolisme azoté
2.1 Les AA

Chez le ruminant, les acides aminés (AA) sont d’origines alimentaires (issus de la
dégradation par les bactéries ruminales des protéines ingérées par 1’animal), d’origine digestive
(digestion des protéines dans le tube digestif) ou d’origine endogéne (liée aux catabolismes des
protéines). Selon leur nature, ils participent a la synthése de protéines (Lobley et Milano, 1997),
des chaines carbonées de glucose (Seal et Reynolds, 1993), ou de corps cétoniques (Bergman,
1971). Chez I’agneau, le mouton et la vache, 5 a 15% d’AA seraient utilisés afin de produire
des protéines hépatiques (Eisemann et Nienaber, 1990 ; Lobley et al, 1995).

Le prélevement hépatique des AA est dépendant de leurs apparitions en veine porte et de
leurs concentrations sanguines (Reynolds, 1995). Dans une méta-analyse, Loncke et al. (2019a)
ont en effet montré qu’en moyenne 75% des AA totaux apparaissant en veine porte étaient
prélevés par le foie.

Le catabolisme des AA par transamination ou désamination produit des molécules d’azote
aminée. Celles-ci contribuent ensuite a la synthése d’urée (Jahoor et al., 1988). Les AA
substrats de la synthése de I'urée sont I’alanine, la glutamine, la sérine et la glycine (Wolf et

al, 1972).
2.2 L.’ammoniaque

L’ammoniaque (NH3), qui est un composé toxique pour le systéme nerveux central (Lobley
etal., 1995), provient de la synthése ruminale ou du catabolisme des AA, des acides nucléiques
et autres composes azotés. Il traverse les membranes par diffusion passive ou par transport actif
dépendant d’un gradient d’ions. Le taux d’absorption du NH3 varierait de 35 a 65 % (Rémond
et al., 1993). Dans une étude par méta-analyses, Loncke et al, (2019b) ont montré que pres de
100 % du NH3 apparaissant en veine porte était prélevé par le foie et totalement transformé en
urée lors de I’'uréogenése. Chez le rat, 10% de ce NH3 est utilisé pour la formation de protéines
(Rémésy et al., 1996).

2.3 L’uréogenése

L’uréogenese correspond au processus de synthese de 1’urée. Elle permet de détoxifier
I’organisme en éliminant les molécules de NH3 circulantes et ainsi de conserver 1’équilibre

acido-basique. L uréogenése contribue aussi au recyclage de 1’azote chez le ruminant.
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Figure 4 : Cycle de l'urée (d’aprés Kraft, 2009)
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La molécule d’azote utilisée pour la synthése de 1’urée peut provenir du NH3 ou des AA.
Le NH3 arrive directement par la veine porte ou est issu de la désamination de la glutamine,
de la glycine, de la lysine, de 1’asparagine ou de I’histidine (Milano, 1997). Les AA rentrent
dans le cycle de I’urée par transamination en aspartate directement ou via le glutamate par
I’intermédiaire de I’aspartate amino transférase (Figure 4). L’azote capté sous forme d’AA ou
de NH3 sera associée a une molécule de CO2 afin de former le carbamyl phosphate qui sera
transféré sur I’ornithine grace a la carbamyl phosphate synthétase. Ce complexe est ensuite
transformé en citrulline par 1’intermédiaire de 1’ornithine transcarbamylase. La citrulline est
alors associée a l’aspartate qui est le deuxiéme donneur d’azote du cycle de ['urée.
L’arginosuccinate synthétase transforme ensuite ce complexe en arginosuccinate. Cette

derniere est convertie en arginine et fumarate. L’enzyme qui catalyse cette réaction est
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I’arginosuccinase. L’arginine est finalement hydrolysée en urée et ornithine. L’ornithine pourra
alors étre recyclée pour amorcer un nouveau cycle (Figure 4; Borg et Reeber, 2008)
L’uréogenése consomme beaucoup d’énergie. Elle nécessite en effet 4 ATP pour un cycle.

Loncke et al. (2019b) ont montré que 30 % de 1’urée émis par le foie serait ensuite ¢liminé
par le rein. Le restant serait recyclé a hauteur de 75 %, mais ce chiffre peut varier fortement et
reste dépendant de la teneur en azote du régime et des besoins de I’animal (Loncke et al.,
2019b). Environ 50% participerait a la synthese de novo d’AA, 40% serait réabsorbé sous
forme d’Urée et 10 % serait éliminé dans les feces (Lapierre et Lobley, 2005).

3) Métabolisme des glucides
3.1 Le glucose

Le glucose est un nutriment source d’énergie nécessaire pour les fonctions d’entretien de
I’animal, pour sa croissance, pour la reproduction ou encore pour la production de lait. Il peut
provenir dans une moindre mesure de 1’alimentation mais aussi et surtout d’une synthése
endogéne majoritairement hépatique. L ’apport de glucose par 1’alimentation est en effet trés
faible chez le ruminant. Cela est di a la fermentation des carbohydrates dans le rumen qui se
transforment en acides gras volatils (Danfaer, 1995 ; Bergman, 1971).

En 2006, Offner et Sauvant ont proposé un modéle du rumen basé sur deux approches. La
premiére concernait la représentation de la digestion de I'amidon, expliquant la majeure partie
des variations de la vitesse de digestibilité ruminale des rations. Un modele de prédiction des
flux d'amidon a ainsi été développé afin de mieux quantifier et expliquer les variations
observées. La seconde approche était basée sur I'application des lois de la thermodynamique
au métabolisme microbien, I'objectif étant d'améliorer la prédiction des produits terminaux des
fermentations.

L’amidon échappant aux dégradations ruminales (amidon by pass ; moins de 30 %) sera
transformé en glucose au niveau du duodénum par I’a-amylase pancréatique (VanVuuren et
al., 1999 ; Nocek et Tamminga, 1991). L’ apparition nette portale de glucose est variable en
fonction de la teneur en amidon digéré dans 1’intestin de la ration (Loncke et al., 2007). Ainsi,
la réponse de I’apparition en veine porte du glucose a I’ingestion d’amidon digéré dans le
duodénum était en moyenne de -23%, 19% et 22% lorsqu’on observait conjointement une
augmentation de I’ingestion, du pourcentage de concentrés et de I’ingestion + du pourcentage

de concentrés respectivement.

29



Environ 80 % du glucose serait absorbé au niveau intestinal par transport actif sodium
dépendant (Kreikemeir et Harmon, 1995) ou par diffusion passive (Huntington, 1997).

L’utilisation du glucose chez le ruminant est différente, comparée a d’autres especes telle
que le rat, et les monogastriques en général. En effet, le glucose est remplacé par I’acétate
comme substrat de synthése des acides gras et son utilisation pour 1’oxydation est tres limitée
(Danfaer et al., 1995). Lors de la gestation ou de la lactation, la demande en glucose devient
trés forte (Danfaer, 1994). La production de glucose et son utilisation par la glande mammaire
pour la synthese du lactose pourrait dépendre de I'équilibre entre la disponibilité des nutriments
glucogeniques (systeme push) et la demande métabolique mammaire (systeme pull ;
Lesmoquet et al., 2009).

3.2 La néoglucogenése

Le glucose est synthétisé majoritairement lors de la néoglucogenese (90% ; Young, 1977)
et minoritairement lors de la glycolyse. La néoglucogenese correspond au processus de
synthése de glucose a partir de composeés non glucidiques. Due a la faible absorption digestive
de glucose, la néoglucogenése chez les ruminants est trés intense (Basset, 1978). Chez la vache
laitiere, elle permettrait de synthétiser 2 a 2,5 kg de glucose par jour (Danfaer et al., 1995).

Les principaux précurseurs hépatiques de la néoglucogenése sont le propionate (C3), les
AA, le L-lactate et le glycérol. Les contributions potentielles de ces précurseurs sont variables
et seront abordées en détails dans les sous-parties suivantes. Le C3 reste néanmoins le

précurseur privilégié de la synthése de glucose.

3.2.1 Le propionate

Le C3 est le seul acide gras volatil glucoformateur (Rémésy, 1986). C’est quantitativement
la voie la plus importante. La contribution potentielle du propionate a la formation de glucose
est d’environ 41 % chez un ruminant adulte non productif, de 66 % chez un animal en
croissance, d’environ 48 % lors de la gestation et d’environ 60 % en lactation (Loncke et al.,
2019a). Il provient en grande partie de la fermentation ruminale des glucides alimentaires. Il
peut aussi dans une moindre mesure étre un produit de la fermentation caecale. Le C3 est trés
fortement capté par le foie (Bergman, 1975). Loncke et al., (2019a) ont en effet montré qu’en

moyenne 91% du propionate apparaissant en veine porte serait prélevé par le foie
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Figure 5 : La néoglucogeneése (d’apres Rémeésy et al., 1986)
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PEP : phosphoénolpyruvate, OAA : oxaloacétate, F-1,6-BP : fructose-1,6-biphosphate, F-6-P :
fructose-6-phosphate, G-6-P : glucose-6-Phosphate.

Son métabolisme hépatique est décrit dans la Figure 5. Dans un premier temps le C3 est
converti en propionyl CoA par une enzyme appelé le propionyl CoA synthétase. Le propionyl
CoA est ensuite transformé en 2 isomeéres le D-méthylmalonyl COA et le L-méthylmalonyl
CoA. Par la suite, le méthylmalonyl CoA mutase catalyse la réaction qui permet de transformer
I’isomére 1évogyre du méthyl malonyl COA en succinyl (Rémésy et al., 1995). Cette mutase a
pour cofacteur la vitamine B12 ou encore appelée cobalamine. Cette vitamine est dépendante
du cobalt. Un déficit en cobalt entrainerait donc un déficit en vitamine B12 qui deviendrait
alors un facteur limitant & la formation de glucose (Ortigues-Marty et al., 2005).

Finalement, le succinyl CoA obtenu est un intermédiaire du cycle de Krebs qui sera oxydé
ou transformé en phosphoénolpyruvate (PE). Ce PE sera transformé en Fructose-1,6-
biphosphate (F-1,6-P) aprés plusieurs réactions intermédiaires. La F-1,6-P sera convertie en
Fructose-6-Phosphate par la fructose-1,6-Phosphatase. Aprés isomérisation on obtiendra le
Glucose-6-phosphate qui sera déphosphorylé en Glucose grace a la glucose-6-phosphatase.
Cette derniére est une enzyme clé de la néoglucogenése. C’est la voie des pentoses (Raisonnier,
2004).

Le Lactate, le pyruvate et 1’alanine pourront aussi étre des produits du catabolisme du PE.

La voie du C3 serait privilégiée lors de la néoglucogenese car elle nécessite peu d’ATP pour
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produire du glucose (Demigné et al., 1991). De plus, a I’inverse du C3, le lactate et les AA
seront métabolisés par le pyruvate carboxylase. Cette enzyme est fortement sujette aux
variations d’ordre alimentaires, physiologiques et hormonales (Brockman, 1993).

Le prélévement de C3 par le foie peut étre inhibé par le taux de C4 in vitro (Aiello et al.,
1989) ainsi que par le jene (Bergman et al., 1966). Cet effet a récemment été confirme par
méta analyses par Loncke et al. (2019a) qui ont montré que le prélevement de C3 inférieur
observé chez les animaux en croissance était compatible avec ’effet inhibiteur du C4 sur

I’extraction du C3 (Berthelot et al., 2002).

3.2.2 Le lactate

Le lactate provient d’origines variées. Il peut étre issu de 1’alimentation, de la synthese
ruminale par fermentation des glucides alimentaires (et notamment du C3) ou encore de la
fermentation lactique musculaire. Le lactate est synthétisé au niveau du rumen par réduction
du pyruvate, c’est la voie glycolytique du pyruvate. Il peut aussi provenir de la dégradation
ruminale du fructose, du lactose ou du sucrose (Phillipson et MacAnally, 1942 ; Krogh, 1959).
Néanmoins le lactate provenant de ces origines aura une apparition portale faible. Le plus
souvent, le lactate absorbé par le foie est issu de réactions métaboliques de production d’acide
lactique qui prennent place dans le tube digestif (Rémésy et al., 1986 ; Ward et al., 1961). Il
peut aussi étre synthétisé a partir de C3. Selon Loncke et al., (2019a), en moyenne, 47 % du
lactate apparaissant en veine porte serait prélevée par le foie.

Le lactate est absorbé au niveau ruminal ou dans I’intestin gréle (Heuter et al., 1956 ;
Pfauder et Harmon, 1956). Au niveau ruminal, les concentrations en lactate sont de I’ordre de
1420 mM et le taux d’absorption ruminal varie linéairement en fonction de ces concentrations
(Moller et al., 1997). Les concentrations sanguines de lactate varieraient entre 0,5 et 2 mM. Il
est prélevé par le foie grace a un transporteur transmembranaire : la monocarboxylase
transporter 1 (Kirat et al., 2007).

La contribution du lactate a la néoglucogenese est variable en fonction de 1’état
physiologique de 1’animal. En effet, la contribution potentielle du lactate a la formation de
glucose est d’environ 31,9 % chez un ruminant adulte non productif, d’environ 17 % chez un
animal en croissance, d’environ 12 % lors de la période de gestation et d’environ 15% en
lactation (Loncke et al., 2019a). Chez la vache laitiere, sa participation a la synthese de glucose
diminue lorsque les taux de C3 et d’alanine augmentent (Casse et Rulquin, 1994 ; Reynolds et
al., 1991)
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Le lactate rentre dans la voie de la néoglucogenese par I’intermédiaire du pyruvate (Rémésy
et al., 1986). Le pyruvate sera alors transformé en oxaloacétate puis en PE et enfin en glucose

par la voie des pentoses (Figure 5).

3.2.3 Les AA

Les AA glucoformateurs peuvent provenir de 1’alimentation, du recyclage de chaines
carbonées, de la digestion ou encore du turn-over des protéines musculaires (Rémesy et al.,
1986).

La contribution potentielle des AA totaux & la formation de glucose est d’environ 46 % chez
un ruminant adulte non productif, de 30 % chez un animal en croissance, d’environ 19 % en
gestation et d’environ 16,4% en lactation (Loncke et al., 2019a). Néanmoins lors d’une
diminution de la prise alimentaire, leurs participations a la synthése de glucose augmentent
(Baird et al., 1983). Cet effet a été confirmé par méta analyses par Loncke et al. (2019a) qui
ont montré que le niveau de prélévement hépatique d’azote était modifié par la teneur en azote
du régime, la disponibilité en C3 et I’émission de glucose. De plus, un régime déficitaire en
azote limite significativement le prélévement net d’AA, comme un mécanisme d’épargne, Sans
modifier I’émission nette de glucose (Loncke et al., 2009a).

Les principaux AA utilisés lors de la syntheése du glucose sont 1’alanine, la glutamine, le
glutamate et la glycine, bien que tous les AA puissent potentiellement contribuer a la synthese
de glucose. L’alanine rentre dans la voie de la néoglucogenése par le biais du pyruvate tandis
que la glutamine passe par un intermédiaire du cycle de Krebs (Rémésy et al., 1986). lls sont

ensuite transformés en PE et en glucose.

3.2.4 Le glycérol

Le glycérol est un substrat glucoformateur qui peut provenir des graisses alimentaires. I
peut aussi étre d’origine endogene par dégradation des triglycérides lors de la lipolyse (Tao et
al., 1983). Le glycérol est transformé en a-glycérophosphate qui rentre ensuite dans la
néoglucogenese via les trioses-phosphates (Ndi Bualonji et Godeau, 1993). L’a-
glycérophosphate est un pivot métabolique participant a la fois a la néoglucogenése et au
métabolisme lipidique (TAO et al., 1983). Ainsi le glycérol est aussi utilisé pour la synthése
des triglycerides et des phospholipides (Rémésy et al., 1986).

Il contribue a la synthése de glucose lorsqu’il est sous forme libre. Chez les ruminants a
I’état nourri, le glycérol est majoritairement combiné aux AG et minoritairement sous forme

libre. Ainsi sa contribution potentielle maximum a la néoglucogenése serait de 5 %
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(Brockmann, 1993). En cas d’alimentation restreinte, il y a alors une mobilisation lipidique.
Dans ce cas de figure, la contribution du glycérol a la synthése de glucose est dépendante de la
quantité de tissus adipeux mobilisée et peut atteindre 40 % (Bergman et al., 1968). La
participation du glycérol a la néoglucogenese augmente lorsque ’apport en propionate et en

AA issus de I’alimentation sont diminués (Lomax et Baird, 1983).
3.3 Le glycogene

Le glycogéne est une réserve glucidique au sein de 1’organisme. Le plus gros stock de
glycogene est musculaire mais il reste réservé pour un usage périphérique par les muscles. Le
glycogéne stocké dans le foie peut, quant a lui, étre utilisé rapidement lorsque la demande en
glucose augmente comme par exemple en période de jelne imposé, lors de la lactation et de la
gestation. Le glucose absorbé par I’alimentation ou synthétisé au sein du foie pourra étre
transformé en glycogene (Bars, 1991).

Cependant une grande partie du glycogene est synthétisé a partir de substrats autres que le
glucose ; c’est la néoglycogénese. Par exemple, le C3 pourra étre métabolisé en glycogéne dans
le foie (Bars, 1991).

Le catabolisme du glycogene produisant du glucose est appelé la glycolyse. Elle permet une
mobilisation rapide du glucose et est régulée par le glucagon (Demigné et al., 1986) ainsi que
le glucose lui-méme (Baird et al.,1980). Le glycogéne sera transformé en glucose-1-Phosphate
(G1P) gréace a la glycogéne phosphorylase qui sera isomérisé en Glucose-6-Phosphate. La
glycolyse se produit lors de période de stress entrainant une sécrétion d’adrénaline par
I’organisme et de glucagon par le foie. Il y aura alors une augmentation des taux hépatiques
d’AMP cyclique qui entrainent une activation de protéines kinases permettant la transformation
de la phosphorylase b inactive en phosphorylase a active. Cela permettra alors la formation de
G1P et de glucose (Borg et Reeber, 2008).

3.4 Régulation de la néoglucogenése

La synthése de glucose est dépendante du statut nutritionnel et physiologique de 1’animal
(Reynolds, 2005). La moyenne des flux d’émission de glucose hépatique est de 0,670 mmol/kg
PV par heure chez un ruminant adulte non productif, de 0,551 mmol/kg PV par heure chez un
animal en croissance, de 0,340 mmol/kg PV par heure lors de la période de gestation et de
0,995 mmol/kg PV par heure lors de la période de lactation (Loncke et al., 2019a).

Une alimentation riche en amidon diminue la contribution des précurseurs a la synthese de

glucose et diminue donc le flux d’émission hépatique de glucose. A contrario une alimentation
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riche en précurseurs de glucose augmente le flux d’émission hépatique de glucose (Loncke et
al., 2019a).

Elle est aussi régulée par deux hormones : I’insuline et le glucagon. L’insuline est une
hormone hypoglycémiante qui va inhiber la néoglucogenése. Le taux d’insuline chez 1’animal
serait dépendant de la quantité de C3 (Casse et al., 1994, Majdoub et al., 2003). Le glucagon
est une hormone hyperglycémiante qui accroit la quantité de précurseurs glucoformateurs ainsi
que la synthese du glucose par action sur le pyruvate carboxylase (Brockman, 1993). La
sécrétion de glucagon est stimulée par le C3 et le butyrate (C4) (Harmon, 1992).

4) Métabolisme des lipides
4.1 Les acides gras volatils
4.1.1 L’acétate

L’acétate (C2) est un acide gras volatil qui est treés peu prélevé par le foie, son apparition nette
portale est donc faible. (Loncke, 2009). De plus, il existe une émission nette par le foie de C2
apres synthése endogeéne (Reynolds, 1995). La moyenne des flux hépatiques d’émission de C2
sont de 0,11 mmol/h/kg PV chez un ruminant adulte non productif, de 0,56 mmol/h/kg PV chez
un animal en croissance, de 0,04 mmol/h/kg PV lors de la période de gestation et de 0,32
mmol/h/kg PV en lactation (Loncke et al., 2014).

La synthése hépatique de C2 est trées mal connue (Drackley et Andersen, 2006). Plusieurs
voies seraient a I’origine de cette synthése, et ont été résumées par Loncke (2009) et Loncke et
al. (2014). Le C2 proviendrait donc de la B-oxydation peroxysomale des acides gras (AG)
longs (Van den Bosch et al., 1992), d’une synthése a partir d’acides gras (AG) longs libres ou
estérifiés (Bell, 1980), d’une synthése grace au pool mitochondrial d’acetyl-CoA (ACA;
Knowles et al., 1974), d’une synthése a partir d’autres métabolites comme le C4 (Annison et

al., 1963), ou les AA (Pethick et al., 1981) pouvant étre utilisés en tant que précurseurs.

4.1.2 Le butyrate

Une faible quantité du butyrate (C4) provenant des tissus digestifs ou du rumen est émis en
veine porte. Néanmoins environ 75 % de ce C4 apparaissant en veine porte serait prélevé par
le foie (Loncke et al., 2014). La moyenne des flux hépatiques de prelevement de C4 est de 0,05
mmol/h/kg PV chez un ruminant adulte non productif, de 0,24 mmol/h/kg PV chez un animal
en croissance, de 0,13 mmol/h/kg PV en gestation et de 0,19 mmol/h/kg PV en lactation
(Loncke et al., 2014).
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Le C4 est le précurseur principal du B-hydroxybutyrate (3-OH ; Brockman, 1990). Le C4
est activé en butyryl-coA puis converti en crotonyl-coA et L-béta-hydroxybutyryl-coA qui sont
ensuite transformés : soit en acétoacétate puis en C2 pour finalement former le B-OH, soit en

béta-hydroxybutyryCoA puis en -OH.
4.2 Les acides gras

Chez les ruminants, la synthése hépatique d’AG est faible (Bauchart et al., 1996 ; Hanson
et Ballard, 1969). Les AG longs seront donc principalement captés par le foie et absorbés a
hauteur de 7 a 25 % (Laplaud et al., 1991 ; Emery et al., 1992). lls proviennent en grande partie
de la lipolyse des tissus adipeux. Cependant, un faible taux de triglycérides circulant pourra
aussi étre émis en veine porte (Bauchart et al., 1996).

Ces AG non estérifiés (AGNE) sont activés en Acyl-CoA et pourront ensuite emprunter
plusieurs voies de métabolisation. Ils peuvent ainsi étre estérifiés, subir une oxydation compléte
ou partielle (Rémésy et al., 1986 ; Bauchart, 1996 ; Cuvelier et al., 2005).

4.3 Estérification et transports des acides gras

Les Acyl-CoA peuvent étre estérifiés en triacylglycérols (aussi appelés triglycérides ; TG) et
dans une moindre mesure en Phospholipides (PL) ou esters de Cholestérol (EC) (Bauchart,
1996 ; Rémésy et al., 1986). Lors de la période de reproduction ou en début de lactation chez
les vaches, il y a une mobilisation du tissu adipeux entrainant une entrée des AGNE dans le
foie. Cela a pour conséquence une augmentation de 1’estérification des AG (Baird, 1982 ;
Herdt, 2000).
Les TG peuvent ensuite étre stockés dans les cellules hépatiques ou étre transportés vers les
tissus périphériques grace aux lipoprotéines. 1l existe différents types de lipoprotéines :
- Les chylomicrons représentent 5% des lipoprotéines totales chez le bovin (Bauchart,
1993). lIs permettent de transporter des AG a chaines carbonées longues (Bach et al.,
1996) et seront sécrétés dans la lymphe (Glickman et Serbesin, 1982 ; Hocquette et
Bauchard, 1999).
- Les lipoprotéines de faible densité (LDL) sont composées majoritairement de PL et EC
(Balhoul, 2014). Elles renferment un faible taux de TG.
- Les lipoprotéines de hautes densités (HDL) possédent un taux de TG tres faible
(Bauchart et al., 1993 ; Gruffat et al., 1996) et permettent un apport de cholestérol aux

tissus périphériques. Elles représentent 80 % de la totalité des lipoprotéines.
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- Les lipoprotéines de trées basse densité (VLDL) sont formées de TG et de
phospholipides. Elles contiennent un taux trés faible d’EC. Elles sont sécrétées dans la
circulation lymphatique puis dans le sang (Glickman et Serbesin, 1982 ; Hocquette et
Bauchard, 1999). Le transport des TG se fera majoritairement sous forme de VLDL
(Glickman et Serbesin, 1982). Cependant chez le ruminant, la sécrétion des VLDL est
faible (Kleepe et al., 1988 ; Pullen et al., 1990) : une accumulation d’AG estérifiés au
sein du cytosol des cellules hépatiques peut alors survenir (Herdt, 2000).

A la surface des VLDL, on retrouve des protéines appelées ApoB qui permettent le
transport de lipides au sein du VLDL et le maintien de I’intégrité structurale des VLDL.
Le métabolisme lipidique est donc finalement géré pas les protéines et le génome.
Il n’existe pas de modele permettant de décrire le métabolisme des AGL car ceux-ci utilisent
trop de transporteurs différents. De plus, ils se déplacent dans la lymphe et non le sang.
Les AG a chaines carbonés courtes pourront aussi associer a 1’albumine afin d’étre
transportés dans le sang (mode de transports différent par rapport aux lipoprotéines) (Bach et
al., 1996).

4.4 La B-oxydation

La B-oxydation correspond & la dégradation des AG en acétyl-CoA. Cette degradation de
substrat énergétique permet de synthétiser de I’ATP. En effet, la B-oxydation produit du NADH
et du FADH qui participeront a la synthése d’ATP via la chaine respiratoire.

Les acyl-CoA peuvent entrer dans la voie de la B-oxydation. Cette B-oxydation a lieu

majoritairement au niveau de la mitochondrie, ou du péroxysome (Cuvelier, 2005).
4.4.1 La B-oxydation mitochondriale

Les acyl-CoA présents dans le cytosol des cellules hépatiques sont acheminés a I’intérieur
de la mitochondrie grace a la carnitine (Nguyen et al, 2007). Pour pouvoir étre transporteés, les
acides gras actives et la L-carnitine libre dans le cytosol sont convertis en ester de carnitine
grace a la carnitine palmitoyltransférase (CPT I) (Zammit, 1990 ; Cuvelier 2005). La CPT I est
I’enzyme clé du transport mitochondrial des AG activés et sa régulation influe sur la (-
oxydation (Cuvelier, 2005). Les esters de carnitine sont ensuite transportés dans la
mitochondrie grace a une carnitine : la acylcarnitine translocase (Zammit, 1990 ; Cuvelier
2005).
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IIs sont par la suite transformés en acétyl-CoA qui subiront soit une oxydation complete en
dans le cycle de Krebs soit une oxydation partielle lors de la cétogenese (Bell, 1980). Dans le

cycle de Krebs, ces acétyl-CoA seront totalement oxydés en Co2 et en énergie (Cuvelier, 2005).
4.4.2 La B-oxydation peroxysomal

Cette voie est tres minime. Les acyl-CoA subissent une oxydation partielle qui se traduit
par un raccourcissement de leurs chaines carbonées (Grizman et geelen, 1993). Ils seront
ensuite soit transportés vers la voie de la B-oxydation mitochondriale, soit vers la synthése des
TG (Guzman et geelen, 1993 ; Zammit, 1999).

4.5 La Cétogenése

La cétogenése correspond au processus de formation de corps cétoniques. Les deux
principaux corps cétoniques synthétisés dans le foie sont I’acétoacétate (ACAC) et le B-OH. Le
B-OH étant quantitativement le premier (Ballard et al., 1969). Le catabolisme du f-OH produit
de I’acide acétoacétique puis de I’acétone. L’acétone qui se trouve en bout de chaine n’est pas
un bon prédicteur de la cétogenése. En effet, celui-ci étant trés volatil, il est trés dur a doser.
Les corps cétoniques sont formés en priorité a partir du C4. Néanmoins d’autres substrats
peuvent étre utilisés lors de la cétogenése comme 1’ Acétyl CoA provenant de la 3-oxydation
des AGL (Bell, 1980).

Les corps cétoniques seront ensuite relargués dans la circulation sanguine et utilisés comme
source d’énergie par les tissus. La moyenne des flux hépatiques d’émission de 3-OH sont de
0,27 mmol/kg*PV*h chez un ruminant adulte non productif, de 0,24 mmol/h/kg PV chez un
animal en croissance, de 0,24 mmol/h/kgPV lors de la période de gestation et de 0,35
mmol/h/kgPV en lactation (Loncke et al., 2014).

4.5.1 Substrat de la cétogenése

Le premier substrat de formation des corps cétonique est 1’acétyl CoA issu du cycle de
Krebs. A partir de trois molécules d’acétylCoA et grace a I’action d’une enzyme, la HMG-CoA
synthétase il y aura la formation d’un composé appelé le HMG CoA. L’hydrolysation de ce
composé meéne a la formation de 1’acétoacétate qui se transformera en partie en 3-OH.

La cétogenése peut aussi étre amorcée par 1’acétyl CoA obtenu lors de la métabolisation de
I’acétate (C2) dans le foie. Le C2 sera activé dans la mitochondrie pour les bovins et dans le
cytosol pour les ovins (Loncke, 2009) et sera transformé en Acéetyl CoA. Cette voie est
néanmoins minoritaire (Cook et al., 1969 ; Ash et Baird, 1973).
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Enfin le C4 reste le précurseur majoritaire dans la synthése du B-hydroxybutyrate (B-OH,;
Brockman, 1990)

4.5.2 Régulation de la cétogenese

L’acétylCoA intervient a I'interface de la formation de glucose (par transformation en
pyruvate), de 1’oxydation par le cycle de Krebs et de la cétogenése. (Emery et al., 1992 ;
Hocquette et Bauchart, 1999).

En début de lactation, les besoins de 1’animal en glucose augmentent trés fortement et
surpassent la production de glucose possible lors de la néoglucogenese. Le ruminant va alors
utiliser une source d’énergie alternative ; les corps cétoniques. Un déficit en glucose entraine
une augmentation de la synthése de B-OH et d’AcAc (Baird et al., 1977).

La cétogenese varie fortement en fonction de 1’alimentation des ruminants et de leurs statuts
physiologiques. Afin de soutenir la production laitiere, le métabolisme hépatique est orienté
vers la néoglucogenese. L’oxaloacétate et le pyruvate notamment sont préférentiellement
orientés vers la production de glucose.

Le déficit énergétique entraine une lipolyse des tissus et donc une mobilisation des AGNE.
Ceux-ci sont alors captés par le foie ou ils vont étre activés en acyl CoA puis ils vont subir une
béta-oxydation dans les mitochondries des hépatocytes pour donner de I’acétyl coA. Le passage
de la paroi mitochondriale est dépendant de 1’activité d’une enzyme, la CPT1 (Cuvelier, 2005).
L’activité de la CPT1 est aussi régulée par le malonyl-CoA (Zammit, 1990 ; Cuvelier ; 2005),
molécule issue de la transformation du citrate, dans des conditions ou beaucoup de glucose est
disponible. Ainsi, en cas de bilan énergétique négatif, peu de citrate est produit, donc peu de
malonyl-CoA est produit. Il en résulte une activation de la CPT1, un passage des AGNE dans
la mitochondrie. Parallelement a cela, le cycle de Krebs ne peut se fermer par déficit en
Oxaloacétate. L’acétyl CoA est alors transformé en acétoacétate, métabolite instable qui va étre
transformé en B-OH. Le B-OH, qui ne peut étre métabolise par le foie est exporté dans la
circulation sanguine ou il va s’accumuler En effet, elle dépend de la quantité d’AGL captée par
le foie et donc de la mobilisation des réserves adipeuses. Loncke et al. (2019a) ont montré une
influence de 1’apparition nette portale de B-OH sur la conversion du precurseur C en glucose,
ainsi qu’une influence de I’apparition nette portale de f-OH sur la conversion du C3 absorbé
par voie orale et sur la libération de glucose hépatique. Ce résultat suggere des niveaux moyens
plus éleveés de libération de glucose lorsque les réserves corporelles sont mobilisees, comme

suggeré par Loncke et al. (2009b). Comme une contribution accrue de précurseurs endogenes
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est peu probable (Larsen et Kristensen 2013), on peut émettre I'nypothese d'un taux de
conversion accru des précurseurs en glucose.

Il existe donc chez le ruminant une interaction entre le métabolisme lipidique et glucidique
qui a un impact sur la cétogenése. Un antagonisme peut intervenir a différents niveaux. Le
pyruvate peut étre utilis¢é comme porte d’entrée de composés glucoformateurs et Etre
métabolisé en glucose par I’intermédiaire de la pyruvate carboxylase (PCA) ou prendre part a
la lipogenese par synthése de novo des AGL grace a la pyruvate déshydrogénase (PD). Une
activation de la PCA entraine une inhibition de la PD et donc de la lipogenése au profit de la
néoglucogenese (Rémésy et al., 1986). A contrario une utilisation du pyruvate pour la
lipogenése réduit la néoglucogenése.

En cas de trés forte production d’acétyl CoA, le cycle de Krebs, déja utilisateur
d’oxaloacétate, sera vite saturé et les acétyl CoA seront utilisés pour la formation de corps
cétoniques (Rémesy et al., 1986). Le propionate quant a lui accroit la ré-estérification des AG
(Lomax et al., 1983).

5) Pathologies liées a un dysfonctionnement du métabolisme hépatique

Le foie joue un réle important dans la régulation de 1’allocation des nutriments chez le

ruminant (Ortigues-Marty et al., 2003).

Le ruminant peut étre en bilan énergétique positif c’est a dire lorsqu’il a a disposition toute
I’énergie nécessaire pour son entretien, ou en bilan énergétique négatif c’est a dire lorsqu’il
recoit moins d’énergie qu’il n’en consomme. C’est souvent le cas lorsque 1’animal est en début
de lactation ou en fin de gestation. En début de lactation, les vaches laitiéres sont par exemple
presque toujours en balance énergétique négative (Herdt, 2000). Avec un bilan énergétique
négatif, des troubles métaboliques peuvent apparaitre tels que la stéatose (Herdt, 2000) ou la

cétose.

5.1 La stéatose hépatique

La stéatose est un état physiologique qui peut devenir pathologique caractérisée par
I’accumulation de graisses au sein du cytosol des cellules hépatiques (Drackley, 1991). Cette
maladie peut étre due a une restriction de nourriture mais elle apparait le plus souvent chez les
animaux en bilan énergétique négatif (Herdt, 2000 ; Cooke et al., 2007).

En fin de gestation chez les petits ruminants, et en fin de gestation et début de lactation chez
les grands ruminants, il y a une augmentation des AGNE dans le sang. Cela entraine une

augmentation de leurs captations hépatiques. La néoglucogenese continue cependant toujours
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de produire du glucose. Il y aura donc un ralentissement du cycle de Krebs avec accumulation
des intermédiaires du cycle a ’intérieur de la mitochondrie engendrant une forte synthese de
malonyl CoA et une inhibition de la CPT | (Zammit, 1990 ; Herdt, 2000). 1l y aura alors une
diminution de la cétogenése et une augmentation de I’estérification de AG. Néanmoins les
AGNE seront tres fortement captés par le foie pouvant a terme dépasser les capacités
hépatiques de B-oxydation et ainsi mener a I’estérification des AG. (Drackley, 1991 ;

Figure 6).

Figure 6 : Mécanismes entrant en jeu dans la stéatose hépatique
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De plus, la synthése de VLDL étant faible (Kleepe, 1988 ; Pullen, 1990), ces AG estérifiés vont
s’accumuler dans le foie. A cause de cette accumulation de lipides, la néoglucogenése sera
compromise, augmentant la cétogenése pouvant créer une cétose additionnelle (Drackley,
1991 ; Herdt, 2000).

De plus, le taux de VLDL chez la vache laitiere en début de lactation est fortement diminug,
voire pratiquement inexistant (Marcos, 1990 ; Mazur et al., 1988) prédisposant ainsi a une
stéatose hépatique. Durant la phase de transition de la lactation, la forte mobilisation lipidique
augmente le prélevement des AG par le foie entrainant le développement de graisse du foie
comme montré par la forte concentration en triglycérides pendant les premiéres semaines de

lactation. Cette accumulation de lipides par le foie n’est pas la conséquence d’une diminution
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de I’expression de MTP (Microsomial Triglyceride Transfert Protein ; protéines intracellulaire
de transfert assurant la formation des VLDL) puisque 1’expression de cette protéine est
augmentée en début de lactation. A I’opposé, le géne d’expression de ’apo B diminue trés
fortement durant la méme période indiquant que I’apo B est probablement impliquée dans la
régulation de la synthése et la sécrétion des VLDL par le foie. Il serait donc responsable de la
tres forte diminution du taux de VLDL.

Les ruminants peuvent développer une stéatose hépatique associée a une cétose, ce qui est
notamment le cas pour les vaches en période de vélage (Bruss, 1993 ; Grummer, 1993).

La stéatose a un impact négatif sur la santé notamment en augmentant le risque de maladies
infectieuses (Drackley, 1991). Cette maladie pose aussi des problemes de reproduction et de

production de lait chez les ruminants (Jorristma, 2000).

5.2 La cétose

La cétose est un processus physiologique qui peut devenir pathologique caractérisée par une
forte augmentation des corps cétoniques dans le sang et les tissus. Elle est due a une carence
en glucose qui engendre une augmentation de la cétogenése (Hippen, 2000 ; Démigné et
Rémésy, 1988).

Chez les ruminants, elle apparait le plus souvent en début de lactation (Emery et al., 1992 ;
Herdt, 2000 ; Baird, 1982). En effet, pendant cette période il y une tres forte demande en
glucides afin de pouvoir créer du lactose nécessaire a la production de lait (Figure 7 ; Herdt,
2000). La cétose peut aussi se manifester pendant la gestation due a la forte demande en énergie
et en glucose du feetus.

En début de lactation, les besoins de I’animal en glucose augmentent tres fortement et
surpassent la production de glucose possible lors de la néoglucogenese. Le ruminant va alors
utiliser une source d’énergie alternative en mobilisant ses réserves lipidiques (Grummer, 1993).
Il'y aura donc une augmentation des AGNE dans le sang périphérique qui seront fortement
captés par le foie. (Panda et al., 2017 ; Herdt, 2000 ; Baird, 1982). De plus, une carence en
glucose entraine une accélération du cycle de Krebs (Herdt, 2000). Un des intermédiaires du
cycle de Krebs, le citrate, est un substrat formateur du malonyl CoA. Ce malonyl CoA est un
inhibiteur de la CPT I qui permet le transport des AG dans la mitochondrie pour la -oxydation
(Zammit, 1990 ; Cuvelier, 2005). Etant donné sa forte utilisation dans le cycle de Krebs afin
de fournir de I’énergie, le taux de citrate ne permettra pas de former beaucoup de malonyl CoA.

Il 'y aura donc une augmentation de la CPT I dans les cellules hépatiques permettant ainsi la
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beta oxydation des AGNE captés par le foie. Il y aura alors une augmentation de la cétogenése

et une diminution de I’estérification des AGNE (Figure 7 ; Baird, 1982 ; Herdt, 2000).

Figure 7: Mécanismes entrant en jeu dans la cétose (d’aprés Loncke)
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Les signes cliniques d’une cétose sont une perte d’appétit responsable d’une réduction de

I’alimentation ingérée, une perte de poids, une humeur maussade et une baisse de la production

de lait (Anderson, 1988 ; Panda et al., 2017).

La cétose peut étre clinique ou préclinique (Panda et al., 2017). Elle est préclinique lorsqu’il

y a une augmentation des concentrations de corps cétoniques dans le sang mais pas de signes

cliniques. (Anderson et al., 1988). En début de lactation, plus de 50 % des vaches laitieres

seraient sujettes a une cétose préclinique (Emery et al.,1992).
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Il. Hépato protecteurs

D’aprés Meyer, 2019 « hépatoprotecteur » qualifie un médicament qui protége le foie, ou
plutdt modifie les fonctions hépatiques. Les hépatoprotecteurs semblaient important a détailler
dans cette thése afin de faire un parallele avec mes études de pharmacie. De plus, ceux-ci
pourraient étre a 1’avenir implanté dans le mod¢le FLiver et leurs effets sur le foie pourrait étre

ainsi prédits.
1) Substances actives utilisées comme détoxifiants ammoniacaux

Les substances actives utilisées comme détoxifiants ammoniacaux chez le ruminant sont
I’acide glutamique, 1’acide aspartique, la citrulline, 1’ornithine et 1’arginine. Ce sont des AA
qui proviennent de 1’alimentation ou d’une synthése endogeéne au sein du tractus gastro-
intestinal.

Etant donné leurs roles dans la formation d’urée ainsi que de glucose (glutamate, aspartate),
ils participent a la néoglucogenése et I’'uréogeneése, permettant ainsi la formation d’énergie et
la détoxification azotée (par élimination de NH3) de I’organisme. Briggs et Freeland (1977),
ont prouvé qu’une supplémentation en arginine, citrulline et ornithine permettait une
augmentation de la synthése d’urée au sein du foie de rats. La N-carbamyl-L-glutamate
(enzyme permettant de synthétiser 1’arginine) ainsi que la L-arginine supplémenté permettrait
aussi une production accrue d’Urée (Kim et al., 1972).

Les besoins en AA chez le ruminant dépendent de leurs synthéses endogenes, du taux
présent dans les rations ainsi que du statut physiologique de I’animal (Kung Jr et Rode, 1996).
Les AA créés par synthese ruminale sont produits en quantité insuffisante : ¢’est pour cela
qu’une alimentation riche en AA est nécessaire. De plus, les besoins en AA varient aussi selon

les stades physiologiques du ruminant.

> Les protéines utilisées comme précurseurs d’AA directement absorbables dans

P’intestin.

Dans un premier temps, les AA peuvent étre apportés a I’animal sous forme de protéines a
fortes valeurs nutritionnelles non (ou peu) dégradables dans le rumen appelées les UIP (rumen
undegradable intake protein). Ces UIP sont présentes naturellement dans différents aliments
tels que les céreales ou la farine de poisson. Administrées en fin de gestation, elles accroissent

les performances de lactation (Huyler et al., 1999 ; Greenfield et al., 2000).
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Plusieurs méthodes permettent de rendre ces UIP stables et non (ou peu) dégradables dans
le rumen afin d’augmenter la biodisponibilité en AA absorbables dans le tractus intestinal
(Kung Jr et Rode, 1996).

Tout d’abord, il peut y avoir un traitement par la chaleur. Les AA des protéines seront alors
associés au groupe carbonyle d’un sucre (réaction de Maillard) afin d’étre introduits dans les
rations. Ils peuvent aussi étre associés par des liens peptidiques avec la glutamine ou
’asparagine (Belitz et Grosch, 1987).

Certains aliments subissent une torréfaction et une extrusion. Benchaar et al. (1993) ont
démontré qu’une alimentation riche en lupin extrudé augmentait le taux d’AA qui by passe le
rumen, et donc présent dans le duodénum et le petit intestin Les UIP permettent donc une
augmentation de la disponibilité des AA absorbables chez les ruminants.

Il n’existe néanmoins pas d’aliment contenant un profil idéal d’AA pour assurer une
synthése protéique répondant aux besoins de I’animal. Il faut ainsi équilibrer les rations pour
fournir tous les nutriments nécessaires au bon fonctionnement de 1’animal. De plus, une forte
concentration d’AA dans les rations, entraine une diminution de la concentration de
microorganismes du rumen et réduit leurs synthéses au sein du rumen entrainant un
déséquilibre de la balance des AA (Kung Jr et Rode, 1996). Il faut donc déterminer une dose

optimale a administrer a I’animal.
> Les AA protégés de la dégradation ruminale

Chez les ruminants, les AA peuvent étre apportés sous forme de spécialités
pharmaceutiques comme solution nutritionnelle pour équilibrer les rations en termes de
nutriments indispensables a I’organisme (AAE), ou d’additifs alimentaires ajoutés aux rations.
Etant rapidement dégradés en chaines carbonées et azote par le rumen, les acides amines libres
seront administrés a 1’animal sous formes protégées appelées les Rumen-protected-amino-
acids (RPAA) (Kung Jr et Rode,1996). Différentes techniques de protection existent, telle que
I’encapsulation qui est une protection physique. Les AA peuvent aussi subir des modifications

chimiques comme la chélation afin d’augmenter leurs biodisponibilités.

L’arginine obtenue par fermentation grace a une souche non OGM de Corynebacterium
glutamicum (KCCM 10741P) est un AA considéré comme ne présentant pas de risque pour
I’animal par I’Union européenne (EFSA FEEDAP Panel, 2017). 1l est additionné a la

nourriture, a 1’eau de boisson ou dans les prémix destinées aux animaux (EFSA, 2019).
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L’INRA a établi des recommandations de dose selon le stade physiologique de 1’animal, son
poids vif ainsi que la composition de la ration. Les RPAA sont préférés au UIP car administrés
en plus petite quantité chez I’animal et donc plus écologique et économique (Kung Jr et Rode,
1996).

> Spécialités pharmaceutiques

Ces AA peuvent aussi étre administrés comme spécialités pharmaceutiques sous forme
injectable. Par exemple, ENERGHEPA® est un médicament vétérinaire commercialisé par
VIRBAC ayant obtenu son AMM en 1985. Il contient, entre autres principes actifs, de 1’acide
aspartique, de ’arginine et de I’acide glutamique et est indiqué chez les bovins dans le

traitement adjuvant des troubles métaboliques et des affections hépatiques ou rénales.
> Déficitsen AA

Les AA, s’ils sont ingérés en trop faible quantité, peuvent entrainer des signes cliniques, en
premier lieu, une diminution de I’ingestion et des performances. Ces phénomeénes apparaissent
lors d’un déséquilibre dans la balance des AA pouvant étre d0 a une forte concentration
alimentaire en un seul AA (EFSA, 2012).

Des études ont été faites afin de caractériser quantitativement les déficits en AA chez les
ruminants (Fox et al., 1990 ; Schwab et al., 1993 ; Hannigan et al., 2004). Néanmoins les
besoins de 1’animal pour chaque acide aminé sont peu connus et d’autres recherches seront

nécessaires afin de créer un modele permettant de déterminer des doses optimales d’AA.

2) Substances actives impactant le métabolisme lipidique
2.1 Les donneurs de méthyl
2.1.1 Cycle de la Transméthylation

La Choline, la bétaine ainsi que la méthionine sont des composés intrinsequement liés
pouvant étre issus de I’alimentation ou synthétisés, majoritairement par le foie et, dans une
moindre mesure par le rein. (Niculescu et al., 2002).

Ce sont des donneurs de méthyl participant au cycle de la transméthylation (Fig 8). La
choline est un nutriment essentiel apporté par I’alimentation. Elle peut €tre synthétisé par la
voie de la CDP-Choline a partir de la phosphatidyléthanolamine et grace au groupement méthyl

issu de la S-adénosyl-méthionine (SAM). Cette voie n’est cependant pas prioritaire. La choline
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est ensuite oxydée en bétaine aldéhyde par la choline oxydase puis convertie en bétaine par la
bétaine aldéhyde déshydrogénase (Batistel et al., 2017). Cette derniére (bétaine) est impliquéee
dans la «Transmethylation » de I’homocystéine en méthionine grace a la Bétaine
homocystéine méthyl transférase. (Drucker et Rabinowitz, 2017 ; Niculescu et al., 2002).

La méthionine est un AA essentiel qui peut aussi étre remethylé a partir du métabolisme des
folates. Dans ce cas, I’homocystéine est « transmethylé » en méthionine grace au 5-Methyl-
THF (Acide 5-méthyltétrahydrofolique qui est un produit du cycle des folates). Cette réaction
est catalysée par la méthionine synthase (Tibbetts, 2010 ; Drucker et Rabinowitz, 2017). De
plus, la méthionine est un substrat permettant de former les SAM qui sont des composés
chimiques indispensables impliqués dans plus de 80 réactions métaboliques. Les composés
donneurs de méthyl jouent un role clé dans la régulation des genes et la synthése des protéines
(Niculescu et al., 2002).

Figure 8 : Cycle des donneurs de méthyls (d'apres Bellengeri, 2016)
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2.1.2 Choline

La choline est un nutriment essentiel précurseur de nombreuses molécules comme les
diacylglycérols qui sont des molécules de signalisation, substrats de la formation de

I’acétylcholine. L acétylcholine est un important neurotransmetteur (Zeisel, 2006).
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La choline est aussi le précurseur de la synthese de phosphatidylcholine (PCh). Cette PCh
est formée de deux manieres différentes (Figure 8) : soit a partir de la condensation de la
choline avec un diacylglycérol (voie de la CDP-choline), soit lors de la méthylation de la
phosphatidyléthanolamine avec un SAM. (Cooke et al., 2007).

La PC est un glycérophospholipide constituant de la membrane cellulaire. Il est nécessaire
pour la synthese hépatique et la sécréetion des VLDL (Yao et Vance, 1988) qui permettent le
transport des triacylglycérides (TG), phospholipides (PL) et des esters de cholestérol du foie
vers la circulation sanguine. Lors de la gestation, il y a une grande absorption d’AGNE par le
foie, dont une grande partie sera estérifiée. Si le taux de VLDL tend a diminuer, ces TG
estérifiés vont s’accumuler dans les tissus hépatiques pouvant mener a une stéatose hépatique
(Piepenbrink et al., 2003).

Un déficit en choline entraine une baisse de la sécrétion hépatique de VLDL, un stockage
de TG estérifiés dans le foie (Piepenbrink et al., 2003) ainsi qu’une baisse des concentrations
sanguines de choline, méthionine, PC, SAM et de lipoprotéines (Pomfret et al., 1990). Les
signes cliniques d’un déficit en choline sont ceux d’une stéatose hépatique, une augmentation
de la pression artérielle, des reins hémorragiques ainsi que des fonctions neurologiques altérées
(Donkin, 2006).

La choline est naturellement présente dans les rations mais a concentrations variables Un
déficit de ce nutriment est rare chez les ruminants en bilan énergétique positif mais peut
survenir lors de périodes sensibles, telle que la gestation et la période périparturiante (Cooke
et al., 2007).

Aprés administration, la choline est absorbée au niveau du duodénum par un mécanisme de
transport sodium et énergie dépendant, puis elle est transportée dans la circulation lymphatique
sous forme de PC lié a un chylomicron (CM) ou elle sera distribuée aux tissus sous forme de

PL associée a des lipoprotéines plasmatiques (McDowell, 2000).
» La choline sous forme protégee

La choline est supplémentée a I’animal sous forme d’additifs alimentaires dans les rations
ou de spécialités vétérinaires par voie orale. Elle est fortement dégradée dans le rumen (Neil et
al., 1979 ; Sharma et Erdman, 1989). Neil et al. (1979), ont constaté que moins de 10 % de la
choline libre échappait a la dégradation ruminale. Elle est donc administrée sous forme protégé,
ou Rumen-protected-choline (RPC) en anglais, afin d’augmenter sa biodisponibilité.
Cependant, des études in vivo et in situ ont démontré que le taux de dégradation de la RPC

pouvait varier de 40 a 80 % (Jayaprakash et al., 2016).
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Le chlorure de choline est une des principales formes de RPC et est synthétisée a échelle
industrielle par addition de triméthylamine, d’oxyde d’éthyléne, d’acide chlorhydrique et d’un
catalyseur a température, pression et pH définis (EFSA, 2011).

Plusieurs effets bénéfiques ont été démontrés chez les ruminants supplémentés en choline
protégé. Chez la vache laitiere en bilan énergétique négatif, la RPC permet de diminuer les
concentrations sanguines en AGNE. Par conséquent, elle réduit I’accumulation hépatique des
TG estérifies (Cooke et al., 2007). De plus, elle agit sur les performances en augmentant la
production de lait chez la vache laitiére (Sharma et Erdman, 1989 ; Pinotti et al., 2006). Elle
agit aussi sur la croissance ; des agneaux se nourrissant de rations supplémentées en RPC ont
présenté un gain de poids de 10 % (Bryant et al., 1999). Enfin, la RPC démontre un effet de
prévention et de diminution de la stéatose hépatique chez les ruminants (Hartwel et al., 2000 ;
Cooke et al., 2007 ; Zom et al., 2011), notamment celle due a une restriction alimentaire
(Cooke et al., 2007).

Enfin supplémentation en Choline engendrerait une diminution des taux de méthionine
circulant (Zhou et al., 2016)

» Dose

Aucune dose optimale et maximale n’a été établie par la législation européenne. En effet,
la supplémentation en choline dépend de différents facteurs (EFSA, 2011) :

- Saquantité et biodisponibilité dans les rations,

- Sasynthese endogene

- Son interaction avec les autres méthyls donneurs tels que la méthionine ou la bétaine.

- 30 % de la choline est utilisée pour la « remethylation » de la méthionine (Erdmann,

1991), via la bétaine, et c’est aussi un substrat de la formation de carnitine et de lysine.

Des études ont tenté de déterminer les doses de RPC nécessaires en supplémentation chez
le ruminant mais les résultats différent fortement. Li et al (2015) n’ont pas constaté d’effets de
la choline sur les taux de TG et de cholestérols chez des agneaux recevant des doses de 37 a
116 mg/Kg/BW. Chez des vaches supplémentées en RPC a hauteur de 75 mg/kg/BW, un
accroissement du taux de cholestérol, une l1égére augmentation du taux de glucose et une baisse
des taux d’AGNE ont été constatés (Pinotti et al., 2006). A contrario, dans 1’étude de Chung et
al (2009), une dose de 73 ou 147 mg/kg/BW n’a eu aucun effet sur le taux d’AGNE et de
glucose circulant des vaches traitées.

L’Union européenne recommande une dose de 4 a 6 g /jour chez la vache laitiere (EFSA,

2011) et une dose de 260 mg de choline / litre de lait pour les jeunes ruminants nourris au lait.
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(EFSA, 2011). Un apport en vitamine B12 est recommandé lors de la supplémentation en
méthyl donneur. En effet, la vitamine B12 est un cofacteur de la transformation de

I’homocystéine en méthionine dans le cycle de la transméthylation.
> Toxicité

Il existe peu de données concernant la toxicité de la choline, cependant un excés de RPC
n’entraine pas de bioaccumulation. De plus, celle-ci est considérée comme un additif
alimentaire depuis de nombreuses années et reste bien tolérée chez les mammiferes. (EFSA,
2011).

2.1.3 La méthionine

La méthionine est un AA essentiel qui est indispensable aux fonctions d’entretien, de
croissance et de reproduction des ruminants (Zhang et al., 2015).

Elle possede diverses fonctions métaboliques. Tout d’abord, ¢’est un substrat de formation
de la choline et de la PC par I’intermédiaire des SAM. Auboiron et al. (1995) ont prouvé une
augmentation de la sécrétion de VLDL chez les veaux supplémentés en méthionine. Elle
participe aussi a la synthese de protéines hépatiques et ¢’est un précurseur de la synthése de
taurine et de glutathion par la voie de la transsulfuration. Une supplémentation en méthionine
permet une augmentation du taux d’AA présents dans le sang telles que la cystine, la taurine,
I’homocystéine, la lysine, I’alanine, la citrulline et I’arginine (Zhou et al., 2016). Elle agit aussi
en tant qu’AA glucogénique permettant de remplacer le glucose comme énergie lors de balance
énergétique négative (Zhou et al., 2016).

La méthionine présente un effet bénéfique sur les fonctions du foie (Batistel et al., 2017) et
augmente la production de lait ainsi que le taux de protéines et lipides contenus dans le lait
(Donkin et al., 2006). Elle diminue le taux de cétones plasmatiques en début de lactation
(Durand et al., 1992), et est donc utilisée comme traitement adjuvant lors de cétose.

La méthionine provient de 1’alimentation ou d’une synthése endogéne via le cycle des
carbones. (Tibbetts, 2010, Drucker et Rabinowitz, 2017). Elle reste toutefois trés limitée dans
les rations (NRC 2001 ; INRA, 2018). II est donc trés important d’avoir une supplémentation
en méthionine. Sa concentration dans le sang ou les tissus est fortement dépendante du régime

alimentaire de 1’animal ainsi que de sa forme (Tamura, 2019 ; Zhang et al., 2015).
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» L-Methionine et DL methionine

Aprés ingestion de ration contenant des UIP, ces protéines seront hydrolysées par des
peptidases pour donner de la L-méthionine (L-met) qui sera alors absorbée a travers la paroi
intestinale grace a un systeme de transporteurs sodium dépendant ou sodium indépendant
(EFSA, 2012).

La méthionine peut étre lévogyre ou dextrogyre. La forme D-méthionine (D-met) non
active sera transformeée en forme Iévogyre (L-met) active. Cette réaction est catalysée par une
enzyme appelée la D-amino acide oxydase (Friedman et Grumbmann, 1989). La Méthionine
est administrée a 1’animal par voie orale, le plus souvent sous forme de mélange racémique
synthétique, la DL-méthionine (DL-met) (Lapierre, 2012 ; Zhang et al., 2015). Lapierre et al
(2012), ont voulu comparer I’efficacité et la biodisponibilité de la D-met, L-met et DL-met. Ils
ont démontré que I’efficacité de la méthionine était augmentée lors de 1’administration d’un
mélange D-met et DL-met comparé a la L-met seule. Chez la vache laitiére, le temps de demi-
vie de la D-met est de 6 a 7 fois plus grande que celle de la L-met, et sa clairance est diminuée
(Lapierre, 2012), ce qui engendre une accumulation de la D-met dans le plasma (Lobley et al.,

2011). Ainsi la D-met pourrait étre une réserve potentielle de L-met chez le ruminant.
» L’acide 2-hydroxy-4-methylthiobutanoique

Il existe une autre forme synthétique de la méthionine, nommée 1’acide 2-hydroxy-4-
methylthiobutanoique (HMTBA). Elle est obtenue par substitution de 1’acide-a-aminé de la
méthionine par un groupe hydroxyle (Batistel et al., 2017).

La HMTBA est absorbée dans le systeme digestif grace au transporteur de
monocarboxylatel (MCT1) couplé a un transporteur a activité Na+/H+ (Martin-Venegas et al.,
2007, 2008). Elle est ensuite transportée dans le foie pour étre transformée en acide 2-cto-4-
methylthiobutanoique (KMB) par 1’action d’oxydases puis transaminée en L-met (Dibner et
Knight, 1984). Cette conversion hépatique est commune a tous les mammiferes. Chez les
ruminants, la HMTBA peut aussi étre métabolisée en L-met dans les tissus digestifs par
conversion directe dans le tractus gastro-intestinal (Lobley et al., 2006) ou dans le rumen grace
aux microorganismes (Saunderson, 1985). Toutefois, Lobley et al. (2006) ont constaté
qu’environ 70 % de la HBMTA absorbée sera transformée par le foie chez les agneaux. La
biodisponibilité de la transformation de HMTBA en L-met est de 5% (Whitehouse et al., 2017).
Le HMTBA peut aussi étre le substrat d’autres réactions. Elle peut par exemple étre convertie

en cystéine, taurine et glutathion par la voie de la transsulfuration (Lobley et al., 2006).
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» Comparaison de la DL-met et HMTBA

Ces deux formes sont tres utilisees en nutrition animale et synthétisées a échelle industrielle
par 1’addition de MTPA et HCN avec un catalyseur (Kleemant et al., 1985). Comparé a la DL-
met, la HMTBA est plus résistante au passage ruminal car elle présente une dégradation dans
le rumen plus lente que la L-méthionine (Lobley et al., 2006 ; EFSA, 2012 et 2019) et présente
un effet antioxydant (Tang et al., 2011, Martin-Venegas et al., 2013). Cependant, la HMTBA

démontre une bio efficacité moindre comparée a la DL-méthionine (Whitehouse et al., 2016).
» Meéthionine sous forme protégée

La L-méthionine sous forme libre est rapidement dégradée dans le rumen. La HBTMA
subit une dégradation ruminale plus lente que la L-méthionine.
Afin d’augmenter la biodisponibilité de la DL-méthionine et de la HBTMA chez les ruminants,
celles-ci seront administrées sous forme protégée (RPM) en tant qu’additifs alimentaires dans
les rations. Selon la législation européenne il existe trois formes de méthionine protégees
utilisées chez les ruminants : la DL-méthionine encapsulée par un copolymere vinyle/styrene
(DL-met-cop) et D’ispropyl ester de méthionine (HMTBi), utilisées comme additifs
alimentaires chez les ruminants, et la DL-méthionine protégée par de 1’éthylcellulose (DL-met-
ec) utilisée chez tous les ruminants. (EFSA, 2012).
DL met cop : Sous cette forme, la biodisponibilité de la méthionine serait de 80% chez
la vache laitiére ((Graulet et al., 2005 ; Whitehouse et al., 2016). En effet, les taux plasmatiques
de méthionine augmentent linéairement avec 1’administration de DL-met-cop dans les rations

(Rogers et al., 1987, 1989).

HMTBI : La HMTBI est obtenue par ajout d’un groupe chimique sur 1’azote alpha
aminé ou par modification d’un groupement acyl (Loerch et Oke, 1989).
Environ 50 % de la HMTBI sera absorbée rapidement au niveau du tractus gastrointestinale et
hydrolysée en HMTBA et isopropylalcool qui seront ensuite transformés en méthionine et
acetone. (Graulet et al., 2005)

DL met ec : Cette forme est utilisée chez les ruminants uniquement et non considérée
comme un additif alimentaire au niveau législatif (EFSA, 2012). La DL-met-ec échappe a la
dégradation ruminale si celle-ci reste moins de 6h dans le rumen (Overton et al., 1996) et les
taux plasmatiques de L-méthionine augmentent avec son administration (Berthiaume et al.,
2000). Neanmoins, la concentration plasmatique totale en AA deécroit. (Berthiaume et al.,
2001).
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La SMARTAMINE est un additif alimentaire commercialis¢é par Adisseo. C’est un
mélange de DL-met entouré par un copolymere de vinyle/styrene qui est insoluble au pH
ruminale et devient trés soluble dans 1’abomasum. II est établi que la biodisponibilité de la
SMARTAMINE est de 80 % et elle est utilisée comme contrdle positif lors des essais sur des
molécules de RPM (Batistel et al., 2017).

» Catabolisme de la méthionine

La méthionine peut emprunter la voie de la transamination afin d’étre dégradée (Benevanga
et al., 1983). Le principal produit du catabolisme ruminal de la méthionine est le méthanethiol
produit par diométhylation grace a la méthioninase (Merricks et Salsbury, 1976). Ce composé
est ensuite transformé en hydrogéne sulfide et diméthylsulfures ou absorbé et oxydé en sulfate
dans le foie (Salsbury et al., 1971 ; Salsbury et Merricks, 1975).

La méthionine peut aussi étre métaboliseé en méthionine sulfoxide (MSO) (Salsbury et al.,
1971) ou en 2_oxobutanoate (Merricks et Salsbury, 1974,1976) qui sera quant a lui transformé
en propionate (Onodera et Migita, 1984) ou a moindre mesure en acétate et butyrate (Belasco,
1980).

Finalement, la méthionine peut étre convertie par la voie de la transsulfuration en cystéine,
taurine et glutathion (Benevanga et al., 1983 ; Lobley et al., 2006).

La HMTBA sera aussi catabolisée sous forme de dimethylsulfides et d’AGL (Clarck et
Salsbury, 1980).

> Toxicité

La méthionine est I’AA le plus toxique (EFSA, 2012) du fait de son catabolisme (Dever et
Elfarra, 2008). En effet, la dégradation de la méthionine par la voie de la transamination produit
des produits sulfures tel que le MSO, et les produits dérivés du méthanethiol présentant une
forte toxicité pour le systeme nerveux. Une dépression respiratoire et du systeme nerveux
central peuvent alors apparaitre (Kandylis, 1984). Chez le mouton, une supplémentation
excessive en DL-méthionine par infusion ruminale ou abomasale est responsable de néphroses,
d’anémies hémolytiques, de problémes respiratoires, de faiblesses musculaires ainsi qu’une
appétence (Doyle et Adams, 1980). De forts taux de HMTBA aboutissent aussi a une baisse de
I’appétit chez les bovins et les moutons ainsi qu’une diminution du poids chez les moutons
(Chandler et al., 1976).

De plus, une forte concentration en méthionine, produit un déséquilibre dans la balance des

aminoacides et a pour effet une diminution de 1’appétit et de la consommation de nourriture
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ainsi qu’un effet négatif sur les performances de production (EFSA, 2012).

Les AA ne nécessitent pas d’études de tolérance car ceux-ci sont déja présents a 1’état
naturel dans les rations et utilisés comme additifs nutritionnels depuis de nombreuses années.

En conclusion, la méthionine est nécessaire en supplémentation de routine et indispensable
lors de la lactation ou aux alentours de la période de périparturition ou les taux sanguins de
méthionine sont fortement baissés (Zhou et al., 2016). Au regard des effets toxiques possibles,
la méthionine doit étre administrée a 1’animal de fagon a ce que la balance bénéfice/risque reste
positive. Il n’existe cependant pas de dose optimale établie par la 1égislation, celle-ci est donc

dépendante du jugement de I’éleveur ou du vétérinaire.
2.1.4 La bétaine

La bétaine est un composé chimique stable et non toxique dérivé de la glycine, aussi appelée
N, N, N-trimethylglycine. Elle est issue de la digestion ou d’une synthése endogene a partir de
la choline (Mitchell et al., 1979).

Elle est retrouvée dans certaines céréales, dans les épinards et les crevettes. L’aliment
contenant le plus fort taux de bétaine est la betterave a sucre (Day et Kempson, 2016). Apres
administration, elle est absorbée au niveau de I’intestin et distribuée dans les tissus par
I’intermédiaire de la bétaine GABA transporter (BGT1) (Day et Kempson, 2016).

Elle est principalement métabolisée dans le foie. Elle sera ensuite déméthylée pour former
la glycine (Mitchell et al., 1979) qui est un AA non essentiel qui participe a de nombreuses
réactions métaboliques.

La bétaine est un osmolyte permettant la protection des cellules soumises au stress oxydatif
et un donneur de méthyl participant aux réactions de transméthylation (Day et Kempson, 2016).
De ce fait, ¢’est un substrat de la formation des SAM. De plus, elle augmente 1’activation de la
AMP-activated proteine kinase (AMPK), qui est une enzyme contrélant les taux de glucose
hépatique et I’homéostasie lipidique (Day et Kempson, 2016).

La bétaine permet donc une action prophylactique de la stéatose hépatique (Barah et al.,
2003).

> Différentes formes de bétaine existantes

Elle est apportée chez les animaux sous deux formes : la bétaine anhydre et la bétaine
chlorhydrate. Ces deux formes sont synthétisées a échelle industrielle par mélange d’acide
chloroacétique et de sodium hydroxyde puis ajout de triméthylamine pour la forme anhydre et

d’acide chlorhydrate pour la forme chlorhydrate (EFSA, 2012). En médecine vétérinaire, elles
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sont considérées comme des hépatoprotecteurs pour les chévres, les moutons et le bétail
(EMEA, 1997). Elles ne sont néanmoins pas présentes dans la pharmacopée européenne.

La bétaine peut aussi étre retrouvee sous forme de bétaine monophosphate (Eklund et al.,
2005).

» Toxicité et dose

Des etudes de toxicité in vitro et in vivo ont été réalisées chez le rat, mais cela n’a pas été
suffisant pour prouver la sécurit¢ d’emploi de la bétaine. En effet, il n’y a toujours pas de
données disponibles concernant la toxicité de la bétaine sur la reproduction et le
développement. De plus, compte tenu d’une grande variabilité interindividuelle, aucune
NOAEL n’a pu étre déterminée. La NOAEL (No Observable Adverse Effect Level en anglais)
est la dose maximale que 1’on peut administrer sans voir apparaitre d’effet toxique. Ainsi la
législation européenne n’admet pas de maximum de dose pour la bétaine. Cependant, elle est
utilisée depuis de nombreuses années et reste trés bien tolérée (a dose définie) chez les
monogastriques ainsi que les ruminants.

La dose recommandée pour les vaches laitiéres ainsi que pour le bétail est de 50g/j, ce qui
équivaut a 2000-2500 mg/kg de nourriture. La bétaine peut aussi étre administrée par 1’eau de

boisson, dans ce cas le dosage serait de 250 mg/L pour le bétail.

2.1.5 Spécialités pharmaceutiques contenant des donneurs de méthyls : Résumés des
Caractéristiques du Produit (RCP) par L’Agence nationale de sécurité sanitaire de

I'alimentation, de I'environnement et du travail (ANSES)

La bétaine, la choline ainsi que la méthionine sont des hépatoprotecteurs indiqués dans la
prévention ou le traitement de maladies métaboliques telle que la stéatose hépatique.

Certains médicaments vétérinaires contiennent les 3 substances actives lipotropes. C’est le
cas du PAXOLIP® mis sur le marché en 1992 par les laboratoires BIOVE et indiqué par voie
orale comme traitement adjuvant des insuffisances hépatiques chez les bovins, ovins et caprins.
D’autres spécialités peuvent aussi étre utilisées pour simuler 1’activité hépato-digestives en cas
de troubles digestifs ou hépatiques.

L’ACTILEVER B® contient de la methionine et de la bétaine. Ce medicament est
commercialisé par les laboratoires BIOVE et a obtenu son AMM (Autorisation de mise sur le
marché) en 1992 (renouvelé en 2017). Il est utilisé chez les veaux par voie orale.

L’ORNIPURAL SOLUTION® est une solution injectable utilisée chez les bovins et ovins
ayant obtenue son AMM en 1983 (renouvellement en 2009). Le laboratoire titulaire de I’AMM
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est Vetoquinol. La bétaine est ici associée a des AA détoxifiants tel que la citrulline, ’arginine
et I’ornithine.

Enfin, SEDOCHOL® est un médicament commercialisé par Mérial et administré chez les
bovins et ovins contenant de la choline ainsi que de la méthionine. L’addition de ces deux
molécules permettrait une synergie d’action en améliorant I’appétit des animaux en bilan
énergétique négatif (Sun et al., 2016) et en augmentant la synthése de SAM (Zeisel et al.,
2006). SEDOCHOL® est indique en prophylaxie ou traitement de maladies hépatiques tels que
la stéatose, I’insuffisance hépatique, I’ictére ou encore les cirrhoses depuis 1992 (AMM

renouvelé en 2002).
2.2 Carnitine

La carnitine est un compose permettant le transport des Acyl-CoA (acides gras activées) au
travers de la membrane mitochondriale. Elle permet ainsi la B-oxydation des AGNE.

Les deux isoméres de la carnitine sont présents chez 1’animal, seule la L-carnitine étant
active. Elle provient de 1’alimentation ou d’une synthése endogene a partir de la lysine et la
méthionine (Hearn, 1989).

Aprés administration orale de la L-carnitine, celle-ci sera absorbée au niveau de I’intestin
par un systéeme de transporteur sodium dépendant ou par diffusion passive (Gudjonsson et al.,
1985). Elle sera ensuite transportée au niveau du cytosol des cellules hépatiques et éliminée au
niveau des glandes mammaires dans le lait ou excrétée par le rein et réabsorbée au niveau
tubulaire (Donkin, 2006).

Lors de I’administration de L-carnitine chez la vache laitiere, il y a une augmentation de
I’oxydation du palmitate engendrant une baisse de I’estérification des AG en TG (Drackley et
al., 1991). De plus, chez les moutons supplémentés en carnitine, une diminution des taux
plasmatiques d’AGNE et de TG sont visibles (Harmeyer, 2003).

En début de lactation, les taux de L-carnitine sont diminués chez la vache laitiere (Furll et

al., 1999) : une supplémentation est donc nécessaire.
» Protection ruminale de la carnitine

La L-carnitine libre est fortement dégradée dans le rumen (Harmeyer, 2003). Une
protection ruminale augmenterait de maniére significative la biodisponibilité de la carnitine
(Harmeyer, 2003). Olagaray (2017) a prouvé qu’une forme protégée de la dégradation ruminale
de la L-carnitine permettait d’augmenter la biodisponibilité de cette substance active chez les

vaches. Pour ce faire, il a comparé des infusions abomasales et ruminales de carnitine cristalline
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avec deux formes de L-carnitine encapsulée : la 40COAT (40 % d’encapsulation) et la
60COAT (60 % d’encapsulation). Les résultats ont prouvé que la concentration sanguine en L-
carnitine était plus ¢levée chez la vache laitiere traitée avec la 40COAT qu’avec la carnitine
cristalline. Cependant pour les vaches traitées avec la 60COAT, il n’y a pas eu d’augmentation
significative des concentrations sanguines en L-carnitine. Cela étant surement dd a un taux
d’encapsulation trop grand qui ne permet pas la dégradation de la substance active dans le
rumen et donc son absorption dans I’intestin.

A T’avenir, d’autres études seront donc nécessaires afin de déterminer le pourcentage

d’encapsulation optimale de la L-carnitine.
» Dose

La carnitine est administrée a ’animal sous forme de L-carnitine, de L-carnitine
chlorhydrate ou de L-carnitine L-tartare.

Au sein de I’Union européenne, elle est enregistrée comme additif alimentaire et la dose
recommandée est de 10-50mg/kg de nourriture. Selon la législation européenne, elle est aussi
considérée comme une substance active a effet pharmacologique en médecine vétérinaire
(EFSA, 2012).

» Médicament vétérinaire

La VIGOSINE® injectable (ANSES, RCP) est un médicament vétérinaire ayant obtenu
son AMM en 1987 et dont la substance active est la L-carnitine. Ce médicament est indiqué
dans le traitement des pertes d’appétit lors de troubles métaboliques chez la vache laitiere. Cette
forte diminution de I’appétit est un effet secondaire de la stéatose hépatique. En favorisant le
transport mitochondrial des AGNE, la carnitine permet d’augmenter leurs beta oxydation et
ainsi de stimuler ’appétit de I’animal permettant un apport de nutriments nécessaires chez la

vache laitiére.
» Toxicité

Lors de son administration par voie orale chez le rat, aucune toxicité n’a pu étre démontrée.
Bien que peu d’informations sur la toxicité de la L-carnitine ne soit disponible, celle-ci est

considérée comme sans danger pour 1’animal par la 1égislation européenne (EFSA,2012)
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2.3 L’inositol

L’inositol est un composé lipotrope qui présente 9 stéréoisoméries (Holub, 1982). L’un de
ces isomeéres, le myo-inositol est un composant des phosphatidylinositol (PI). Le PI est un
phospholipide constituant des membranes cellulaires et des lipoprotéines (Chu et greyer, 1981 ;
Greloff, 1986)). Il est nécessaire dans le transport des lipides (Reed et al., 1968 ; Burton et
Wells, 1977).

Burton et Wells, 1976 ont démontré qu’une alimentation pauvre en inositol chez le rat peut
entrainer une stéatose hépatique. De plus, chez le veau atteint de stéatose hépatique on peut
retrouver un taux d’inositol tres faible (Greloff et al., 1986).

L’inositol peut étre supplémenté comme médicament vétérinaire ou par 1’alimentation.
L’ACTILIVER B® commercialis¢ par le laboratoire BIOVE contient 20 mg d’inositol par g.
Il est associé a de la méthionine et a de la bétaine. Cette spécialité pharmaceutique est indiquée
chez le veau pour simuler I’activité hépato-digestive lors d’insuffisance hépatique (ANSES,
RCP).

Le myoinositol est retrouvé sous forme d’acide phytique dans 1’alimentation (Gerloff,
1986). Cet acide subit une activation grace a une enzyme, la phytase, dont les monogastriques
sont dépourvues (Oatway, 2001). Chez les ruminants, cette phytase est présente dans le rumen
et permet I’hydrolyse de I’acide phytique en myo-inositol et inositol-Phosphate. La
biodisponibilité de cet acide dépend donc de cette enzyme.

Trés peu d’études sur I’efficacité et la toxicité de I’inositol ont été réalisées chez les
ruminants et les résultats correspondants ne sont pas concluants. L’étude de Gerloff (1986) ne
montre pas d’action de I’inositol sur le métabolisme lipidique des vaches laiticres, cela pouvant
étre d0 au fait que les animaux utilisés lors des tests ne présentaient pas de déficit en inositol.
Cela a cependant permis de démontrer qu’un surplus du taux d’inositols chez la vache laitic¢re
ne semble pas avoir d’effet toxique.

La supplémentation de I’inositol et de I’acide phytique chez les bovins et ovins est donc

basée sur des études faites chez d’autres espéces, notamment le rat, le chien et le chat (EFSA,
2014).

2.4 Acide nicotique ou nicotinamide

La vitamine PP ou vitamine B3 est composé de deux molécules : la niacine (ou acide
nicotinique) et de son amide, la niacinamide (ou nicotinamide). Ce sont des composants des

coenzymes transportant I’hydrogéne : NAD et NADP. Ils interviennent donc dans les cycles
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d’oxydoréduction du métabolisme glucidique, lipidique et protéique en tant que cofacteurs et
permettent les transferts d’hydrogéne (Dietrich ; Panda et al., 2017). lls sont donc nécessaires
au déroulement de nombreuses réactions métaboliques et catalysent des réactions de la
glycolyse, du cycle de Krebs, de la synthése et du catabolisme des AA. Au niveau du
métabolisme lipidique, ils permettent entre autres 1’oxydation et la synthése des AG. Chez le
ruminant, ils participent aussi a I’'uréogenése permettant ainsi I’¢limination de ’ammoniac sous
forme d’urée (Panda et al., 2017).

La vitamine B3 peut provenir de I’alimentation ou d’une formation endogéne. La niacine
sera alors synthétisée a partir du tryptophane (Panda et al., 2017). De plus, une synthese
microbienne ruminale permet aussi de produire de la vitamine B3 (Santschi et al., 2005). Une
alimentation riche en céréales, telle que le riz ou le mais, apporte environ 35 % des apports
journaliers en niacine (Panda et al., 2017), le reste étant formé grace aux syntheses
microbiennes. Dans certains cas, comme celui des vaches hautement productives, le taux de
niacine produit peut-étre insuffisant et une supplémentation devient indispensable (McDowell,
2000).

La vitamine B3 peut étre commercialisée sous sa forme acide ou sa forme amide. Les deux
molécules présentent la méme activité et la forme acide sera convertie en forme amide dans les
tissus et le rumen (Erickson et al., 1990). Aprées administration par voie orale, la vitamine B3
est absorbée par diffusion et transportée par les érythrocytes pour étre distribuée dans les tissus.
Elle sera ensuite éliminée dans les urines principalement sous forme inchangée (Panda et al.,
2017 ; DSM).

A cause de sa forte dégradation dans le rumen (Santschi et al., 2005), la forme orale de la
niacine devra étre protégée avant administration (Tienken et al., 2015). La biodisponibilité de
la niacine sous forme protégée est fortement augmentée (Tienken et al., 2015) mais reste
néanmoins trés variable (Morey et al., 2011 ; Yuan et al., 2012).

L’administration de Niacine aura pour effet de diminuer les concentrations d’AGNE dans
le sang, et les concentrations de corps cetoniques et d’augmenter les performances de
production chez les bovins et les agneaux (Panda et al., 2017).

Elle est surtout utilisée chez les ruminants en début de lactation et en fin de gestation en
prévention de la cétose et d’une carence en vitamine B3. Elle est particuliérement
recommandée chez les vaches produisant une forte quantité de lait qui sont pour la plupart en
déficit de niacine (Panda et al., 2017).

Plusieurs produits existent sur le marché. La niacine est vendue comme compléments

alimentaires ou sous formes de spécialités pharmaceutiques avec une AMM illimitée :
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FERCOBSANG produit par le laboratoire Vétoquinol et NUTRA B commercialisé par Zoetie
France. Afin de traiter certaines carences, la nicotinamide est ici associée avec de la vitamine
B6, B1, B12 ou fer (ANSES, RCP).

Selon Panda et al (2017), la dose permettant de prévenir un déficit en niacine chez les
ruminants est de 2,5 mg d’acide nicotinique par L de lait, 2 fois par jour. Cette é¢tude a aussi
permis de déterminer une dose toxique qui est de 350 mg/kg*BW.

Les effets indésirables dus a la prise de vitamine B3 sont I’anorexie, I’ataxie, une forte

déshydratation et une diarrhée sévére.
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IIl. Comparaison bibliographigue du modeéle de FLiver (Bahloul,
2014) et Freetly et al. (1993)

1) Introduction

Il existe différents modeles hépatiques ; les modeles globaux de 1’animal et les modé¢les
foie.

Dans les modeles globaux, le foie est considéré comme un sous-modéle de 1’animal entier.
Ils ont a ce jour, a ma connaissance, au nombre de trois ; le modele de Baldwin et al., (1987),
le modéle de Danfaer (1990), et le modele de Martin et Sauvant (2007). Ces modeéles
considerent le foie comme une boite noire : les réactions de conversion métabolique et de
transferts a I’intérieur du foie sont mal définies et mal connues. En effet, seules les principales
voies métaboliques du foie sont représentées. On ne peut donc pas les comparer avec le modele
FLiver (Bahloul, 2014) qui est un modele foie qui lui décrit les réactions de conversion
métabolique et de transferts a I’intérieur du foie.

Les modele foie sont au nombre de quatre, en comptant le modele de FLiver (Bhaloul,
2014) ; le modéle de Waghorn (1982), le modeéle de Freetly et al., (1993), et le modele de
Hannigan et al., (2004). Ce sont des modéles mécanistes du métabolisme hépatique ou le foie
est considéré comme un compartiment a part entiére. Contrairement aux modeles globaux, les
modeles foie sont plus représentatifs du métabolisme hépatique. Le modéle de Waghorn (1982)
prend en compte le métabolisme mammaire. De plus, il se focalise en particulier sur la synthése
d’urée et de protéines. Le Modele de Hannigan et al., (2004) se focalise sur le métabolisme
hépatique des AA. On ne peut donc pas comparer ces deux modeéles avec celui de FLiver
(Bahloul, 2014). Le modeéle de Freetly et al., (1993) semblait assez proche du modele FLiver
(Bahloul, 2014), il a donc été décidé de les comparer.

L’objectif de cette comparaison est de déterminer 1’apport du modele Fliver (Bahloul,
2014) par confrontation a un ancien modeéle foie (Freetly et al., 1993).

Dans cette partie nous nous attellerons a comparer le modele Fliver (Bahloul, 2014) et
Freetly et al., (1993) quant a la construction du modéle. Cette premiere étape de la comparaison
des modeles a pour but de vérifier dans quelle mesure les modeles étaient comparables.

La comparaison des résultats ainsi que les analyses du comportement ces deux modeéles

seront abordées dans la partie recherche de cette thése.

61



2) Modéle FLiver
2.1 Généralités :

FLiver (Bahloul, 2014) est un modéle mécaniste (il décrit le métabolisme des différents
nutriments au sein du systeme « foie »), statique (ce qui fait varier les sorties du modéle sont
les niveaux d’entrée des différents nutriments, et non pas le temps) et déterministe (I’état du
systeme est déterminé de maniére prévisible et unique a partir des valeurs des variables
d’entrée). C’est un modele & compartiments. 1l décrit les différents flux des principaux
nutriments (Figure 9 b)) dans le foie et les réactions métaboliques entre ces nutriments (fig 9

a)).

Figure 9 a) et b) : a) Diagramme de Forester de « FLiver » représentant les flux nets des
principaux nutriments a travers le foie chez le ruminant en bilan énergétique positif. b)
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Svmbole Diescription

ACA Acetyl-CoA

Achr Acetoacetate

EHE B-tovdrosymanTate

Cc2 Acetats

c3 Propionate

c4 Euryrats

Co2 Digeyds de carbone
Glc Glucoze

Glg Glycogens

EE Carps cétonigquas
LCFA Arides graz 3 chainas longues
Lt Lactata

NH3 Ammaniague

o4 Crraloacesate

oz Orygane

PYER. Prruvate

Pri Protéines

TAS Acides aminees totax
Ur Ures

NPA Apparition nette partale
HER Libérzstion nette splanchnique b)

Nutriments considérés dans le modeéle et abréviations utilisées.

Ce schéma trés simplifié du modele de FLiver représente le foie avec les différents compartiments de pools
hépatiques de nutriments (carrés pleins), les carrés pointillés représentant les compartiments associés au cycle de
Krebs. Les fléches pleines représentent les flux d’apparition nette portale (entrée des nutriments), les lignes pleines
grasses représentent les flux d’émission hépatique des nutriments (sorties du modéle), les lignes en pointillés, les
réactions métaboliques entre les différents nutriments. Les échanges de CO2 associés au cycle de Krebs sont
représentés par des fleches curvilinéaires.

La base de données FLORA (Fluxes of nutrients across Organs and tissues in Ruminant
Animals ; Vernet and Ortigues-Marty, 2006 ) a été utilisée pour déterminer les valeurs des
pools des compartiments ainsi que les valeurs des inputs. Cette base de données exhaustive
rassemble I’ensemble des données issues des publications internationales concernant les flux
de nutriment dans ’aire splanchnique chez les ruminants. Ces données prennent en compte les
différents statuts physiologiques de 1’animal ainsi les situations nutritionnelles. De plus, ces
données sont multi espéeces.

Dans ce modéle les différentes réactions métaboliques hépatiques ont été représentées :

- Lecycle de Krebs

- Le métabolisme du glucose

- Le métabolisme des nutriments azotes

Le métabolisme lipidique incluant la cétogenese

Par ailleurs, il permet de tester différents scenarii d’apport en nutriments. Ce sont les
steady-state ou états d’équilibre, ainsi les courbes de réponse du modéle sont présentées ‘en
marches d’escalier ’ et permettent donc de tester différents jeux de données d’entrée en méme

temps.
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2.2 Equations empiriques

Les équations obtenues par méta analyse lors de la premiére étape du projet « Flux de
nutriments » ont été utilisées pour calibrer FLiver. Ces équations charpentes représentent soit
des flux nets hépatiques (NHF), ¢’est-a-dire des flux de nutriments émis ou prélevés par le foie,
soit des flux nets d’émission splanchnique (NSR). Les équations empiriques sont appelées ici
« équations charpentes » (Tableau 1). Ces équations charpentes font partie du modéle sous
forme de variables de calcul. Ainsi, les parametres ont été ajustés de maniére que les résultats
simulés par le modéle convergent au mieux avec les valeurs prédites par les relations

empiriques pour prédire la conversion quantitative des nutriments.

Tableau 1 : Equations charpentes d'origine du modéle FLiver.

Number Equation Adjustment’
Item o N Iy EMSE Ry
NHF, mmol C = h! » kg BW-
C3 28 5 690 3 001 =007 001 =003 = NPA-C3 0.08 0.59
Glc 3 14 8 4 -0.71 072952 081 =011 » NPA-prec? 042 0.89
Lt 26 14 65 0 -045=013""-047=0.12" = NPA-Lt 0.20 0.80
NHEF, mmol N = ! x kg BW-!
N-NH: 21 g 51 1 00100192101 20027 =« NPA-NH; 0.02 0.00
N-Ur 13 7T 32 3 008003 +105£0.12™ = NPA-NH: + 048 = 0.00™" = 0.14 0.04

NP A-g-amino-N i i

NSE. mmol C = bl = kg BW-
EHE 20 8 51 2 099037 +000x031" « NPA-BHB 035 0.85
c2 22 12 353 4 034031 +1.02 £0.07™ x NPA-C2 036 0.96
C4 20 7 49 3 007003 +032=004" x NPA-C4 0.03 092
TAA 20 12 7% 2 0.10=019" + 027 =006 =« NPA-TAA 0.34 0.84
NSE. mmol = bl = kg BW-
) 31 10 8 4 -148+034" + 160000 = NPA-Oy 040 0.95

NHF : flux net hepatique, NSR : émission nette splanchnique release, NPA : apparition nette portale, C3:
propionate, Glc : Glucose, Lt : lactate, BHB : betahydroxybutyrate, C2 : Acetate, C4 : Butyrate, TAA : acides
aminés totaux, N-NH3 : azote amoniacal, N-Ur : azote de 1’Urée, RMSE : residual mean square error, prec :
précurseurs du glucose.

Les équations charpentes « contraignent » et calibrent le modele, c’est a dire qu’elles
imposent a FLiver des points simulées (valeurs simulées par les équations pour un temps
donné). Les points simulés devront se rapprocher au plus prés de ces observations, dites réelles.
Les nouvelles données (points simulés) ont été obtenues pour des temps allant de 1 a 16000
secondes. Pour choisir quels points simulés par le modéle prendre en compte il faut se reférer
aux travaux de Loncke et al. (2009) et Bahloul (2014).

Les nutriments ont été divisés en trois groupes en fonction de leur nombre de carbones (C) ou
d’azotes (N) :

-Groupe 1 4 2C : C2, C4, BHB, AG a chaine longues (LCFA)

- Groupe 2 a 3C : C3, Lt, nutriments glycogéniques
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- Groupe 3 avec N : TAA, NH3, Ur
A I’aide de I’analyse de données déja existantes (« flux en bilan énergétique positif »,
36 publications), les différents niveaux de variations des flux d’entrée des nutriments ont été

définis. Pour exemple voici les différents niveaux pour le groupe 1 et le groupe 2 :

- Apparition nette portale de C2 (valable aussi pour tous les nutriments du groupe 1) : 2,5; 3,5
4.5;55;6,5mmolC/ (h x kg BW)

- Apparition nette portale de C3 (valable aussi pour tous les nutriments du groupe 2) : 1, 2, 3,
4 mmol C/ (h x kg BW)

Ces niveaux sont représentés sur la figure 10 par des lignes pleines ou en pointillées
déterminant un quadrillage. Les points des données simulées qui sont a I’intérieur de ce

quadrillage sont ceux utilisées par FLiver.

Figure 10 : Déterminations des points simulés a utiliser dans FLiver
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NPA-C3 : Apparition nette en veine porte de propionate, NPA-C2 : apparition nette en veine porte d’acétate,
BW : poids vif.

FLiver a été calibré avec les équations empiriques obtenues par Loncke (2009) et Loncke et
al. (2009) décrites dans le tableau 2. Entre temps, 4 de ces équations ont subi quelques
modifications (Loncke et al., 2015 et 2018) dans le but de les améliorer. Le tableau 3 montre
les 4 nouvelles équations qui ont été implantées dans le modele. Ce travail de master (Chartoire,
2018) montre que les modifications des équations n’ont que peu d’impact sur la structure du
modele (exceptées pour le lactate). Cette partie bibliographique se base sur la description de la

construction du modeéle FLiver et la comparaison de ce modéle avec celui de Freetly.
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Tableau 2 : Nouvelles équations charpentes dans FLiver (Loncke et al., 2015, Loncke et al.,
2019b)

Anciennes éguations charpentes Nouvelles équations charpentes

NSR-C2 0.34+0.31+1.02+0.07* NPA-C2 0.977 +0.175 + 1.033 + 0.077 * NPA-C2
NHF-C3 0.01+0.07 - 0.91+ 0.03 * NPA-C3 0.0032 + 0.022 - 0.910 + 0.028 * NPA-C3
NHF-Glc -0.71+0.72 + 0.81 + 0.11*NPA-Prec -0.708 £ 0.727 + 0.809 + 0.112 * NPA-Prec

NHF-Lt -0.45+0.13-0.47 £0.12 * NPA-Lt -0.2195 £ 0.0621 + 0.218 + 0.080 * NPA-C3 - 1.029
+ 0.096 * NPA-L-Lactate

NSR : flux net d’émission splanchnique, NHF : flux nets hépatiques, C2 : acétate, C3 : propionate, Glc :
glucose, Lt : lactate

La valeur d’un compartiment décrit la quantité qui y est contenue. Cette quantité est
calculée par une équation différentielle qui indique le taux de changement de cette valeur, en

fonction des flux d’entrée et de sortie du compartiment.

2.4 Flux

FLiver contient 11 inputs : Le NH3, I’Urée, les TAA, le C3, le Lt, les LCFA, le C2, le
CO2, le C4 et le BHB. Ces nutriments sont considérés comme traversant le foie avec un flux
de sortie net pour chaque nutriment entrant excepté pour le flux de LCFA et le flux de BHB
qui se divise en 2 flux distincts ; le BHB et I’AcAc. Les inputs sont caractérisés par 1’apparition
nette portale (NPA) en nutriments issue des données disponibles dans la base de données
FLORA. Les outputs du modele exceptés LCFA sont définis par l’évacuation nette
splanchnique de nutriment et sont déterminés pour chaque combinaison de nutriments grace
aux équations empiriques associées aux NPA. Chaque flux de nutriment est calibré par une
équation empirique. Concernant les AG libres (LCFA), di a un manque de données, on
considere la concentration absorbée par le foie au lieu du NPA. Les AG libres sont donc
représentés par une fonction de BW* et ne sont pas calibrés par une équation empirique.

Les équations représentant les réactions métaboliques dans le modele de FLiver sont de
type loi d’action de masse. Ce sont des équations simples associant un parameétre avec une

concentration en nutriment :
Lnutrient-1-Lnutrient-2=Knutrient-1,nutrient-2*[Nutrient1]

OU Lhnutrient-1-Lnutrient-2 représente le flux allant du compartiment 1 au compartiment 2 (en mmol
C x h x kg BW! sauf pour le compartiment NH3 et O2 qui seront exprimé en mmol N x h!

x kg BW et mmol x h't x kg BW™?) ,Knutrient-1,nutrient-2 le coefficient de conversion du nutriment
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1 en nutriment 2 (hY), et [nutrient1] représente le pool de nutriment 1 du compartiment 1 (en
mmol C or N x kg BW?)

Les paramétres du modele (en h™) sont obtenus par optimisation grace a la méthode du
Simplex. Le processus d’optimisation se déroule sur des périodes de temps théoriques de 200h
afin de permettre au modele d’atteindre 1’état d’équilibre pour chaque combinaison de NPA.

Les équations empiriques de chaque nutriment sont utilisées pour calibrer les paramétres.

2.5 Description du métabolisme

Figure 11 : a) Diagramme de Forester de « FLiver » représentant les flux nets des
principaux nutriments a travers le foie chez le ruminant en bilan énergétique positif et b)
tableau descriptif des flux dans FLiver
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13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

Lks-NSRsrs
Laca-NSRc2
Lcs-NSRcs
Lca-NSRcq
Lcoz-NSRco2
Licra-NSRLcra
Laic-NSRglc
LL-NSRt
Lnms-NSRH3
Lraa-NSRtaa
Lur-NSRuyr
Laca-Lks
Lca-Lke
Lea-Laca
Laca-Lcoz
Licra-Laca
Laic-Laig
Leig-Lalic
Laic-Lrvr
Loa-Laic
Lcs-Levr
Les-Loa
Leyr-Loa
Lpyr-Lit
Lic-Leyr
Levr-Laca
Lraa-Laca
Lraa-Loa
Loa-Lco2
Lraa-Lert
Lert-LTan
Lraa-Lur

Lnnz-Lur

Kens % [KB]

Kez X [ACA]

Kcs x [C3]

Kca x [C4]

Kcoz x [CO7]

Kicra x [LCFA]

Kaic x [Glc]

Ky x [Lt]

Knns X [NH3]

Kraa x [TAA]

Kur x [Ur]

Kaca-ke*(1/(1+ (Loa-Lco2)/Kaca))*[ACA]
Kcaxs*[C4]

Kcs-aca™[C4]
Kaca-co2*[ACA]
Kicra-aca*[LCFA]
Kaic-cig*[Clc]
Keig-cic*[Glg]
Kaicpyr*[Glc]
Koa-cic*[OA]
Kes-pyr*[C3]

Kcz0a™*[C3]
Kpyr-0a*[PYR]
Kpyr-L*[PYR]
Kiepyr*[Lt]
Kpyr-aca*[PYR]

Kagamination *(1-K partition) *[TAA]
Kagamination *Kpartition* [ TAA]
Koa-coz X [OA]
Kraapt*[TAA]
Krrtaa*[TAA]
([Lvaa-LACAJ+[ Ltaa-Loa])/4/1.396
Knnz-ur*[NH3

NHF : flux net hepatique, NSR : émission nette splanchnique, NPA : apparition nette portale, C3 : propionate,
Glc : Glucose, Lt : lactate, BHB : betahydroxybutyrate, C2 : Acetate, C4 : Butyrate, TAA : acides aminés totaux,
N-NH3 : azote amoniacal, N-Ur : azote de I’urée, RMSE : residual mean square error, prec: précurseurs du
glucose, [A] : concentration de A, K : paramétres associés aux flux.
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2.6 Metabolisme glucidique

Dans le modele de FLiver, le propionate est metabolisé en OA (le flux 34 ; Figure 11)
représente toutes les étapes de métabolisation de ce propionate), pour ensuite participer a la
néoglucogenése via ce compartiment OA (flux 32 ; Figure 11).

Le lactate est considéré comme un input et output. Le pool de ce nutriment est représentée
par un compartiment reliant le compartiment pyruvate par deux flux inverses. (Equation 12 et
13 ; Figure 11; flux 37 et 36 ; Figure 11)

En revanche, FLiver ne considéere pas le glycérol comme un input du modéle. Le glycogene
est représenté comme un compartiment de stockage permettant d’équilibrer le nombre de
carbone au sein du modele. Ce choix a été fait dans un but de simplification du modéle car le

réle du glycérol dans la néoglucogenese est considéré comme négligeable (Brockman, 1993).

2.7 Métabolisme lipidique

Fliver prend en compte les AG a longues chaines comme entrées et sorties du modéle (flux
6 et 18 ; Figure 11) mais ceci ne sont pas definis par des flux nets avec une NPA et un NSR.
Ces AG sont ensuite transformés en ACA puis en C2 (flux 14 ; figure 11) ou redirigés vers la
synthése de corps cétoniques (flux 24 ; Figure 11).

Dans le modele de Fliver le C2 est directement transformé en ACA (agrégation du pool
mitochondriale et cytoplasmique pour simplification) pour ensuite étre transformé en Corps
cétonique (flux 2 et 24 ; figure 11) ;

Le butyrate est un nutriment important métaboliquement dans Fliver et il sera transformé en
grande majorité directement en Corps cétoniques (flux 25; Figure 11). Il peut aussi se
transformer en ACA (flux 26 ; Figure 11) participant ainsi, dans une mesure bien moindre, a la
synthése des corps cétoniques via I’ACA (flux 24 ; Figure 11), & la formation d’acétate (flux
14 ; Figure 11) ou a I’oxydation compléte des nutriments par le cycle de Krebs (flux 27 ; Figure
11). De plus le béta-hydroxybutyrate est aussi représenté comme flux d’entrée dans le modéle
puis en flux de sortie majoritaire car c’est le premier corps cétonique crée par le foie. Son flux
net est bien défini dans le modéle (flux 13 ; Figure 11) et s’il y a un exces de p-OH on aura

alors un flux de AcAc pour prendre la releve (flux 12 ; Figure 11).

2.8 Métabolisme azoté

Fliver ne prend pas en compte le métabolisme des AA individuels. Aprés déamination
I’azote a-aminée (a-amino-N) est orienté vers I’uréogenése (flux 44 ; Figure 11) et le carbone

de la déamination est orienté vers le cycle de Krebs via ’ACA (flux 39 ; Figure 11) ou via
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I’OA (flux 40 ; Figure 11). Les carbones issus de TAA et participant aux cycle de Krebs via
OA peuvent étre orientés pour prendre part a la neoglucogenese. Une contrainte
steechiométrique a été ajoutée au flux 44 (Figure 11) afin d’établir un nombre d’azote cohérent
participant a I’uréogenése. L’équation du flux 44 est donc de la forme Ltaa-Lur = ([flux 39] +
[flux 40])/4/1,396. Ce flux est donc dépendant du flux 39 et 40 (Figure 11) qui, pour rappel,
représente le C de la déamination des TAA participant au cycle de Krebs via ACA et OA. Une
contrainte a été introduite concernant ces flux. En effet, des parametres de partition ont éte
instaurés. Kpartition représente la proportion de Carbone orienté vers le cycle de Krebs via OA
et (1-K partition) décrit la proportion de carbone orienté vers le cycle de Krebs via ACA.
Kdéamination est le coefficient de déamination des TAA en a-amino-N. De plus, un
compartiment de stockage a été introduit dans le but d’équilibrer le modele en carbone et azote.
Le flux 42 représente la synthese des protéines a partir de TAA et le flux 43 la protéolyse de

ces protéines (Figure 11). L’Uréogenése est représentée par le flux 45 (Figure 11).

3) Modéle de Freetly et al (1993) :
3.1 Introduction

Le modele développé par Freetly et al. en 1993 est un modéle foie mécaniste, déterministe
et dynamique qui simule le devenir des nutriments au sein du foie chez la vache laitiere. C’est
un modele a compartiment qui permet de décrire le métabolisme hépatique et prédit 1’utilisation
en nutriments. Il a été développé selon une approche bottom-up.

I1 exploite les données d’environ 40 publications traitées sur une base de bibliographie
classique (sans modele de quantification associ¢) afin d’estimer les concentrations en
nutriments et enzymes. Ces données sont obtenues soit in vivo, soit in vitro sur cellules
hépatiques isolées. Ainsi les auteurs observent parfois des contradictions entre les différentes

publications mais aucune explication a cela n’a été trouvé.

3.2 Compartiments :

Les compartiments représentent des variables d’état qui sont décrits par des équations
différentielles. Ces variables d’état varient quantitativement en fonction des flux entrants et
sortants de ces compartiments. Les pools des compartiments sont en mol/ L et sous la forme :
d(pool) / d(t) = entrées - sorties
ou les entrees sont des métabolites et effecteurs permettant de déterminer la valeur des flux et

les sorties sont les métabolites formeés. Le temps est représenté par t, et est exprimé en jours.
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Figure 12 : a) Schéma descriptif du modéle de Freetly et al. (1993) b) abréviations des
métabolites, , ¢) abréviations des Coenzymes d) abréviations des substrats extracellulaires
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Symbole Description

Meétabolites

AGP o-glycérol phosphate

AK o-cétoglutarate

AL Alanine

AS Aspartate

cc Acétyl-CoA cytoplasmique
CT Citrate

DC Oxaloacétate + malate

FA Acides gras libres

FP Fructose-6-phosphate

GP Glucose-6-Phosphate

GU Glutamate

IC Isocitrate

MC Acétyl-CoA mitochondriale
nC Dioxyde de carbone

PC Propionyll CoA

PE Phosphoénolpyruvate

PY Pyruvate

TP Glycéraldehyde-3-Phosphate + Dihydroxvacétone phosphate
Co-enzymes

AD ADP

AT ATP

Cs CoASH

FD FAD

FDH FADH

ND NAD

NDH NADH

NP NADP

NPH NADPH

b)



Symbole Description

eAC Acetate

eAL Alanine

eAS Aspartate

eBNH 3 Ammoniaque
eBU Butyrate

eFF Acides gras libre
eGL Glucose

eGN Glutamine

eGU Glutamate

eGY Glycérol

elB Isobutyrate

eIV [sovalérate

eLA Lactate

ePR Propionate

eUL Lipides (indéfinie)
eVA Valérate + 2-Méthylbutyrate C)

Les inputs et outputs du modéle sont décrits par des carrés en pointillés (Figure 12). Les
inputs du modele sont: le glucose (eGL), le glycérol (eGY), le lactate (eLA), les AA
(comprenant I’alanine (¢AL), ’asparagine (eAS), le glutamate (eGU)), le CO2, les AGL (eFF)
et les AGV majeurs (I’acétate (¢AC), le butyrate (eBU), le propionate (ePR)) et mineurs
(isovalérate (elB), valérate et 2-méthylbutyrate (eVA)) ainsi que I’iso-butyrate et le 2-
méthylbutyrate et une source de protéines exogenes indéterminée.

Les outputs du modéle sont 1’acétate, les corps cétoniques (KB), le lactate, le glucose, le
Glycérol, le CO2, les AGL, les Triglycérides (TG), ou protéines.

Ce modeéle dépeint plusieurs voies de métabolisation tel que la néoglucogenése, le cycle de
Krebs, le métabolisme lipidique avec la cétogenese et le métabolisme azoté.

Les coenzymes sont utilisées dans Freetly et al. (1993) afin de participer aux différentes
réactions métaboliques. Ces coenzymes sont le NADH, le NAD", le NADP, le NADPH, le
FADH, le FAD", ’ADP et I’ATP. La taille des pools caractérisant ces Coenzymes sont tres
petits avec un fort turnover. Le NADP est un produit de la synthése des AG utilisées comme
catalyseur dans certaines réactions de la néoglucogenese et de la transformation de I’isocitrate
(IC) en a-cétoglutarate (AK). A I’inverse, NADPH est un coenzyme nécessaire a la synthése
des AG. L’oxydation de NADH en NAD* forme de I’ATP qui est requis pour le déroulement
de nombreuses réactions métaboliques tel que les réactions de phosphorylation, de
carboxylation ou mettant en jeu des thiokinases.

La Coenzyme CoASH (Cs) cytoplasmique et mitochondriale est agrégée en un seul pool. Elle
intervient dans de nombreuses réactions métaboliques et permet ‘I’activation’ de multiples

métabolites tel que le propionyl CoA ou ’acétyl CoA.
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2.3 Traceurs

Le modeéle de Freetly et al. (1993) inclut aussi une étude du devenir des carbones de
chaque nutriment. Il permet ainsi de prédire I’évolution d’¢léments chimiques associés a des
traceurs. Le traceur utilisé ici est le carbone 14 (**C). En effet, un traceur est associé a chaque
carbone et une équation différentielle est dédié a chacun de ces carbones. Les entrées et sorties
des radiotraceurs sont fonction de ’activité spécifique du pool précurseurs multipli¢ par le flux
correspondant.

Ce processus permet de suivre le devenir de chague carbone au sein des réactions
métaboliques et permet donc d’obtenir une vision accrue du véritable devenir des substrats.
Des données plus justes concernant le devenir métabolique des nutriments sont donc acquises.
L’utilisation de ce traceur permet aussi de connaitre précisément 1’équilibre en carbone au sein

du foie.

3.4 Flux

Tableau 3 : Type d’équations utilisées pour décrire les flux de réactions métaboliques dans

Freetly et al (1993).

Flux Equations associées

(1) Urp = Kpp X S,
(2) Urp = Kap X 8§ X (5,/C)

(3) Uprp = Kap X S, X (C/5,)

(4) Usp = Kag X 8§ X (S5,/C)*

(5) Usp=Kpp X §; X A°

(6) Usg = Vas /(1 +k,/(S,])

(7) Unp = Vap/ (L +k /[S)]+ ky/ [S2])

(8) Unp= Vap/ (1 + k /[S)] + ka/[S3] + k3 / [S5]))

9) Unp=Vap/ (1 + k /[S]+ Ky /[S;] + ky 7 [S5] + ko / [Sa))

(10) Unp = Vap/ (1 + ky /[S)])+ ky /[Sa] + (ka7 [S3)D))
(11) Urg = Vap/(l + Kk X A/ [S)))
(12) Urng=Vap/ (L +k X A/[S|] + k3 /[S5])

(13) UA.8: VA.BXA'/(I +k|/[S|])
(14) Unp = Vap X (S, 7k) /(1 + ky/[S3] + ky / [S3])
(15) Vas/ (1 + k, /[85] X [S:]/)2)
(16) Ung = Vap/ (1 + &k /[8)] + (ky / [S2D)* + [S5] )3)
(17) Vas/ (1 + Kk /(8] + ky/ [Sy) + ky /[S3] + [Sa) 7 ju + [Ss]/ Js)

=
=
i

?Q
-
|

Dans le modele de Freetly et al. (1993), les flux de nutriments suivent des lois d’actions de
masse (équations 1 a 5 ; Tableau 3) ou sont décrits par une cinétique de saturation (équations
6 a 17 ; Tableau 3) le plus souvent de type Michaelis-Menten. Les équations 10 a 16 (Tableau
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3) sont de type sigmoide. Uapg représente le flux de conversion du métabolite A en B.
Concernant les lois d’actions de masse Kag (j) représente la constante de vitesse fractionnaire
et C ((mol /L)) la concentration initiale du deuxiéme substrat (S2). Ces lois d’actions de masse
peuvent étre utilisées pour décrire des fonctions hyperboliques lorsque les concentrations des
substrats (A) sont faibles. Pour les autres équations représentatives de cinétique de saturation
les paramétres utilisés sont ; Vags (mol /j) qui décrit les capacités métaboliques maximum du
flux concerné, K, (mol /L) qui est la constante d’affinité pour le substrat Sn et jn qui est la
constante représentant les inhibiteurs compétitifs. Lorsque les données in vivo n’étaient pas
disponibles pour décrire les constantes d’affinité (Sn) et d’inhibition (jn), celle-ci ont été
considérées comme ¢égales a la concentration a 1’équilibre de chaque métabolite. Les
parameétres Vag ont été calculés grace aux concentrations a 1’équilibre des flux ainsi qu’aux
constantes d’affinités. Lorsqu’une réaction n’est décrite que par une seule enzyme, 1’équation
de ce flux sera alors représentative du comportement de cette enzyme. Dans le cas ou plusieurs
enzymes sont combinées et représentées en un seul flux, I’équation décrivant cette réaction
représente le comportement de I’enzyme limitante. De plus il existe une équation pour décrire
I’oxydation du NADH en NAD" et une pour I’oxydation du FADH. Le produit de ces deux
réactions étant I’ATP. Ces équations sont résolues grace a la méthode de Runge-Kutta d’ordre
4.

Afin de déterminer la valeur des différents parameétres Freetly et al., (1993) a fixeé les valeurs
des flux et des compartiments afin d’ajuster la valeur des parametres a ces derniers. En
association a cela, la valeur des parameétres a aussi été fixée grace aux données issues de la
bibliographie. Ce modéle est sur-paramétré (156 parametres) engendrant ainsi une
augmentation de ’erreur de prédiction et donc une diminution de la justesse des prédictions
(Sholler, 2018).

3.5 Description du metabolisme :

La Figure 13 rapporte la description du métabolisme dans le modeéle de Freetly et al. (1993).
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Figure 13 : a) Schéma descriptif du modele de Freetly et al (1993) et b) équations associees

aux flux de ce modeéle

a)

b)

Numéro de I’équation

équations

© 00 N OO O b~ W N -

[y
o

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

UecL_cp = VeoL_cp/(1+(KeaL/[eGL]))

Ucr ecL = Ker ecL/[GP]

Ucr ru = Kgr ru*[GP]*([RU]/ C)®

Ucr_rr = Kep_rr*[GP]

Urp_cp = Krp_cp*[FP]

Urp_1p = Vep_1o/(1+(Krp*A%/[FP])+(Kap/[AD]))

Utp_rp = Vrp_re/(1+K1p*A%/[TP])

Uncp_1p = Kacp_1*[AGP]*([NDH]/C)

Ute_acp = Krp_acp*[TP]*([NDH]/C)

Ut pe = Vrp pel(1+(Kre/[TP])+(Kao/[AD]) +(Kno/[ND]))
Ure 15 = Vre 10/(1+(Kre/[PE])*+(Knon/[NDH]) +(Kar/[AT]))
Ueta v = VeLa pvl(1+(Keua/[eLAT)+(Kno/[ND]))

Upy eLa = Vpy eLa/(1+(Kpy/[PY])+(Knon/[NDH]))
Ueas_as = Veas as/(1+(Kas/[AS])*([eAS)/jeas))

Ubc_pe = Koc_pe*[DC]*A¢

Uns oc = Kas oc*[AST*([NDJ/C)

Upc as = Koc as*[DC]*([NDHJ/C)

Upe py = Voe pyl(1+Kpe*AY[PE])+(Kao/[AD]))

Uy ac = Key ac*[PYT*(IND]/C)

Uac py = KaL py*[AL]*(INDH]/C)
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21 UCTﬁPY = KCTipy*[CT]*(C/[N DH])

22 Urc pc = Kee_pc*[PCI*([AT]/C)

23 Uepr_pc = Vepr_pc/(L+(Kepr/[ePR])+(Kcs/[Cs]) +(KaT/[AT]))

24 Ueis_pc = Veig_pc/(1+(Keig/[eIB])+(Kcs/[Cs]) +(KaT/[AT]))

25 Upc_ct = Voc_ct/(1+(Koc/[DC])+([CT/jcr))

26 Uak_pc = Vak_pc/(1+(Kak/[AK])+(Kno/[ND]) +(Kes/[Cs]))

27 Uy mc=Vey_mc/(1+(Kev/[PY])+(Kcs/[CS])
+(Kno/[ND])+([MC/jmc) +(INDH]/jnor))

28 Ueva pc = Veva pc/(1+(Keva/[eVA])+(Kces/[Cs]) +(Kat/[AT]))

29 Ucu_ak = Keu_ak*[GU]*([ND]/C)

30 UeaL_ AL = Vear al/(L+(Kal/[AL]*([eALY jeal))

31 Uak_cu = Kak_cu*[AK]*([ND]/C)

32 Ucu_ecu = Veu_ecu/(1+Ksu/[GU])

33 Uecu_cu = Vecu_cul(1+Kecu/[eGU])

34 Uean_cu = Veen cu/(1+Keen/[eGN])

35 Uic_ak = Kic_ak*[ICT*([NP]/C)

36 Uer ax = Ver a/(1+(Ker[CT])+(Kao/[ADIE)*(INDHY/jnow))

37 Uct ic = Ker 1c*[CT]

38 Uic_ct = Kic_c*[IC]

39 Uesu mc=Vesu mc/(1+(Keau/[eBUT)+(Kced[Cs])+(Kat/[AT]) +(Kno/[ND])

40 Ueac_mc = Veac_mc/(1+(Keac/[eAC])+(Kco/[Cs]) +(Kat/[ATI®))

41 Ueiv_mc=Verv_mc/(1+(Ken/[elV])+(Kcs/[Cs])+(Kat/[AT] +(Kno/[ND]))

42 Uwmic_eac = Kuic_eac*[MC]

43 Uwmc ke = Kuc_ke*[MC]*([NDH]/C)

44 Ura_mc=Vra_mc/(1+(Kra/[FA])+(Kcs/[CS])+(KaT/[AT]) +(Kno/[ND]))

45 Ueac_cc = Veac_cc/(1+(Keac/[eAC])+(Kcs/[Cs]) +(KaT/[ATI?))

46 Uecy_acp = Veay acp/(1+(Keav/[eGY])+(KaT/[AT]))

47 Ura_ 16 = Kra_16*[FA]

48 Ura_err= Kra_ere*[FA]

49 Uerr £ = Verr eal(1+(Kere/ [eFF])+(Kat/[AT]) +(Ked[Cs])

50 Ueut ra = Veur ral(1+(Keul/[eUL])+(Kat/[AT]) +(Kcs/[Cs]))

51 Ucc ra = Vee ra*A%(1+(Kec/[CCT))

eGY ; Glycérol, AGP ; aglycérolphosphate, TG ; Triacylglycérides ; eFF ; Entrée d’AG libres, eUL ; Lipides
indéfinis, FA ; AG libres, CC ; Acétyl-CoA cytoplasmique, eAC ;Acétate, MC ; acétyl-CoA mitochondrial, eGL ;
Glucose, GP; Glucose-6-Phosphate, FP; Fructose-6-phosphate, TP ; glycéraldéhyde-3-phosphate +
dihydroacétate, PE; Phosphoénolpyruvate, DC ;Oxaloacétate + malate, PY ; pyruvate, eLA ; lactate, PC;
Propionyl-CoA, ePR; propionate, elV ;lsovalérate, eBU ;Butyrate, elB ;lsobutyrate, eVA;Valérate + 2-
méthylbutyrate, U_A B ; flux de conversion du compartiment A au compartiment B , Ka_b et VVa_b : parametres
du modeéle
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3.5.1 Néoglucogenése

La néoglucogenese est trés détaillée dans le modele de Freetly et al. (1993) et met en jeu de
nombreux intermédiaires.

Tout d’abord nous nous intéresseront aux cycles des pentoses. La reaction réversible

permettant de transformer le glucose en glucose-6-phosphate est représenté par une cinétique
de saturation (équation 1; Figure 13). La réaction Ugp oL représente 1’efflux de glucose.
(Equation 2 ; Figure 13). La constante d’affinité de cette réaction Kep el est caractéristique de
glucokinase. La réaction inverse représentant I’entrée de glucose dans le foie est caractérisé in
vivo par I’hexokinase. Néanmoins, dans ce modé¢le, la constante d’affinité de la réaction
UecL;ep n’est pas caractérisée par I’hexokinase car la quantité de glucose entrant dans le foie
est tres minime chez les ruminants et les données de la littérature a ce sujet sont trés
clairsemées. Le glucose-6-phosphate sera ensuite transformé en Fructose-6-phosphate par une
réaction réversible (équation 4 ; Figure 13). Un équilibre chimique intervient entre ces 2
réactions inverses, les flux de ces réactions (équation 4 et 5 ; Figure 13) sont donc définis ici
par des lois d’action de masse simple. Le fructose-6-phosphate peut ensuite étre transformée
en TP (équation 6 ; Figure 13). Le compartiment TP représente les pools de glyéraldéhyde-3-
phosphate et de dihydroacétate. Ces deux nutriments sont agrégés en un seul compartiment
dans le modéle car ils sont en équilibre chimique et isotopique in-vivo. Le flux de
transformation du fructose-6-phosphate en TP (Urp ;1p ) (équation 7 ; Figure 13) est trés minime
comparée au flux contraire (Utp;rp). Le TP peut ensuite étre transformé en
phosphoénolpyruvate (équation 10 ; Figure 13). L’équation inverse (numéro 11 ; Figure 13)
représente un certain nombre de conversion intra-hépatique mettant en jeu les enzymes
suivants ; le glycéraldéhyde-3-phosphatase déshydrogénase, le 3 phosphoglycérate kinase, le 2
phosphoglycérate phosphatase et 1’énolase. Afin d’obtenir des résultats stables, une cinétique
de saturation est utilisée pour définir ce flux.
La glycolyse est minime chez le ruminant car peu de glucose est absorbé par le foie. Cela est
représenté par la valeur des flux aux steady-states. En effet, la concentration a 1’équilibre des
flux de la glycolyse ont des valeurs faibles de I’ordre de 1 a 3 mol/j tandis que les flux inverses
représentant la néoglucogenese présente des valeurs tres élevées allant de 13,986 a 28,467 mol/j
(Tableau 4).

Le ribulose-5-Phosphate est implanté dans le modéle Freetly et al. (1993) comme un
régulateur de la néoglucogenese. Il interagit avec les compartiments glucose-6-phosphate
(équation 3 ; Figure 13), fructose-6-phosphate (Uru_rr = Uep_ru *0,667), TP (dihydroacétate +
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glycéraldéhyde-3-phosphate ; Uru 1 = Ugp ru*0,333). C’est la voie des pentoses-phosphates.
En fonction de la concentration en glucose-6-phosphate dans le modele, le ribulose-5-
Phosphate va réguler les concentrations en TP (dihydroacétate + glycéraldéhyde-3-phosphate)
et en fructose-6-phosphate.

Tableau 4 : Concentrations a l’équilibre des flux de la néoglucogenese et de la glycolyse
dans Freetly et al (1993).

Glycolyse Néoglucogenése
Symbole Concentration Symbole Concentration
(mole/}) (mole/})
UeGL-GP 1.399 UGP-eGL 13.986
UGP-FP 1.399 UFP-GP 14.091
UFP-TP 1.399 UTP-FP 28.042
UTP-PE 2.797 UPE-TP 28.467

Freetly et al. (1993) admet en plus les AG mineurs ainsi que le glycérol comme précurseurs
potentiel méme si ceux-ci n’ont qu’un effet négligeable sur la néoglucogenése. En effet les
concentrations des flux d’entrées d’Isobutyrate (eIB ; équation 24 ; Figure 13), de valérate et
de 2 méthylbutyrate (eVA ; equation 28 ; Figure 13) sont respectivement de 0,6 et de 2 mol/j.
Dans ce méme modeéle, le propionate est transformé en propionyl CoA (équation 23 ; Figure
13) avant de participer a la néoglucogenese via le cycle de Krebs (équation 22 et 15 ; Figure
5). Le C3 est le principal substrat de la formation de Glucose (Bruckental et al, 1980 ; Lomax

et Baird, 1983). Cette participation est bien représentée dans Freetly et al. (1993) par les
concentrations a I’équilibre des flux Uepr_pc, Upc_Dc et Upc_PE qui sont respectivement de

17,76 ; 21,27 et 27,67 mol/j (Figure 13).

Le lactate est considéré comme un input et output. Le pool de ce nutriment est représenté
par un compartiment reliant le compartiment pyruvate par deux flux inverses (flux 37 et 36 ;
Figure 13).

Dans Freetly et al. (1993) le glycérol est considéré comme un input du modeéle, sa
participation au metabolisme hépatique (glucidique et lipidique) reste trés faible avec une
concentration a 1’équilibre du flux de glycérol entrant dans le foie de 0,35 mol/j.

3.5.2 Métabolisme lipidique

Le glycérol se transforme en alpha-glycérolphosphate par une réaction catalysée par le

glycérol kinase (équation 46 ; Figure 13). Ce flux est défini par une cinétique de saturation.
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L’alpha-glycérolphosphate participe ensuite a la néoglucogenese en se transformant en TP
(équation 8 ; Figure 13) ou au metabolisme des lipides par synthese des triacylglycérides
(UAGP_TG = UFA_TG*0.333).

Dans le modeéle de Freetly et al. (1993), il existe deux compartiments d’AG libres ; les AG
libres extracellulaire (eFF) considérés comme inputs et outputs dans le modele et les AG libres
(FA) issus principalement de la synthése de novo a partir de 1’acétyl CoA cytoplasmiques
(équation 51 ; Figure 13). Les AG libres de ce dernier compartiment sont soit transformés en
triacylglycérides (équation 47 ; Figure 13), soit libérés dans la circulation sanguine (équation
48 ; figure 13), soit oxydés en Acétyl-CoA mitochondrial (équation 44 ; Figure 13). De plus
un pool d’inputs de lipides a été ajouté dans le but d’équilibrer le modéle en AG (compartiment
eUL).

Dans Freetly et al. (1993), I’acétate est transformé en acétyl-COA mitochondriale
participant ainsi a la formation de corps cétoniques (équation 43 ; Figure 13) ainsi qu’en acétyl-
CoA cytoplasmique permettant la synthese de novo des AG (équation 51 ; Figure 13). La
concentration a 1’équilibre du flux représentant cette synthése de novo est de 0,200 mole/j ce
qui exprime bien une activité faible de la lipogenése hépatique chez les ruminants.

Freetly et al. (1993) considére le butyrate uniquement comme un input se déversant dans
le compartiment MC (acétylCoA mitochondrial ; équation 39 ; Figure 13). Les corps

cétoniques ne sont donc pas directement synthétisés a partir du butyrate.

3.5.3 Métabolisme azoté

Dans le modeéle de Freetly et al. (1993), le métabolisme azoté est moins bien défini. Tout
d’abord, il n’y avait pas de données disponibles pour paramétriser le modele quant a la synthese
et au métabolisme des protéines. Néanmoins la description de ces réactions reste nécessaire
dans un modéle du foie chez la vache laitiere. Ainsi des relations et estimations ont été établies
afin de définir ’export et I’import en protéines, mettant en jeu 1’albumine, les globulines, le
fibrinogéne ainsi que la synthese et le métabolisme des protéines par incorporation de données
du métabolisme du nitrogéne. Ces proteines étant dégradées en AA, les compartiments AA ont
pu étre definis grace a ce travail sur les protéines. Les AA participant aux réactions
métaboliques dans Freetly et al. (1993) sont définis par les AA issus du sang plus les AA issus
de la dégradation protéique moins les AA utilisées pour la synthese des protéines (ePT) ; ¢’est
le flux Uaa cat (flux 1 ; Tableau 5). Les AA entrent dans le modéle via les pools de pyruvate
(flux 2 ; Tableau 5), d’oxaloacétate et de malate (flux 3 ; Tableau 5), d’alpha-cétoglutarate
(flux 4 ; Tableau 5), d’acétylCoA mitochondrial (flux 6 ; Tableau 5) représentant le cycle de
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Krebs, via le pool de propionylCoA (flux 5 ; Tableau 5) ou via le pool de corps cétoniques
(flux 7 ; Tableau 5). En plus des AA de maniére générale, I’alanine, 1’aspartate, le glutamate et
la glutamine sont détaillés dans ce modele. L’alanine rentre dans le modele au niveau du
pyruvate, 1’aspartate au niveau du compartiment oxaloacétate + malate, la glutamine et la
glutamate au niveau de I’alphacétoglutarate. Elles participent toutes a la synthése de protéines
(flux 9,10,11 ; Tableau 5). L’uréogenése se fait par catabolisme des AA via I’ammoniaque
(flux 8 ; Tableau 5) ou par métabolisme de 1’ Arginine (flux 19 ; Tableau 5). Sar_ur représente

la proportion d’arginine présente dans le taux d’AA hépatique totaux.

Tableau 5 : Equations des flux du métabolisme azoté dans Freetly et al (1993).

Numeéro de flux Dénomination Equation associée

1 Uaa _car Uaa vpt Upr aa-Usa pr-Uaa epr

2 Uaa py (0.133*Uaa_cat)-UaL car

3 Uaa pe (0.133*Uaa_car)-Uas car-Uan cat
4 Uaa ax (0.133*Uaa_car)-Ucn cat-Ugu_car
5 Uaa rc (0.206*Uaa_cat)

6 Uaa Mc (0.283*Uaa_car)

7 Uaa ks (0.012*Uaa car)

8 Uaa nm3 (1.2105*Uaa_car)-Ucu ecu

9 Uat epr Sar pr¥Uas T

10 Uas epr Sas pr*Ua4 epT

11 Ucu et Scu pr¥UAas ep1

12 Usre 1r Sar vR*Uaa car

SA_B représente ’activité spécifique du pool précurseur. UAA_UP est le taux d’AA provenant du sang. CAT ;
catabolisme, DC : oxaloacétate+malate, PY : pyruvate, AK : alphacétoglutarate, UR ; Urée, ARG ; argining,
GU ; glutamine, eGU ; 14C-glutamine ; ePT ; 14C-proteines, PT ; protéine, GN ; glutamate, MC ; acétylCoA
mitochondrial, AS ; asparagine, NH3 ; ammoniaque.

4) Comparaison des modéles

Les modeles de Freetly et al. (1993) et FLiver (Bahloul, 2014) sont tous les deux des
modeles foie, déterministe et mécaniste ayant pour but de décrire et simuler le métabolisme
hépatique chez tout ou partie des ruminants. En effet, le modele de FLiver (Bahloul, 2014)
prend en compte tous les ruminants, tandis que le modéle de Freetly et al. (1993) se concentre
sur les vaches Holstein. De plus, Freetly et al. (1993) est un modéle dynamique tandis que
FLiver apparait comme un modele statique. Enfin, Freetly et al. (1993) est un modéle construit
selon une approche bottom-up tandis que FLiver (Bahloul, 2014) est construit selon une
approche top-down. Cela est important car la premiére approche cherche a décrire une propriété
tandis que le deuxiéme approche citée cherche a faire émerger une propriété.

Les données permettant de créer ces modeéles proviennent de différentes sources : la base

de données exhaustive FLORA (Fluxes of nutrients across Organs and tissues in Ruminant
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Animals ; Vernet and Ortigues-Marty, 2006) a éte utilisée pour le modele de FLiver (Bahloul,
2014). Les équations charpentes qui sont établis grace a cette base de données contribuent a la
validation des flux de sortie du modele.

Environ 40 publications ont été utilisées dans la construction du modéle de Freetly et al.
(1993).

Enfin, ces deux modéles ont été creés grace a 2 logiciels différents : Model Maker version
3 pour FLiver (Bahloul, 2014) et ACSL (SIMUSOLVE) pour Freetly et al. (1993).

Dans les deux modeles, les nutriments sont représentés par des compartiments et définis
par des équations différentielles. Certains de ces nutriments sont les inputs et outputs du
modele. Un ensemble de 11 inputs a été défini dans Fliver (Bahloul, 2014) et 15 dans Freetly
et al. (1993). Parmi eux 10 sont en communs : le glucose, le lactate, le propionate, le butyrate,
I’acétate, le CO2, les AG (uniquement a chaines longues dans FLiver version 1), les AA totaux
pour FLiver (Bahloul, 2014) et comprenant I’alanine, I’aspartate, le glutamate dans Freetly et
al. (1993). Pour 4 des inputs restant de Freetly et al. (1993) il s’agit des AGV mineurs et
peuvent étre considérés comme négligeable. Un ensemble de 11 outputs a été défini dans Fliver
(Bahloul, 2014) et 9 dans Freetly et al. (1993). Parmi eux 6 sont en communs ; le glucose, le
lactate, le CO2, les corps cétoniques, les AG (les AG (uniguement a chaines longues dans
FLiver version 1), et I’acétate.

Les flux de nutriments sont exprimés différemment entre les deux modeles et la
représentation de ces flux diverge par leurs natures ainsi que les équations permettant de les
décrire.

Les principaux nutriments représentés dans les 2 modeles sont le glucose, le glycogéne, le
lactate, le C3, le butyrate, 1’acétate, ’acétoacétate, I’ammoniaque, 1’urée, le pyruvate,
I’oxaloacétate et les corps cétoniques. FLiver (Bahloul, 2014) considere en plus de ces
nutriments, le B-OH dans sa représentation du métabolisme hépatique chez les ruminants.

Freetly et al. (1993) apparait comme un modeéle trés détaillé se concentrant sur la
description fine des reactions enzymatiques au sein des cellules hépatiques.

FLiver (Bahloul, 2014) a pour objectif de de déterminer des flux de nutriments traversant
le foie a I’échelle de I’animal. Par conséquent, il décrit le métabolisme de maniere plus

synthétique, en se concentrant sur les réactions qui déterminent les flux.

e Métabolisme glucidique

Tout d’abord, concernant le métabolisme glucidique, Freetly et al. (1993) définit plus

d’intermédiaires pour décrire la néoglucogenese ainsi que la glycolyse. On retrouve une
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description détaillée du cycle des pentoses avec les compartiments G6P, FP, TP, PE, RU. En
plus du propionate les AGV mineurs et le propionyl CoA ainsi que 1’a-cétoglutarate sont aussi
décrits dans Freetly. Les deux modeles considérent le propionate, le lactate et les AA comme
précurseurs de la néoglucogenese. Freetly et al. (1993) admet en plus les AG mineurs ainsi que
le glycérol comme précurseurs potentiel méme si ceux-ci n’ont qu’un effet négligeable sur la

néoglucogenese. Dans les deux modeéles, le lactate est considéré comme un input et output.
e Cycle de Krebs

Dans les deux modeles, les intermédiaires du cycle de Krebs: le succinyl CoA,
I’oxaloacétate, le malate, ainsi que le fumarate, sont condensés en un seul compartiment. Il
s’agit du compartiment OA (Oxaloacétate) pour FLiver (Bahloul, 2014) et du compartiment
DC (oxaloacétate + malate) pour Freetly et al. (1993). Ces intermédiaires du cycle de Krebs
ont pu étre agrégés en un seul compartiment car les réactions entrant en jeu entre ces différents
médiateurs sont considérées comme rapides et facilement équilibrées. De plus, Freetly et al.
(1993) ne possedaient pas les données quantitatives nécessaires sur le fumarate, le succinate et
le succinyl CoA pour les insérer dans le modele. Ainsi le compartiment DC représente la
somme des concentrations en Oxaloacétate et malate. Freetly et al. (1993) considére 1’acétyl-
CoA mitochondrial et cytoplasmique, contrairement a Fliver qui, dans un but de simplification

agrege les 2 en un seul compartiment (ACA).
e Maétabolisme lipidique

FLiver (Bahloul, 2014) prend en compte les AG a longues chaines comme entrées et sorties
du modele mais ceci ne sont pas définis par des flux nets avec une NPA et un NSR. Freetly et
al. (1993) décrit la synthése et le catabolisme des AG et définit une entrée d’AG libre, et de
lipides indéfinis ainsi qu’une sortie d’AG libres et de triacylglycérides.

Freetly et al. (1993) considere le butyrate uniquement comme un input se déversant dans
le compartiment AcétylCoA mitochondrial. Les corps cétoniques ne sont donc pas directement
synthétisés a partir du butyrate. A contrario le butyrate est un nutriment important
métaboliquement dans FLiver (Bahloul, 2014) et il sera transformé en grande majorité
directement en corps cétoniques. De plus le B-OH est aussi représenté comme flux d’entrée
dans le modéle puis en flux de sortie majoritaire car c’est le premier corps cétonique crée par

le foie. Son flux net est bien défini dans le modéle.
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Le B-OH n’est pas considéré dans le modele de Freetly et al. (1993). Par ailleurs, Freetly

et al. (1993) utilise aussi un input en isovalérate qui est un AG mineur afin de représenter la

synthése des corps cétoniques.

Métabolisme azoté

Les AA sont représentés de maniére générale dans FLiver (Bahloul, 2014) tandis que

Freetly et al., (1993) admet plusieurs compartiments représentant les AA de maniere générale

ou plus précise avec un compartiment alanine, un aspartate, un glutamate, et un glutamine.

Dans le modéle de FLiver (Bahloul, 2014) les TAA sont représentés par un seul compartiment

participant aux réactions de cétogenése, de néoglucogénése ainsi que d’uréogenese alors que

Freetly et al. (1993) détaille ces AA en différents nutriments représentés par des compartiments

dispersés dans le modéle. Les AA sont représentés par un compartiment alanine, une aspartate,

un glutamate, une glutamine, et 5 compartiments plus généraux appelés AA.

Tableau 6 : Synthese de la comparaison des modéles

FLiver

Freetly

Auteurs L. Bahloul, D. Sauvant, J. Vernet, H. H. C. Freetly, J. R. Knapp, C. C. Calvert &
Lapierre, P. Noziére and I. Ortigues-Marty R. L Baldwin
Année de 2014 1993
publication
Quelques -modeéle statique -modeéle dynamique
spécificités
-Approche top-down -Approche bottom-up
- Association d’un modéle empiriques a un | -Traceurs *C
modele mécaniste
Programme ModelMaker ACSL

informatique

Intégration Runge Kutta ordre 4 Runge Kutta ordre 4
Temps de 16000h Journée
simulation
Animaux Ruminants Vaches Holstein
Type de données Base de donneées exhaustives FLORA Base de bibliographie classique (40
utilisés publications)
Validation Externe (intégrée par les équations Externe (incompléte)

charpentes)
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Nombre de
compartiments
(variables d’états)

18

15

Inputs 11 inputs : 15 inputs :
Glucose Glucose
Ammoniaque Glycérol
Urée Lactate
AA totaux AA : alanine, asparagine, glutamate
Propionate CO2
Lactate AG libres
Acétate AGV majeurs : acétate, butyrate, propionate
Acides gras a chaines longues AGV mineurs : isovalérate, valérate et 2-
co? méthylbutyrate, iso-butyrate
2_méthylbutyrate

Butyrate Source de protéines exogenes indéterminée.
B-hydroxybutyrate
11 outputs : 9 outputs :

Outputs Ammoniaque Acétate
Urée Corps cétoniques
AA totaux Lactate
Propionate Glucose
Lactate Glycérol
Acétate COo2
Acides gars a chaines longues AGL
Cco2 Triglycérides
Butyrate Protéines

B-hydroxybutyrate

Cinétique des flux

Type loi d’action de masse

Flux de métabolisation

Type loi d’action de masse ou cinétique de
saturation (Michaelienne)
Reéactions enzymatiques

Métabolisme
lipidique

Entrée d’AG a chaines longues

Deux compartiments d’entrée : AG libres et
lipides indéfinis
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Flux de sortie de corps cétonique, d’acétate,
de butyrate et d’AG a chaines longues

Cétogenése bien décrite

Flux de sortie de corps cétoniques, et de
Triacylglycérides et d’AG libres

Contribution du glycérol

Synthése et catabolisme des acides gras
bien décrit

Métabolisme
glucidique

Flux d’entrée et de sortie des précurseurs de
la néoglucogenese :

Glucose
Lactate

Propionate

Compartiment de stockage : glycogéne

Flux d’entrée des précurseurs de la
néoglucogenese :

Glucose
Lactate
Propionate
AGV mineurs

Flux de sortie des précurseurs de la
néoglucogenese :

Glucose
Lactate
Cycle des pentoses

Contribution du Glycérol

Métabolisme azoté

Flux d’entrée et de sortie d’AA totaux

AA totaux en un compartiment participant a
la néoglucogenese, I’Uréogenese et a la
cétogenese

Compartiment de stockage associée :
compartiment protéines

Uréogenése décrite

Compartiment NH3 et Urée

Flux d’entrée : Alanine, Aspartate,
glutamine, glutamate
Pas de flux de sortie

Plusieurs petit compartiment AA (indéfinis)
Compartiment Alanine, Aspartate,
glutamine, glutamate

Uréogenése mal définit

Pas de compartiment NH3 ou Urée

5) Conclusion :

La description minutieuse des conversions intra-hépatique et I’utilisation de traceurs *4C

permettent d’avoir une vision tres détaillée du métabolisme hépatique de la vache laitiere dans

le modeéle de Freetly. Néanmoins ce modele reste tres spécifique et ne peut étre utilisé pour

tous les ruminants. De plus, certaines données utilisées pour créer le modéle sont incomplétes

ou ne permettent pas une description toujours juste du métabolisme. Par ailleurs, ce modéle
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étant sur-paramétré et les données utilisées lors de sa construction étant issus de seulement une
40éne de publications, les predictions du modele apparaissent donc comme moins fiables que
celles de FLiver.

Contrairement a Freetly, FLiver est un modéle qui se veut plus général, proposant une
vision plus globale et agrégée du métabolisme hépatique. C’est un modéle d’une nouvelle
géneration, associant des équations empiriques a un modele mécaniste en tirant partie des
forces de chaque méthode. Du fait de I’utilisation de données complétes issues de la base de
données FLORA, il permet la description des fonctions hépatiques de tous les ruminants a
divers stades physiologiques ainsi qu’une validation du modeéle. Il permet aussi de tester

différents scenarii nutritionnels.
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IVV. Evaluation du modele FLiver

1) Introduction

L’¢évaluation de FLiver a été initiée a I’occasion de mon stage de master de 5éme année
industrie au sein de ’'UMR Inra- AgroParisTech MOSAR. Les méthodes et résultats de cette
premiere partie sont détaillés dans ce document (Chartoire, 2018). Brievement, FLiver a été
calibré avec les equations empiriques obtenues par Loncke (2009) et Loncke et al. (2009).
Entre temps, certaines équations ont subi quelques actualisations mineures (Loncke et al., 2015
et 2019b) dans le but de les améliorer. Mon stage avait donc pour but d’évaluer le
comportement de FLiver développé par Bahloul (2014) a travers les objectifs fixés, a savoir,
déterminer I’impact des erreurs liées aux équations charpentes, tester I’impact des
modifications des équations charpentes du modele ainsi que réaliser des analyses de sensibilité
des parameétres apres modification des équations charpentes. Suite a ces premiéres analyses, un
certain nombre de questions ont été soulevées et la nécessité d’analyses complémentaires a été
mise en évidence.

La premiére partie de mon travail de thése a donc consisté a poursuivre et compléter cette

premicre étape d’évaluation de FLiver.

2) Matériels et Méthodes

FLiver (Bahlou, 2014), a été¢ développé a ’aide du logiciel informatique ModelMaker
version 3 (Modelkinetix, Oxford). J’ai donc utilisé également ce logiciel pour mon travail. Les

analyses statistiques ont été réalisées avec les logiciels R et Minitab (version 17).

2.1 Impact des erreurs associees aux équations charpentes sur le modéle

Comme décrit précédemment, FLiver (Bahloul, 2014) a été calibré en utilisant des
équations empiriques (équations charpentes ; Tableau 1) proposées par Loncke (2009) et
Loncke et al. (2009). Ces équations présentent donc des erreurs associées (RMSE, écart types
sur les parametres en particulier). L’impact de ces erreurs associées aux modéles n’a pas été
¢valué en détail. Il a donc été décidé de mesurer I’impact des erreurs associées aux équations
charpentes d’origine, avant de les modifier. Dans cette partie nous nous sommes donc
intéressés aux erreurs suivantes :

- Le RMSE (Root Mean Square Error) : C’est I’erreur résiduelle du modele. Elle est tres

importante a considérer et elle doit étre la plus faible possible.
Dans le présent document on parle du RMSE des équations charpentes (du modeéle de

variance covariance en meéta-analyse) et non du modele meécaniste.
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- Les erreurs sur ’ordonnée a 1’origine a et sur la pente  des équations charpentes qui
sont des erreurs paramétriques.

L’objectif de ces tests était de déterminer I’impact des erreurs associées (RMSE, écarts types
sur les parametres) aux équations charpentes sur le modéle. Pour chaque équation charpente du
modele, le RMSE et les écarts types sur la pente et I’ordonnée a I’origine ont été évalués. Les
erreurs associées aux equations ont donc été introduites dans les équations initiales (Tableau

7). Ces erreurs sont toujours considérées positives dans ce travail.

Tableau 7 : Equations charpentes et erreurs

Equations charpentes sans erreur

Equations charpentes avec ajout du

Equations charpentes avec ajout de |'erreur

RMSE sur la pente et l'intercept
NHF NHF NHF
c3 0.01-0.91*NPA_C3 0.01-0.91*NPA_C3 +0.08 (0.01+-0.07)-({0.91+-0.03)*NPA_C3)
Glc -0.71+0.81x NPA-prec? -0.71+0.81x NPA-prec® +0.42 (-0.71 +0.72)+ (0.81 + 0.11)x NPA-prec?)
Lt -0.45 -0.47 x NPA-Lt - 0.45 -0.47 x NPA-Lt +0.20 (- 0.45 + 0.13) —{ 0.47 + 0.12) x NPA-Lt)
N-NH3 -0.01-1.01 x NPA-NH;3 -0.01-1.01 x NPA-NH3+0.02 (-0.01+0.01)—(1.01 + 0.02) x NPA-NH3)
N-Ur 0.08+ 1.05x NPA-NH3 + 0.48 x 0.08+ 1.05% NPA-NH3+ 0.48 x ((0.08 + 0.03) + (1.05 + 0.12) x NPA-NH3)) +
NPA-o-amino-N MNPA-c-amino-N +0.14 ((0.48 + 0.09) x NPA-c-amino-N)
NSR NSR NSR
BOH 0.99 + 0.99 x NPA-BHB 0.99 + 0.99 x NPA-BHB +0.35 (0.99 + 0.37) + ((0.99 + 0.31) x NPA-BHB)
c2 0.34 + 1.02 x NPA-C2 0.34 + 1.02 x NPA-C2 +0.36 (0.34 + 0.31) + ((1.02 + 0.07) x NPA-C2)
ca -0.07 + 0.32 x NPA-C4 -0.07 + 0.32 x NPA-C4+0.03 (- 0.07 + 0.03) + ({0.32 + 0.04)x NPA-C4)
AAT 0.10 + 0.27 x NPA-TAA 0.10 + 0.27 x NPA-TAA +0.34 (0.10 + 0.19)+ ({0.27 + 0.06)x NPA-TAA)
(o} - 1.48 + 1.60 x NPA-O; - 1.48 + 1.60 x NPA-0;+0.40 (- 1.48 + 0.34)+ ((1.60 = 0.09) x NPA-O5)

En bleu : erreur sur la pente et I’ordonnée a I’origine, En rouge : RMSE.

I1 est treés important de connaitre I’impact de ces erreurs sur les équations charpentes afin de

déterminer leurs incidences sur le modéle.

2.2 Modifications des équations charpentes et optimisation

Un modele est défini par sa structure et ses paramétres. Lors de la création d’un modele ou
lorsqu’un changement apparait dans un mod¢le (aussi minime soit-il), les paramétres varient
pour permettre aux prédictions de s’ajuster au mieux avec les observations réelles. Ces
variations sont des optimisations des parametres. On utilise pour ce faire une fonction
d’optimisation, qui grace a des itérations permettra de trouver la valeur optimale de chaque
parametre.

Une modification des équations charpentes et 1’optimisation des parametres du modeéle ont
été effectuées.

Dans un premier temps, certaines équations charpentes du modele ont été remplacées par

les nouvelles équations charpentes (Tableau 8) proposées par Loncke et al (2015, 2018).
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Tableau 8 : Rappel des nouvelles équations charpentes a implanter dans FLiver

Anciennes eéquations charpentes Nouvelles équations charpentes

NSR-C2 0.34+0.31+1.02 +0.07 * NPA-C2 0.977 £ 0.175 + 1.033 £ 0.077 * NPA-C2
NHF-C3 0.01+£0.07 - 0.91+ 0.03 * NPA-C3 0.0032 £ 0.022 - 0.910 + 0.028 * NPA-C3
NHF-Glc -0.71+0.72 + 0.81 £ 0.11*NPAprec3  -0.708 + 0.727 + 0.809 + 0.112 * NPAprec3

NHF-Lt -0.45+0.13-0.47 £0.12 * NPA-Lt -0.2195 + 0.0621 + 0.218 + 0.080 * NPA-C3 - 1.029
+ 0.096 * NPA-L-Lactate

NSR : flux net d’émission splanchnique et NHF : flux nets hépatiques, Glc ; glucose, C2 ; acétate, C3 ;
propionate, Lt ; Lactate.

Dans un deuxiéme temps, les parametres de FLiver ont été optimisés grace a la fonction
Simplex. Pour ce faire les paramétres ont été réinitialisés, ¢’est-a-dire qu’une valeur arbitraire
de 0,1 a été définie comme valeur initiale. Cela permet au logiciel de pouvoir faire son
optimisation. Ces paramétres ont tout d’abord été optimisés par quartier puis tous ensemble.
Les quartiers correspondent aux grandes zones métaboliques :

> le quartier du glucose prenant en compte la néoglucogeneése ainsi que le cycle de Krebs,
> le quartier des composés azotés prenant en compte 1’uréogenése,

> Le quartier des cétoniques prenant en compte la cétogenese

Aprés optimisation des parameétres, I’ajustement du modéle ¢’est-a-dire 1’adéquation entre

les valeurs prédites par le modele et les valeurs observées a été étudiées.

2.3 Analyse de sensibilité de FLiver

L’analyse de sensibilité d’un modele permet d’évaluer I’importance des parametres du
modele ¢’est-a-dire d’identifier I’influence des parameétres et variables d’entrées sur les sorties
du modé¢le. En faisant varier la valeur de chaque paramétre on définit I’impact de ceux-Ci sur
le modeéle. Une analyse de sensibilité permet d’étudier le comportement général d’un modéle.

Si un parametre n’a pas d’impact sur les flux du modele alors il sera éliminé a moins qu’il
ne soit nécessaire dans la description de processus biologique. Si au contraire le modele est
sensible a un paramétre cela montre 1’importance d’estimer avec précision ce parametre
(Bahloul, 2014).

Nous avons analyse la sensibilite du modele aux variations des paramétres faisant partie des
differents flux. Ainsi, nous sommes partis de la valeur ajustée de tous les parametres, que nous
avons fait varier de 20%. Les prédictions du modele ont ensuite été comparées en fonction du
parametre choisi. Pour ce faire j’ai défini quel paramétre impacte quel flux de sortie du modele
(Tableau 9).
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Nous avons ainsi étudié 1’effet des variations notamment sur :

a) les flux de sortie de

nutriments depuis les compartiments d’origine et de destination du flux affecté directement par

le paramétre ; b) d’autres flux de sortie affectés indirectement par le parametre en question.

Tableau 9 : Parameétres du modeéle et les flux sur lesquels ils impactent.

Paramétres Explications Flux de sortie impactés
Kaca-ks Synthése des corps cétoniques a partir d’ACA C02, C2, AcAc, BOH

Kca-kB Synthése des corps cétoniques a partir de C4 AcAc, BOH, C4

Kcs-aca Métabolisme du C4 via ’ACA AcAc, BOH, C4, CO2, C2
Kicra-aca Métabolisme des LCFA via ACA CO2, C2, AcAc, BOH, LCFA
Kale-Glg Glycogénese a partir du glycogene Glucose, C3, TAA

Kalg-clc Glycogénolyse Glucose, C3, TAA

Kale-pYr Métabolisme du glucose via le PYR Glucose, CO2, C2

Koa-Glc Néoglucogeneése a partir de OA Glucose, CO2, C3, Lt, TAA
Kcs-pyr Métabolisme du C3 viaPYR Glucose, CO2, C2, C3, Lt
Kcs-oa Métabolisme du C3 via OA Glucose, CO2, Lt

Kpyr-0a Carboxylation du PYR en OA Glucose, CO2, C2, C3
KpyR-Lt Transformation du PYR en Lt Glucose, CO2, C2, Lt

KLt-pyR Transformation du Lt en PYR Glucose, CO2, C2

Kpyr-AcaA Décarboxylation du PYR en ACA C02, C2, AcAc, BOH
Kdéamination Déamination des TAA via ACA Glucose, CO2, C2, AcAc, BOH
Koa-co2 Oxydation compléte des nutriments par le cycle de Krebs via OA Glucose, CO2, C3

Kraa-prt Synthése protéique a partir des TAA TAA

Kprt-TAA Protéolyse TAA

KNH3-Ur Uréogenese NH3, Ur

Voir tableau 9b) pour les abréviations utilisées.

3) Résultats et discussion

3.1 Impact des erreurs associees aux équations charpentes sur le modéle

Des courbes de comparaison des valeurs observées calculées grace aux équations charpentes

avec ou sans erreurs ont été obtenues pour chaque équation et chaque nutriment (Figure 14).
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Figure 14 : Courbe des concentrations en TAA dépendant de [’équation charpente
correspondante avec ou sans erreur
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Le «bruit» did a Derreur sur la pente et I'ordonnée a I’origine est représenté en argenté
(Fpredit_C_AAT_NSR_NPA_trois). Le «bruit» d0 aux RMSE est représenté en rouge
Fprédit. C_AAT_NSR_NPA bis). La courbe (Fprédit C_AAT_NSR_NPA) représente les valeurs observees
calibrées par I’équation charpente sans erreur. On peut aussi apercevoir sur cette courbe les différents steady-state.

Tableau 10 : Evaluation de I'impact des erreurs sur les équations charpentes.

% de I'erreur ramené a la

RMSE
valeur moyenne des flux

Ecarts-types  Coefficient de variation (%0)

Valeurs moyennes des flux (mmolC/kg PV/h)

AA totaux 0,924 0,34 36,80 0,0062 0,67
Glucose 4,37 0,424 9,70 0,3 6,86
Lactate 0,822 0,2 24,33 0,0095 1,16

Propionate 2,27 0,084 3,70 0,00094 0,04
Acétate 4,93 0,36 7,30 0,059 1,20
Butyrate 0,11 0,03 21,27 0,005 4,55

B-OH 2,11 0,35 16,59 0,036 1,71

Valeurs moyennes des flux (mmol N/kgPV/h)

NH3 0,55 0,02 3,63 0,003 0,54
Urée 0,89 0,014 1,57 0 0

Le RMSE représente 1,5 % de la valeur du flux d’Urée moyen, environ 4% de la valeur du
flux de NH3 moyen, environ 3 % de la valeur du flux de propionate moyen, environ 7 % de la
valeur du flux d’Acétate moyen, environ 10% de la valeur du flux de glucose moyen et 16%
de la valeur du flux de B-hydroxybutyrate (Tableau 10). Le RMSE n’a donc que peu d’impact
sur ces flux. Ces résultats sont donc satisfaisants et le RMSE liées a ces équations charpentes
ne semblent pas avoir d’incidence sur le mode¢le.

Le RMSE représente une part plus importante pour le flux d’AA totaux moyen, pour le flux
de lactate moyen ainsi que pour le flux de butyrate moyen (Tableau 10). Concernant le flux de
lactate et de butyrate ces résultats étaient attendus car les émissions nettes de f-OH et de lactate

sont mal prédite a partir de leurs apparitions nettes en veine porte. Les AA totaux ont I’erreur
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la plus forte et ce résultats restent surprenant. Ces données seront donc a prendre en compte
lors de I'utilisation du mod¢le.

Les coefficients de variations liées aux écarts-types sur la pente et I’ordonnée a I’origine des
équations charpentes sont tous trés faible, celui de 1’urée étant méme nul. On peut donc en

conclure que ces écarts-types n’impacterons pas le modéele.

3.2 Optimisation des parametres

Les nouvelles équations charpentes (Loncke et al., 2015 ; 2019b) ont été entrées dans le
modele, en remplacement des précédentes équations (Loncke, 2009). Les étapes d’optimisation
ont donc été réalisées afin de générer de nouveaux parameétres. Ces parametres sont tres
différents des anciens parameétres, ce qui peut paraitre un résultat étonnant. En effet, compte
tenu des faibles différences entre les anciennes et les nouvelles équations charpentes, il n’était
pas attendu de modifications importantes des parametres. lls se sont cependant réajustés au

mieux en fonction des changements engendrés par la modification des équations charpentes.

3.2.1 Simulation

Des simulations ont été réalisées afin de comparer les prédictions du modéle avec les
données observeées (obtenues par calcul a partir des équations charpentes). Les résultats obtenus
montrent que, pour tous les nutriments, il y a une tres forte corrélation entre les données
simulées par le modele et les données observées c’est-a-dire calculées par les équations
charpentes a partir des apparitions nette portale (Figure 15). Les coefficients de détermination
calculés sont, pour tous les nutriments, compris entre 0,95 et 1 (P<0,05).

Figure 15 : Courbes de régression du glucose des valeurs observées vs. valeurs simulées par
le modele (R2 = 0,952)
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Cependant, les pentes et ordonnées a I’origine de toutes les courbes de régression étaient
difféerents de 1 et O respectivement.

En effet, concernant les nutriments cétogéniques, il y a une sous-estimation significative
des variations de 1’émission nette splanchnique d’acétate (pente = 0,89 = 0,001; P < 0,001) et
une forte sous-estimation des variations de 1’émission nette splanchnique de C4 (pente = 0,14
+ 0,000057 ; P < 0,001). Les variations de 1’émission nette splanchnique de B-OH sont les
moins bien simulées. En effet, elles sont trés fortement surestimées (pente = 2,03 + 0,001 ; P
<0,001). Ce résultat était attendu. En effet, I’émission nette de 3-OH est mal prédite a partir
de son apparition nette en veine porte. La meilleure prédiction de I’émission nette de 3-OH est
obtenue a partir de 1’alimentation et du statut physiologique des animaux (Loncke et al., 2015 ;
ingestion de matiére organique fermentée dans le rumen et bilan énergétique des animaux).
Cette équation n’a pas été retenue dans ce travail car les flux d’entrées sont indexés sur les
apparitions nettes en veine porte. La prise en compte simultanée de 1’apparition nette en veine
porte de butyrate et du bilan énergétique des animaux permet d’améliorer la prédiction de
I’émission nette splanchnique de B-OH mais il n’est pas possible d’intégrer le bilan énergétique
dans ce travail. Une des solutions envisagées serait de mieux prendre en compte les acides gras
(dont le bilan énergétique est un reflet). Ce travail est en cours pour la version 2 de FLiver
(Bilan énergétique négatif ; Bahloul, 2014).

Concernant les nutriments glucogéniques, il y a une sous-estimation significative des
variations du flux net hépatique de glucose (pente = 1,1 + 0,002 ; P < 0,001; figure 11).
Cependant, les variations du flux net hépatique de glucose sont parmi les mieux simulées. Ce
résultat est trés intéressant et montrent que 1’équation charpente du glucose a été relativement
bien ajustée. Il y a une légére surestimation du flux net hépatique de C3 (pente = 1,01 + 0,004
; P = 25), les variations de ce nutriment restent néanmoins bien simulées.

Enfin, les variations de 1’émission nette splanchnique de AAT et les variations du flux net
hépatique de NH3 sont sous-estimées (pente = 0,97 + 0,0002 ; P < 0,001et 0,96 + 0,00009 ; P
< 0,001 respectivement).

Les variations du flux net hépatique de Lt sont surestimées (pente = -1,4 +0,003 ; P <
0,001). Cette variation présente une pente négative ce qui n’est pas cohérent avec les données
des flux de sortie de Lactate que 1’on devrait obtenir. Ce probléme pourrait étre due a la
nouvelle équation du lactate qui rajoute de 1’erreur. En effet, afin d’étre plus physiologique, on
a modifié I’ancienne équation du lactate qui était définit par 1’apparition nette portale de lactate

par une €quation prenant en compte 1’apparition nette portale de lactate et du C3 (Tableau 8).
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De plus, ce probléme pourrait étre résolu en définissant une contrainte sur les flux associés au
lactate.

Il serait donc pertinent de faire une analyse de la sortie de lactate en fonction de I’apparition
en veine porte de C3 et de lactate afin de déterminer si ce probleme provient de la nouvelle

équation ou du fait qu’il n’y ait pas de contraintes associées au lactate.

3.2.2 Comparaison des prédictions du modele

Les predictions du modéle avant et aprés optimisation des parametres ont ensuite été
comparées statistiquement grace a des tests de t appariés. La Figure 16, montre les boxplots
représentant les concentrations des flux de sortie de NH3 avant et aprés optimisation des
parameétres. On observe une distribution normale des données. Les moyennes associées aux
deux séries de données sont trés proches : -0,515 et -0,521 mmol C x h't x kg PVL. Les écarts
types associés sont respectivement de 0,148 et 0,149. Les flux de sortie de NH3 avant et aprés
optimisation des parameétres sont néanmoins significativement différent.

Toutes les prédictions du modele avant et aprés optimisation sont significativement différentes
(P < 0,05). Cela est di au fait que les parameétres ont été modifiés. Par conséquent, les flux de

sorties du modeéle différent.

Figure 16 : Flux de sortie de NH3 avant et aprés modifications des équations charpentes.
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3.2.3 Bilan de carbone et azote

Pour simuler le métabolisme hépatique, des compartiments de stockage pour le glycogene
(compartiment C) et les protéines (compartiment azote N) ont été inclus. 1l est donc nécessaire

de vérifier les variations de taille de ces 2 compartiments, qui ne devraient pas varier fortement
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(pas de stockage excessif ni de carence). Les courbes représentant I’entrée et la sortie des C et

des N totaux du modele ont donc été définies (Figure 17 a et b).

Figure 17 : a) Courbes d'entrée et de sortie des Carbones (R2= 1 ; pente =10 ; ordonnée =
0) et b) des azotes (R2=1 ; pente = 1+0 ; ordonnée = 0) du modele.
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Les résultats montrent que les sorties de C et N ne sont pas quantitativement éloignées des
entrées. Cela indique qu’il n’y a pas d’accumulation de C et d’N dans un compartiment. Ce
résultat est particulierement intéressant, et représente une avancée importante dans la
proposition d’un modele de fonctionnement hépatique. En effet, a notre connaissance, les

autres modéles existants a ce jour ne vérifient pas ces conditions (Bahloul, 2014).

3.3 Analyses de sensibilité du modeéle

Les analyses de sensibilité ont permis de déterminer quel paramétre du modele était
particulierement sensible. Elles mettent en lumiere les parameétres et flux de sortie auxquels il
faut porter une attention particuliere lors de 1’utilisation du modéle.

Ainsi, Ks_déamination (parametre de la déamination des AAT en acétyl-CoA) impacte les flux
de glucose, d’AAT, de C02, de B-OH. De méme, Ks_C4_ CC (paramétre de la synthése de
corps cétonique a partir du butyrate) impacte les flux de B-OH et de C4. Le Ks_ ACA CC
(paramétre de la synthese de corps cétonique a partir de I’acétyl-CoA) impacte le flux d’acéto-
acétate, de B-OH et de C2. Le Ks_C3_ OAA (parameétre du métabolisme du propionate via
I’oxaloacétate) impacte le flux de glucose. Le Ks_Lt_PYR (paramétre de la transformation du
lactate en pyruvate) impacte le flux de glucose. Le Ks_NH3_ NUr (parametre de I’uréogenése)

impacte le flux d’ammoniaque.
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4) Conclusion

Les résultats obtenus ont permis de prouver que pour certaines équations charpentes les
erreurs associées sont suffisamment faibles et que leurs impacts sur FLiver est donc
négligeable. Tandis que d’autres erreurs doivent étre prise en compte lors de 1’interprétation
des résultats de FLiver.

L’optimisation a permis de déterminer de nouvelles valeurs de paramétres qui permettent
de prouver que FLiver est identifiable, ce qui est tres important voire nécessaire dans un modele
mathématique. De plus les données observées et prédite par le modele sont en adéquation.

En outre, un autre point tres important a été mis en avant dans ces résultats ; il n’y a pas de
stockage de carbones ou d’azotes au sein des compartiments du modele. A ce jour, c’est le
premier modele hépatique ayant obtenu ce résultat.

Enfin, les tests de sensibilité ont permis de définir les paramétres sensibles c’est-a-dire les
parametres impactant les flux de sorties de FLiver. Ces résultats permettent d’acquérir des
informations sur I’incertitude associée aux prédictions du modéle et permettront d’optimiser

certaines variables décisionnelles.
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V. Comparaison du modele de FLiver (Bahloul, 2014) et Freetly et
al. (1993) : reconstruction du modeéle de Freetly et al. (1993).

1) Introduction :

La premiére étape de cette comparaison de modeles était bibliographique, celle-ci a été
décrite dans la partie partie 111. Cette étude a permis de vérifier dans quelle mesure les modéles
étaient comparables. Rappelons par ailleurs que Freetly est construit sur une approche de type
bottom-up tandis que FLiver reléve d’une approche top-down qui s’appuie sur des équations
charpentes.

Brievement, Freetly et al. (1993) et Fliver (Bahloul, 2014) partagent environ 60 % de
compartiment en commun. Tous les métabolites essentiels a la description du métabolisme
hépatique des ruminants sont présents dans les deux modeles.

Freetly et al. (1993) étant plus détaillé que Fliver (Bahloul, 2014), ce modele prend en
compte différents facteurs de différentiation tandis que FLiver (Bahloul, 2014) donne une
représentation agrégée et plus globale des différentes réactions biochimiques mise en jeu (pour
exemple ; cycle des pentoses)

La représentation des flux de conversion diverge de par leurs natures ainsi que les équations
permettant de les décrire. En effet, les équations représentant les réactions métaboliques dans
le modele de FLiver (Bahloul, 2014) sont de type «loi d’action de masse » (processus du
premier ordre) alors que dans Freetly et al. (1993), les flux de nutriments suivent différentes
lois, des ‘lois d’actions de masse’ ou la plupart du temps des cinétiques de saturation (loi
Michaelienne). Cela est di au fait que le modele de Freetly et al. (1993) définit plus de
métabolites et prend en compte des réactions enzymatiques détaillées. Il semble donc normal
que les équations de flux diffeérent afin de s’adapter au mieux aux objectifs des deux modeles.

Les sorties et entrées sont tres similaires entre les deux modéles. Un ensemble de 11 inputs
a été défini dans Fliver (Bahloul, 2014) et 15 dans Freetly et al. (1993). Parmi eux 10 sont en
communs : le glucose, le lactate, le C3, le butyrate, I’acétate, le CO2, les AG (uniquement a
chaines longues dans FLiver version 1), les AA totaux pour FLiver (Bahloul, 2014) et
comprenant 1’alanine, 1’aspartate, le glutamate dans Freetly et al. (1993). Pour 4 des inputs
restant de Freetly et al. (1993) il s’agit des acides gras volatils mineurs et peuvent étre
considérés comme négligeables. Un ensemble de 11 outputs a été défini dans FLiver (Bahloul,
2014) et 9 dans Freetly et al. (1993). Parmi eux 6 sont en communs : le glucose, le lactate, le
CO2, les corps cetoniques, les AG (uniquement a chaines longues dans FLiver version 1), et

I’acétate. De plus, la sortie de butyrate est définie dans FLiver (2014) mais pas dans Freetly et
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al. (1993). Néanmoins celle-ci peut étre considérée «englobée » dans la sortie de corps
cétoniques de Freetly et al. (1993). Par construction, Fliver définit des réactions métaboliques
globales (flux) tandis que Freetly et al. (1993) définit des réactions métaboliques sous-jacentes.

En conclusion, Freetly et al. (1993) et FLiver (Bahloul, 2014) sont des modéles assez
proches pour pouvoir étre comparés.

La deuxiéme étape de ce projet, décrite dans cette partie, a consisté en une reconstruction
du modéle de Freetly et al. (1993) en se basant sur les données de la publication dans le but de
le comparer quantitativement avec FLiver (Bahloul, 2014).

2) Matériel et méthodes :

FLiver (Bhaloul, 2004), a été¢ développé a 1’aide du logiciel informatique ModelMaker
version 3 (Modelkinetix, Oxford). Le méme logiciel a été réutilisé pour implémenter le modele
Freetly et al. (1993) dans le but de pouvoir comparer les deux modeles.

Dans un premier temps le modeéle de Freetly et al. (1993) a été reconstruit dans sa totalite,
c¢’est-a-dire que chaque compartiment et flux ont été réécrits dans le logiciel Model Maker. Les
concentrations a 1’équilibre des compartiments et flux ainsi que les différents parametres du

modele ont ensuite été implantés comme valeurs initiales dans le logiciel.
e Unités

Dans la publication Freetly et al. (1993), ’unité de temps utilisée est le jour et I’unité de la
quantité de matiere était la mole. Ces unités sont trop grande comparées aux temps de réponses
des processus biochimiques in-vivo. En effet, ces unités ne sont pas en accord avec le pas de
temps de calcul. Le temps a donc été exprimé en minutes. La mole a donc été convertie en
mmol. Les concentrations ont été exprimées en mmol/L. Les flux en mmol/min. Les paramétres
des équations de flux ont aussi été modifiés ; les capacités maximum des flux de conversion de
Aen B (V_A_B) ont été exprimées en mmol/min, les constantes d’affinité pour chaque substrat
en mmol/L et les constantes représentatives des inhibiteurs compétitifs en mmol/L.

Une fois le modéle obtenu nous 1’avons testé dans le but d’obtenir un modéle viable et

conforme au modele d’origine.
o Découpage en quartiers

Dans un premier temps, le modéle a été divisé en différents quartiers métaboliques
homogénes. Chaque quartier représente une ou plusieurs fonctions métaboliques hépatiques.
Sans ce principe de découpage, le modéle entier ne fonctionnerait pas ou présenterait un

comportement explosif. Cette démarche de modélisation est donc nécessaire lors de la création
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ou la reconstruction d’un mode¢le. Les quartiers ont été étudiés séparément afin de tester leur
comportement et surtout leur cohérence interne. Il s’agit aussi d’établir si les résultats étaient
conformes aux processus biochimiques observes in vivo et afin de mettre en lumiére les flux,
parametres ou compartiments a surveiller lors de 1’utilisation du mode¢le.

Pour chaque quartier métabolique, un ou plusieurs input de métabolites ou substrat
extracellulaire a été ajouté. Cette entrée est une injection périodique par pulses apparaissant
toutes les 20 min et démarrant a 50 min ou une injection périodique par pulses (quantité de
substance qu’on injecte pendant une durée dt qui est un pas de temps) dont le démarrage débute
au bout de 20 min avec une période de 50 min. La période interpulses doit permettre le retour
a I’équilibre des compartiments étudiés.

Cette injection périodique est régie par 1’équation :
[Nutriments] = [Nutriments] + 1 ; avec [Nutriments] en mmol/L

Lorsque I’on parle de compartiments et flux associés pour la création d’un quartier, on prend
en compte les parametres et données relatives a ces compartiments et flux. Cela vaut pour toute

cette partie recherche.

3) Quartier métabolique 1 : Métabolisme lipidique

Figure 18 : Quartier des lipides (Quartier 1)

INJ_eGY] - sy

U_eGY_AGP UAGP_TG —  ~  _leFF} = {INJ_eFF

U_FA_eFF
U_eFF_FA

U_MC_eAC
U_eAC_MC

eGY : Glycérol, AGP : aglycérolphosphate, TG : Triglycérides ; eFF : Entrée d’AG libres, eUL ; Lipides
indéfinis, FA : AG libres, CC: Acétyl-CoA cytoplasmique, eAC : Acétate, MC : acétyl-CoA mitochondrial,
INJ_eGY : injection de glycérol, INJ_MC : injection d’acétyl-CoA mitochondrial, INJ_eFF : injection d’AG
libres, INJ_eUL : injection de lipides indéfinis, U_A_B : flux de conversion du compartiment A au compartiment
B. En noir : quartier 1 a) En bleu : rajout du quartier 1 b)
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3.1 Quartier métabolique 1 a) Métabolisme lipidique

Ce quartier comprend les compartiments et flux relatifs au métabolisme des lipides. La
lipolyse (transformation des AG libres (FA) en Acétyl CoA mitochondriale (MC) et la synthese
d’AG (transformation de I’ Acétate (¢AC) en AG libres via I’acétyl CoA cytoplasmique (CC))

sont pris en compte (Figure 18 ; compartiments et flux de couleur noire). Le comportement de

ce quartier l1a) a été étudié par ajout d’injections périodiques d’entrées de composées dans les

compartiments lipides indéfinis (eUL), AG libres (eFF) et Acétyl-CoA mitochondrial (MC)

(Figure 18).

Figure 19 a) et b) : Courbes des concentrations en nutriments ou composées chimiques au
sein des différents compartiments du modele Freetly et al. (1993) pour le quartier des lipides

(quartier 1 a)).

a) Avec injections périodiques dans les compartiments Acides gras libres (eFF), Lipides
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Les concentrations en acétate étant tres élevées comparées aux concentrations en acétyl-

CoA mitochondrial, en lipides indéfinis et en AG libres, la courbe représentant les
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concentrations au sein du compartiment de 1’acétate est bien visible sur les graphes de la Figure
19 a et b contrairement aux autres métabolites. On peut cependant observer un léger pic
d’acétyl-CoA mitochondrial. Les résultats montrent qu’une impulsion en lipides (INJ eUL),
en AG libres (INJ_eFF) et en acétyl-CoA mitochondrial (INJ_MC) combinées entrainent un
pic de concentration en AG libres, en lipides et en acétyl-CoA mitochondrial.

At = 0, on voit apparaitre un pic de concentration en acétyl-CoA mitochondrial de 0,75
mmol/L engendrant un pic de 8 mmol/min du flux représentatif du déversement de 1’acétyl-
CoA mitochondrial dans le compartiment acétate. A t = 50, on voit apparaitre un pic de
concentration en acétyl-CoA mitochondrial de 1 mmol/L engendrant un pic de 15 mmol/min
du flux représentatif du déversement de 1’acétyl-CoA mitochondrial dans le compartiment de
I’acétate (résultats non visible sur les Figures 19 a et b). De plus on observe une trés forte
accumulation dans le compartiment acétate avec une augmentation des concentrations
d’environ 12 mmol/L a chaque pic d’entrée de lipides (eUL), d’AG libres (eFF) et d’acétyl-
CoA mitochondrial (MC ; Figure 19 a). On observe également une légere accumulation dans
le compartiment triacylglycérides avec une augmentation des concentrations de 0,2 mmol/ L a
chaque pic d’entrée d’acides gras libres, de lipides indéfinis et d’acétyl-CoA mitochondrial.

On constate que 1’accumulation dans le compartiment acétate (eAC) est diminuée de 93%
lorsqu’on enléve les impulsions d’entrées en acides gras libres (eFF) et en lipides indéfinis
(eUL) (Figure 19 b)). Ces résultats sont cohérents et peuvent s’expliquer par un déséquilibre
des entrées comparé aux sorties dans ce quartier. Une injection en acides gras libres et en lipides
indéfinis entraine une tres forte entrée de lipides qui seront convertis en acétyl-CoA
mitochondrial (U_FA MC). Si I’on additionne a ces deux injections une entrée d’acétyl-CoA
mitochondrial, trop de précurseurs de la synthése des AG seront produits et cela se traduit par
une accumulation importante en acétate dans ce modéle. Ainsi afin de représenter au mieux les
réactions se manifestant in vivo, il ne faut pas cumuler les pulses d’entrée car cela n’est pas
représentatif de la réalité biochimique.

Une accumulation non négligeable en acétate est néanmoins toujours présente lors du retrait
des entrées d’acides gras libres et de lipides. Cela peut étre dus au fait que le compartiment
acétyl-CoA mitochondrial n’est pas relié¢ au reste du modele dans ce quartier et ne peut donc

pas se vider correctement. Cela reste a confirmer lors de I’évaluation du modele complet.

3.2 Quartier métabolique 1 b) ; Participation du glycérol au métabolisme lipidique

Dans cette partie, on a rajouté le compartiment alpha-glycérolphosphate (AGP) et glycérol

(eGY et flux associés) au quartier 1a) pour évaluer la participation du glycérol au métabolisme
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lipidique. Par consequent, on ajoute une entrée de glycérol (figure 18). Le flux de conversion

de I’alpha-glycérolphosphate en Triacylglycérides (U_AGP_TG) est définit par ;

U_AGP_TG =0,333*U_FA_TG
Ou U FA TG est le flux de formation des triacylglycérides a partir de 1’alpha-
glycérophosphate. Un flux d’information a donc été ajouté lors de la creation de ce quartier

(Figure 18 ; fleches rouges).

Figure 20 : Courbes des concentrations en nutriments ou composées chimiques au sein des
différents compartiments du modeéle Freetly et al. (1993) pour le quartier représentant la
participation du glycérol au métabolisme des lipides (quartier 1 b).
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On peut observer une légére accumulation (de 1 mmol/L a chaque pic de eGY ; Figure 20)
dans le compartiment alpha-glycérolphosphate, possiblement due au fait que I’alpha-
glycérolphosphate n’est pas reli¢é au compartiment TP (glycéraldéhyde-3-phosphate +
dihydroacétate) et ne prend donc pas part a la néoglucogenése. Une autre hypothése peut étre
émise ; I’accumulation de ’alpha-glycérolphosphate peut étre dd a la structure du modele. En
effet, le flux U AGP_TGestli¢aU _FA TG par un flux d’information et n’est pas directement
définit par la concentration en alpha-glycérolphosphate (Figure 18). Ces hypothéses restent a

confirmer lors des tests sur le modéle complet.
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Figure 21 : Courbes des concentrations en nutriments ou composées chimiques au sein des
différents compartiments du modele Freetly et al. (1993) pour le quartier représentant la
participation du glycérol au métabolisme des lipides (quartier 1 b).

a) Courbes des concentrations en nutriments ou composees chimiques au sein des différents
compartiments sans modifications des parameétres de flux existant.
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b) Courbes des concentrations en nutriments ou composées chimiques au sein des différents
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Les résultats montrent toujours une accumulation trés 1égeére d’acétate croissant de 0,5
mmol/L a chaque pic de Glycérol (Figure 21 a). In vivo, le glycérol n’est pas censé impacter
directement les concentrations d’acétate. Ces résultats ainsi que ceux du quartier précédant
indique que cette accumulation est intrinsequement liée a la structure du modele en lui-méme.
L’accumulation de 1’acétate indique que trés peu d’acétate sera converti en Acétyl-CoA
cytoplasmique, le flux de conversion associé a cette réaction (U_eAC_CC ; Figure 18) a donc
été étudié. Le paramétre de la capacité maximum du flux V_eAC_CC était définit a 0,55
mmol/min ce qui est trés faible comparé aux valeurs des flux du métabolisme des AG (flux de
conversion des acides gras libres en acétyl-CoA mitochondrial U FA MC et flux de
conversion de 1’ Acétyl-CoA mitochondrial en acétate U_MC_eAC). La valeur de V_eAC_CC
a donc été établie arbitrairement a 10 mmol/min. On remarque alors que le compartiment
acétate se remplit puis se vide dans le compartiment de I’acétyl-CoA cytoplasmique, qui lui
commence a s’accumuler (Figure 21 b). Cela indique que la synthése des acides gras a partir
de I’acétyl-CoA cytoplasmique in-vivo n’est pas quantifiable dans le modéle en 1’état. Le flux
de conversion représentant cette réaction (U_CC_FA ; Figure 18) a donc été analysé. Le
paramétre de la capacité maximum du flux V_CC_FA était définit a 0,28 mmol/min et a été
arbitrairement modifié¢ a 20 mmol/min. On remarque alors qu’il n’y a plus d’accumulation dans
les compartiments étudiés et que la quantité de triacylglycérol produite augmente doucement.

Néanmoins 1’acétate met tres longtemps a revenir a sa valeur initiale.

Figure 22 : Courbes des concentrations en nutriments ou composées chimiques au sein des
différents compartiments du modele Freetly et al. (1993) pour le quartier représentant le
métabolisme des lipides (quartier 1 a)) aprés modifications des paramétres V_eAC CC et
V_CC _FA
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Le quartier des lipides (quartier 1a) a été retesté en prenant en compte ces nouveaux

parameétres et les résultats sont en accord avec ceux obtenus dans ce quartier (Figure 22). Le
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taux de triglycérides formes augmente tandis que le compartiment acétate se vide lentement
(20 min).

Ainsi un point sensible du modele a été mis en lumiére et a priori corrigé. 1l convient
cependant de tester & nouveau ce quartier une fois que le modéle Freetly et al. (1993) sera

reconstruit dans sa totalité.
4) Quartier métabolique 2 : Métabolisme glucidique

Figure 23 : Quartier du métabolisme glucidiques (Quartier 2)

INJ_eGL]- - mm - ,

,,,,, 1 T

""" LT

U_PY_eLA U_TP_AGP —[rcP)

U_AGP_TP
L]

U _PE_PY
U_PY DC
]

eGY ; Glycérol, AGP ; oaglycérolphosphate, eGL ; Glucose, GP ; Glucose-6-Phosphate, FP ; Fructose-6-
phosphate, TP ; glycéraldéhyde-3-phosphate + dihydroacétate, PE; Phosphoénolpyruvate, DC ;Oxaloacétate +
malate, PY ; pyruvate, eLA ; lactate, PC ; Propionyl-CoA , ePR ; propionate, INJ eGY ; injection de glycérol,
INJ_eGL ; injection de glucose, INJ_DC ; injection d’oxaloacétate et de malate, INJ_PC ; injection de propionyl-
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rajout du quartier 2 d, En vert ; rajout du quartier 2 )

4.1 Quartier métabolique 2 a) : Métabolisme du glucose

Ce quartier comprend le compartiment glucose (eGL), Glucose-6-Phosphate (GP),
Fructose-6-Phosphate  (FP), phosphoenolpyruvate (PE), glycéraldéhyde3phosphate et
dihydroacétate (TP) et le compartiment alpha-glycérophosphate (AGP) ainsi que les flux
associés a ces compartiments. On a défini un pulse périodique de glucose (INJ-eGL ; figure
23) afin d’évaluer son effet sur la néoglucogenése et la glycolyse et de déterminer le
comportement du modele concernant le métabolisme du glucose. Une période de 20 min avec

une injection initiale de glucose demarrant a 50 min a ainsi été appliquée. En effet, cette période
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laisse le temps d’appréhender le comportement des compartiments glucose (eGL) et Glucose-

6-Phosphate (GP) sans ajout de glucose.

Figure 24 : a) et b) : Courbes des concentrations en nutriments ou composées chimiques au
sein des différents compartiments du modele Freetly et al. (1993) pour le quartier du
métabolisme du glucose (quartier 2 a).

a) Courbes des concentrations en nutriments ou composées chimiques au sein des différents
compartiments sans modifications de parametre de flux existant.

4000.00

3000.00 4

= Alpha-glycérolPhosphate
—Glucose
2000.00 -
o0 = Fructose-6-Phosphate
—Glucose-6-Phosphate
—Phosphoénolpyruvate
— = Glycéralféhyde-3-Phosphate + Dihydroacétate

Glucose

Concentration en mmol/L

g
g
2

Fructose-6-Phosphate

0.00 = d
0.00 2000 40.00 60.00 £0.00 100.00

Temps en minute

b) Courbes des concentrations en nutriments ou composées chimiques au sein des différents
compartiments aprés modifications du paramétre V_PE_TP
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Dans un premier temps, les résultats n’étaient pas en adéquation avec les phénomenes
biochimiques de la néoglucogenese. Le modele présentait un comportement explosif (Figure
24 a). De plus, bien que les injections périodiques d’entrée de glucose eussent été configurées
dans le logiciel les résultats démontrent que celles-ci n’étaient pas prise en compte. Il existait
un probléme de paramétrage. La capacité maximale du flux de conversion du
phosphoénolpyruvate en glycéraldéhyde-3-phosphate et dihydroacetate (V_PE_TP) était égale

a 79 mmol/min. Cette valeur semblait bien trop élevée comparée aux valeurs des flux et aux
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concentrations des compartiments avoisinants. Ce parameétre a donc été modifié (V_PE_TP =
0,079 mmol/min) de maniere arbitraire. Une analyse de sensibilité a été menée (pour le quartier
du métabolisme du glucose uniquement) sur ce parameétre et il a été montré que celui-ci avait
un impact fort sur le flux de conversion du glycéraldéhyde3phosphate et dihydroacétate en
fructose-6-Phosphate (U_TP_FP ; Figure 23). Ainsi le faite de modifier ce paramétre pourrait
avoir des répercussions fortes sur les résultats obtenus.

Apreés résolution du probléme de paramétrage, le modéle a arrété de se comporter de maniere

explosive. De 0 a 50 minutes on peut observer la courbe représentant le compartiment glucose
décroitre de sa valeur de concentration initiale de 3 mmol/L & une valeur inférieure & 1 mmol/L
(Figure 24 b). Pendant ce temps le compartiment du glucose-6-phosphate se remplit puis
décroit a son tour. A partir de 50 min, on peut apercevoir un pic apparaissant toutes les 20
minutes correspondant a une entrée d’environ 1 mmol/L de glucose. A chaque pic, une
augmentation de 0,3 mmol/L de la concentration du compartiment GP apparait. Cette
augmentation de la concentration dans ce compartiment dure 8 minutes (Figure 24 b).
Les flux de conversion réversibles entrant ou sortant des compartiments du glucose et du
glucose-6-phosphate semblaient donc important a étudier. Le flux d’entrée du glucose
(U_eGL_GP; Figure 24) augmente de 0,3 mmol/min lors de ce pic tandis que le flux de
conversion du glucose-6-phosphate en fructose-6-phosphate (U_GP_FP ; Figure 23) augmente
seulement de 0,02 mmol/min. Ainsi des analyses de sensibilité ont été faites sur les différents
parametres contenus dans 1’équation de ces flux. Cette analyse a portée sur les constantes
d’affinité associées a I’entrée de glucose (K_GP_eGL), a la conversion du glucose-6-phosphate
en fructose-6-phosphate (K_GP_FP), et a la conversion de fructose-6-phosphate en glucose-6-
phosphate (K _FP_GP) ainsi que sur la capacit¢ maximale du flux d’entrée de glucose
(V_eGL_GP). La constante d’affinité associée a la conversion du glucose-6-phosphate en
fructose-6-phosphate (K _GP_FP) impacte le flux de sortie (U GP _eGL) et d’entrée
(U_eGL_GP) de glucose. La constante d’affinité associé a I’équation du flux de sortie de
glucose (K_GP_eGL) impacte fortement le flux d’entrée de glucose ainsi que les flux
réversibles de transformation du glucose-6-phosphate en fructose-6-phosphate. Enfin, la
capacité maximale du flux d’entrée de glucose (V_eGL_GP) influe sur le flux de conversion
de TP (glycéraldéhyde-3-phosphate + dihydroacétate) en fructose-6-phosphate (U_TP_FP).

Finalement, le temps de relargage de glucose et de glucose-6-phosphate est long (20 min)
mais les compartiments se vident de maniére cohérente et ces résultats restent en adéquation
avec ceux obtenus lorsqu’il n’y a pas d’injection de glucose dans le modéle (Figure 24 b,

Courbes de 0 a 50 min). Ces résultats confirment donc les réactions biochimiques in vivo.
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4.2 Quartier métabolique 2 b) ; Participation du glycérol a la neoglucogenése

Pour créer le quartier 2b, le compartiment glycérol (eGY) a éte rajouté au quartier 2a (Figure
23 ; flux et compartiments de couleur orange). Cela dans le but d’étudier la participation du

glyceérol a la néoglucogenése. Une injection périodique de ce composé chimique a été ajoutée
au niveau du compartiment glycérol (INJ-eGY ; Figure 23).

Figure 25 : Courbes des concentrations en nutriments ou composées chimiques au sein des
différents compartiments du modele Freetly et al. (1993) pour le quartier métabolique
représentant la participation du glycérol a la néoglucogenése (quartier 2 b).
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La Figure 19 montre un pic de concentration de 1,75 mmol/L en a-glycérolphosphate lors
des pulses périodiques de 1,2 mmol/L de glycérol. La concentration initiale d’a-
glycérolphosphate augmente a chaque injection de glycérol dans le modéle. Le relargage du
compartiment a-glycérolphosphate est tres lent (plus de 20 minutes) comparé au compartiment
glycérol qui se vide rapidement (10 min). Cela entraine un déséquilibre des concentrations au
sein des compartiments et une légere accumulation dans AGP lorsque t > 100 min. Ces résultats
proviennent peut-étre en partie du faite que 1’a-glycérolphosphate peut aussi étre transformé
en triacylglycérides (voir quartier 1b) dans le modéle de Freetly et al. (1993) et que ce flux

n’est pas pris en compte dans ce quartier. Il faudra donc attendre de rassembler les quartiers
entre eux avant de conclure

4.3 Quartier métabolique 2c : Interaction du Pyruvate, de I’oxaloacétate et du
malate avec la néoglucogenese

Ce quartier est identique au quartier du métabolisme du glucose (quartier 2 a) avec ajout des

compartiments phosphoénolpyruvate (PE), pyruvate (PY) et oxaloacétate + malate (DC) ainsi
que les flux associés a ces compartiments. Le pyruvate est un métabolite clé participant a la

109



glycolyse, a la néoglucogenese et au cycle de Krebs. Il est trés important de bien étudier son
effet sur le modele et d’évaluer la justesse de la modélisation de ce carrefour métabolique. De
plus, on a souhaité voir 1’effet de DC (Oxaloacétate + malate) sur la néoglucogenese et son
interaction avec le pyruvate lorsqu’il n’est pas reli¢ aux autres composants du cycle de Krebs.
En effet, les seuls intermédiaires du cycle de Krebs participant directement a la néoglucogenése
sont ici 1’oxaloacétate et le malate (compartiment DC) via le flux de conversion de

I’oxaloacétate et du malate en phosphoénolpyruvate (U_DC_PE ; Figure 23).

Figure 26 a) et b) : Courbes des concentrations en nutriments ou composées chimiques au
sein des différents compartiments du modele Freetly et al. (1993) pour le quartier
métabolique représentant [’interaction du pyruvate, de l’oxaloacétate et du malate avec la n

a) Avant changement du parametre V_PE_TP

50.00

40.00 Pyruvate

loh tvcéralnh hat
alpha-gl

—- Oxaloacétate + malate
—- Glucose
---- Fructose-6-Phosphate
——Glucose-6-phosphate
——Phosphoénolpyruvate
——Pyruvate

glycéraldéhyde-3-phosphate + dihydroacétate

30.00

20.00

Concentration en mmol/L

10.00

0.00 20.00 40.00 50.00 80.00 100,00

Temps en minutes

b) Apres modification du parametre V_PE_TP

25.00

20,00 *
EOxz.loacétate + malate
—alpha-glycérolphosphate
—- Oxaloacétate + malate
=- Glucose
---- Fructose-6-Phosphate
—Glucose-6-phosphate
——Phosphoénolpyruvate
——Pyruvate

glycéraldéhyde-3-phosphate + dihydroacétate

15.00

10.00 Phosphoénolpyruvate

Concentration en mmollL

1
I
!
[
!
[}
i
- I
5.00 '
]
|

. Fructose-6-phosphate

Temps en minutes

Les pics d’entrées de DC (Oxaloacétate + malate) de 20 mmol/L entrainent une
augmentation de la concentration en phosphoénolpyruvate de 18 mmol/L (Figure 26 a). Ce

résultat est cohérent avec la réaction biochimique associée. De plus la courbe représentant le
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compartiment glucose décroit passant de sa valeur initiale de 3 mmol/L a une valeur inférieure
a 1 mmol/L. Pendant ce temps le compartiment glucose-6-phosphate se remplit puis décroit a
son tour. Ainsi le pull de DC (Oxaloacétate + malate) n’a pas d’impact sur la néoglucogenese,
le compartiment phosphoénolpyruvate se déversant presque totalement dans celui du pyruvate.
Ce résultat est préoccupant car, dans le modele de Freetly et al. (1993), le DC (Oxaloacétate +
malate) est le compartiment clé de la néoglucogenese et tous les précurseurs de la formation de
glucose (excepté le glycérol) sont convertis en oxaloacétate et malate.

Enfin le phosphoénolpyruvate présente un temps de relargage long (environ 15 min ; Figure
26 a).

Sur la Figure 26a on remarque aussi une forte accumulation au sein du compartiment
pyruvate, qui s’accroit de 20 mmol/L a chaque pic de concentration d’oxaloacétate et de malate.
Ce résultat n’est pas physiologiquement juste, il n’y a pas d’accumulation de pyruvate au sein
des cellules hépatiques du ruminant. Deux hypothéses peuvent étre émise afin d’expliquer ce
phénomene. Cette accumulation peut étre liée au fait que le pyruvate est normalement relié a
d’autres compartiments tel que celui de 1’acétyl-CoA mitochondrial au sein du modele Freetly
et al. (1993). Ou cette accumulation peut étre toute ou en partie d0 a une erreur dans la valeur
des parametres du modele. En effet, les résultats obtenues ne montrent pas de participation du
pyruvate a la néoglucogenése ce qui est biochimiquement erronée et pourrait expliquer
I’accumulation de pyruvate. Concernant la premiére hypothese il faudra attendre la greffe des
quartiers afin de pouvoir y répondre. Concernant ce quartier, seule la deuxiéme hypothese a
donc été étudiée.

La capacité maximale du flux de conversion du phosphoénolpyruvate en glycéraldéhyde-3-
phosphate et dihydroacétate (V_PE_TP) avait été modifié dans le quartier 1, il était alors égal
a 0,079 mmol/min. Une nouvelle analyse de sensibilité a été faite et les résultats obtenus
démontre que ce paramétre impacte le flux de conversion du phosphoénolpyruvate en pyruvate
(U_PE_PY). Une modification de ce paramétre a été faite afin de permettre au
phosphoénolpyruvate de se déverser dans le compartiment TP (glycéraldéhyde-3-phosphate +
dihydroacétate) et ainsi de participer a la néoglucogenése. La valeur finale de V_PE_TP a été
établie arbitrairement & 9 mmol/min.

Aprés modification de ce paramétre 1’accumulation du pyruvate est corrigée (Figure 26 b).
On observe une diminution d’environ 17 min du temps de relargage de phosphénolpyruvate. A
la fin de chaque pic de concentration de DC (oxaloacétate + malate) un pic de concentration de
4 mmol/L de Fructose-6-Phosphate apparait ainsi qu’une augmentation d’environ 1 mmol/L de

glucose et de Glucose-6-Phosphate Figure 26 b). Le quartier 3 a aussi été testé avec cette

111



nouvelle valeur de paramétre et les résultats demeurent identiques a ceux obtenus
précédemment.

En résumé, aprés modification du parametre V_PE TP, I’oxaloacétate et le malate
participent & la formation de glucose via le phosphoénolpyruvate. Celui-ci ne s’accumule plus
dans le compartiment pyruvate. Ainsi le quartier semble fonctionner correctement et les
fonctions métaboliques semblent étre respectées.

Dans un deuxieme temps le compartiment lactate (eLA) a été ajouté afin d’évaluer la
participation de ce nutriment & la néoglucogenése (Figure 23 ; Flux et compartiments de
couleur violette). Les résultats observés ne démontrent aucun effet du lactate sur la
néoglucogeneése, ce qui ne représente pas la réalité biochimique. En effet, in vivo le lactate est
un des précurseurs de la néoglucogenése et un apport en lactate devrait ainsi augmenter la
synthése de glucose. Cela se traduirait dans le modéle par une augmentation des concentrations
des compartiments du cycle des pentoses ainsi qu’une augmentation non négligeable du flux
de sortie de glucose di au pulse de lactate. Les parameétres des flux réversibles entre le
compartiment lactate et pyruvate ont été étudiés. Aucune modification de ces paramétres n’a

pu engendrer un changement dans les résultats observés.

4.4 Quartier métabolique 2d : Propionyl CoA et néoglucogenese

Le quartier 2d est formé par ajout du compartiment PC (propionyl-CoA) et flux U_PC_DC
au quartier 2c (Figure 23). Le propionyl COA est I’intermédiaire du propionate et la
participation de celui-ci a la néoglucogenese peut étre conséquente. Un pulse périodique de ce
thioester a été rattachée au compartiment PC afin de tester son effet sur la néoglucogenése.

Chaque impulsion de concentration de 5 mmol/L de propionyl-CoA est suivie d’une
augmentation de 2 mmol/L des concentrations en phosphoénolpyruvate (Figure 27) et d’une
augmentation plus légere des concentrations d’oxaloacétate et de malate (1 mmol/L). Le
compartiment propionyl-CoA se déverse donc dans le compartiment phosphoénolpyruvate via
le compartiment DC (Oxaloacétate + malate). Le flux de conversion de 1’oxaloacétate et du
malate en phosphoénolpyruvate U_DC_PE semble donc correct. On remarque également une
legére augmentation des concentrations de glucose et de glucose-6-Phosphate a la fin de chaque
pic de propionyl_CoA (Figure 27).

Le C3 est le principal précurseur de la néoglucogenese et le propionylCoA est le produit de
la métabolisation du C3. Pour étre cohérent avec les réalités in vivo un pulse de propionylCoA

doit entrainer une augmentation des concentrations des compartiments du cycle des pentoses
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ainsi qu’une augmentation du flux de sortie de glucose. Les résultats obtenus sont donc

biochimiquement cohérents et ce quartier semble donc bien fonctionner

Figure 27 : Courbes des concentrations en nutriments ou composées chimiques au sein des
différents compartiments du modéle Freetly et al. (1993) pour le quartier métabolique
représentant la participation du Propionyl-CoA a la néoglucogénése (quartier 2 d).
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4.5 Quartier métabolique 2¢ : Propionate comme précurseur de la néoglucogenése

Le compartiment du C3 (ePR) ainsi que le flux U_ePR_PC ont été ajoutés au quartier

représentant la participation du propionyl-CoA a la néoglucogenese (quartier 2 d) dans le but

de tester I’effet d’une injection de propionate sur la néoglucogenése (Figure 23). L’isobutyrate

(elB), le valérate et le 2-méthylbutyrate (eVA) n’ont pas été testés ici car leur participation a

la néoglucogeneése est négligeable comparée au C3.

Figure 28: Courbes des concentrations en nutriments ou composées chimiques au sein des
différents compartiments du modele Freetly et al. (1993) pour le quartier métabolique
représentant la participation du propionate a la néoglucogenese (quartier 2 e).
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I n’était pas possible de faire tourner le modeéle lors de 1’ajout du compartiment ePR (C3).
Un probléme de paramétrage a ainsi été suspecté. En effet, la capacité maximal du flux d’entrée
de propionate (V_ePR_PC) était égal a 49 mmol/min. Cette valeur était trop élevée entrainant
une valeur du flux d’entrée de propionate (U _ePR_PC) élevé. Le compartiment propionate se
vidait donc trop vite dans le compartiment propionyl-CoA entrainant une impossibilité de
fonctionnement du modeéle. Dans un premier temps la valeur de ce parametre a éte établit a 1
mmol/min. Le modéle a montré alors un comportement explosif. Cette valeur a ensuite été
rabaissée a 0,25 mmol/min.

Apres résolution de I’erreur de paramétrage, on constate un temps de relargage long du
compartiment ePR. Ce compartiment met environ 20 min pour se vider (Figure 28). 1l faudra
donc porter attention a ce compartiment lors de 1’utilisation du modéele de Freetly et al. (1993)
complet.

Chez les animaux a I’entretien, le C3 participerait a hauteur de 50 % a la formation de
glucose. Dans ce modele, le flux de sortie de glucose ainsi que les concentrations des
compartiments du cycle des pentoses en fonction de chaque pulse de C3 sont assez faibles et

devraient donc étre plus élevés pour représenter la néoglucogenése in vivo.

5) Quartier 3 : Cycle de Krebs

Le quartier 3 prend en compte la néoglucogenese, le métabolisme du C3 ainsi que tous les
intermédiaires du cycle de Krebs. Comparé au quartier 2e, on a rajouté le compartiment a-
cetoglutarate (AK), Isocitrate (IC), acétyl-CoA mitochondrial (MC) et citrate (CT) ainsi que
les flux associés (Figure 23).

Le compartiment de I’acétyl-CoA mitochondrial est défini en partie par le flux de
conversion U DC CT, et les flux U CT _PY et U PY_DC prennent en compte le
compartiment de 1’acétyl-CoA mitochondrial dans leurs équations respectives (Figure 29).
Ainsi des flux d’information sont représentés en bleu sur la Figure 29.

Dans ce quartier un pulse de propionyl-CoA a été établit. Il a été préférable d’injecter du
propionyl-CoA plutdét que du propionate car le quartier représentant la participation du
propionyl-CoA a la néoglucogenése (quartier 2 d) montre de trés bons résultats.
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Figure 29 : Quartier du le métabolisme glucidique associé au cycle de Krebs (Quartier 3)
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AGP ; oglycérolphosphate, eGL ; Glucose, GP ; Glucose-6-Phosphate, FP ; Fructose-6-phosphate, TP ;
glycéraldéhyde-3-phosphate + dihydroacétate, PE; Phosphoénolpyruvate, DC ;Oxaloacétate + malate, PY ;
pyruvate, , PC ; Propionyl-CoA , ePR ; propionate, MC ; acétyl-CoA mitochondrial, CT ; citrate, IC ; isocitrate,
AK ; alpha-cétoglutarate, INJ_ePR ;injection de propionate, U_A_B ; flux de conversion du compartiment A au
compartiment B. En noir ; quartier 2 €), En orange ; rajout du quartier 3), En bleu ; Flux d’information

Figure 30 a) et b): Courbes des concentrations en nutriments ou composees chimiques au
sein des différents compartiments du modele Freetly et al. (1993) pour le quartier
représentant le cycle de Krebs (quartier 3).

a)Courbes des concentrations en nutriments ou composées chimiques au sein des différents

compartiments du modele Freetly et al. (1993) pour le quartier représentant le cycle de
Krebs au complet
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b) Courbes des concentrations en nutriments ou composées chimiques au sein des différents
compartiments du modele Freetly et al. (1993) pour le quartier représentant le cycle de
Krebs sans les compartiments Isocitrate et a-cétoglutarate
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Le modele présentait un comportement explosif (Figure 30a). Une augmentation des
concentrations de pyruvate et des concentrations décroissantes et négatives en
Phosphoénolpyruvate était observée, ce qui n’est pas cohérent avec 1’in vivo. Ces résultats
démontrent une impossibilité du modéle a évaluer les concentrations justes en nutriments.

Aprés avoir retiré les compartiments isocitrate et a-cétoglutarate ainsi que les flux associés,
le modele ne montrait plus de comportement explosif (Figure 30 b). L’accumulation dans le
compartiment pyruvate a été corrigée dans le quartier 2c. Il existe néanmoins une accumulation
dans le compartiment citrate qui s’accroit de 2,5 mmol/L a chaque injection de 5 mmol/L de
propionyl-CoA.

Les résultats obtenus permettent de conclure qu’il existe probablement un probléme
structurel ou de paramétrage relatif aux compartiments a-cétoglutarate, isocitrate ou a 1’un des
flux associé a ces compartiments. Les différents parametres associés a ces flux ont été évalués

et modifiés. Aucun changement réalisé n’a néanmoins modifié les résultats obtenus.
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6) Quartier 4 ; Greffe des quartiers métaboliques

Figure 31 : Quartier représentant le modele de Freetly et al. (1993) au complet (Quartier 3).
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eGY ; Glycérol, AGP ; aglycérolphosphate, TG ; Triacylglycérides ; eFF ; Entrée d’AG libres, eUL ; Lipides
indéfinis, FA ; AG libres, CC; Acétyl-CoA cytoplasmique, eAC ;Acétate, MC ; acétyl-CoA mitochondrial,
eGL ; Glucose, GP ; Glucose-6-Phosphate, FP ; Fructose-6-phosphate, TP ; glycéraldéhyde-3-phosphate +
dihydroacétate, PE; Phosphoénolpyruvate, DC ;Oxaloacétate + malate, PY ; pyruvate, eLA ; lactate, PC;
Propionyl-CoA , ePR ; propionate, elV ; Isovalérate, eBU ; Butyrate, elB ; Isobutyrate, Eva ; Valérate + 2-
méthylbutyrate, CT ; citrate, 1C ; isocitrate, AK ; alpha-cétoglutarate INJ_eGY ; injection de glycérol, KB ;
Corps cétoniques, eGU ; entrée de glutamate, eGN ; glutamine, INJ_eGL ; injection de glucose, INJ_DC;
injection d’oxaloacétate et de malate, INJ_PC ; injection de propionyl-CoA, INJ_eGN ; injection de glutamate,
INJ_eGN ; injection de glutamine, INJ_elV; injection d’isovalérate, INJ_eBU ; injection de butyrate, INJ_ePR ;
injection de propionate, INJ_MC ; injection d’acétyl-CoA mitochondrial, INJ_eFF ; injection d’AG libres,
INJ_eUL ; injection de lipides indéfinis U_A_B ; flux de conversion du compartiment A au compartiment B, En
rouge; Flux d’information , En bleu ; injections, En vert ; quartier rajouté dans un deuxiéme temps, U_A B;
flux de conversion du compartiment A au compartiment B.

6.1 Quartier métabolique 4 a) ; Métabolisme lipidique et metabolisme du glucose

Dans un premier temps, tous les quartiers étudiés ont été réunis exception faite des
compartiments alpha-glycérophosphate (AK), Isocitrate (IC), entrée de glutamate (eGU),
glutamine (eGN) et glutamate (GU) ainsi que les flux qui leurs sont associés. Des pulses de
glucose (INJ-eGL), de propionate (INJ-ePR), d’acétyl-CoA mitochondrial (INJ-MC) ainsi que
de AG libres (INJ-eFF) ont été définis (Figure 31). L’accumulation au sein des compartiments

a-glycérolphosphate et citrate subsiste. On observe également une accumulation en
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triglycérides ce qui n’est pas génant étant donné que le compartiment triglycerides est un
compartiment de sortie du modeéle.
Les résultats sont identiques a ceux des quartiers précédants et I’agrégation de ces quartiers

n’a donc pas permis de résoudre les problémes rencontres.

6.2 Quartier métabolique 4 b : Modele de Freetly

Dans un deuxiéme temps la totalité du modele de Freetly et al. (1993) a été testé (Figure
31). Le modéle montre un comportement explosif identique a celui du quartier 3 avec des
concentrations en phosphoénolpyruvate négatives et une impossibilité du modele a évaluer et

quantifier les différentes réactions biochimiques hépatiques représentées.

7) Conclusion :

La comparaison de modéles n’a pas pu aboutir en raison du comportement explosif du
modele de Freetly et al. (1993). Ce comportement semble d0 a une erreur structurelle de la
construction du modele liée au faite que le compartiment MC est défini en partie par le flux
U _DC _CT, et que les flux U_CT_PY et U_PY_DC prennent en compte le compartiment MC
dans leurs équations respectives. Ces erreurs influent ainsi sur les compartiments ao-
cétoglutarate, isocitrate ou sur 1’un des flux associé a ces compartiments. Par la suite une
analyse approfondie sera nécessaire pour résoudre ce probléme.

De plus, de nombreuses erreurs sur les parametres ont été trouvées ce qui est étonnant
venant d’un article scientifique publié. Des erreurs paramétriques ont ainsi été corrigées.
Néanmoins certains quartiers présentent des comportements erronées qui n’ont pu étre rectifiés.
C’est le cas pour le lactate par exemple. Ces problémes devront étre résolus afin d’obtenir des
prédictions justes lors de I'utilisation du modéele complet.

Enfin, cette étude a permis de mettre en lumiére les compartiments avec un temps de relargage
long et/ou les paramétres impactant les flux du modéle afin d’établir les points sensibles de ce
dernier. Une forte attention devra €tre, par exemple, portée au propionate lors de I’utilisation

futur du modele.
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CONCLUSION GENERALE
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L’objectif de ce travail était d’évaluer le modele hépatique (FLiver), propose par Bahloul
(2014).

Dans un premier temps, les résultats de cette évaluation étaient en accord avec les travaux
de Bahloul (2014) et ont montré que la premiére version de FLiver (animaux en bilan
énergétique positif) était un modele bien calibré et stable qui permet une vision relativement
réaliste du métabolisme hépatique chez des ruminants en bilan énergétique positif. Ce modéle
est, en outre, bien partitionné en azote et en carbone.

De plus, cette évaluation a permis de mettre en évidence certains « points d’attention » du
modele qui seront a modifier a I’avenir. Ces points semblent néanmoins minimes et facilement
modifiables. Les simulations ont notamment montré qu’il serait pertinent de rajouter une
régulation sur les flux métaboliques liés au lactate afin de mieux prédire le flux de sortie de
celui-ci.

Les analyses de sensibilité ont permis de rechercher les paramétres sensibles du modele qui
seront a prendre en compte lors de I’utilisation futur de FLiver (Bahloul, 2014).

Enfin, la comparaison de FLiver (Bahloul, 2014) avec le modéle proposé par Freetly et al.
(1993) n’a pu aboutir totalement. En effet, I’implémentation du mode¢le de Freetly et al. (1993)
dans le logiciel Model Maker a montré qu’en 1’état (parametres, compartiments et flux issus de
la publication), il n’était pas possible de le faire fonctionner correctement. Son comportement
peut étre qualifié ici d’explosif dans le sens ou les réactions métaboliques sont inexistantes,
exceptés pour le pyruvate et le phosphoénolpyruvate. Les concentrations de ces composées
varient soudainement et le pyruvate présente des concentrations négatives. De plus, certaines
voies métaboliques semblent mal décrites dans la publication et des modifications des
parametres seront slrement nécessaires a 1’avenir. Par exemple, les contributions des
précurseurs dans la néoglucogenése ne sont pas réalistes et suggérent un défaut dans la
modélisation de cette voie.

Par la suite, et apres résolution des problemes cités ci-dessus, il sera possible de comparer
quantitativement les modeles de Freetly et al. (1993) et FLiver (Bahloul, 2014). Pour ce faire,
un méme jeu de données devra étre injecté dans les deux modeles. Ce jeu de données sera
constitué des concentrations a 1’équilibre des apparitions nettes portales en nutriments obtenues
grace aux études de méta-analyses (Loncke, 2009).

L’objectif de cette version 1 de FLiver était de proposer une méthode de construction d’un
modele de foie de ruminant de type Top-down, tout en s’assurant de sa cohérence globale avec
les principales lois physiologiques et le métabolisme hépatique. Cette premiére étape a permis

la mise en place du modele et de ses parametres sans toutefois prendre en compte la totalité des
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aspects physiologiques du foie. 1l a en effet été choisi de mettre en place un modeéle de base
solide avant de pouvoir prendre en compte les adaptations du métabolisme suite a un bilan
énergétique négatif. La version 2 de FLiver intégrant le bilan énergétique négatif est en cours
de développement et une premiére version est disponible (Bahloul, 2014). Celui-ci incorpore
les principales voies du métabolisme des AG longs. Il est important de bien décrire ce
métabolisme qui intervient notamment dans les phénomeénes de stéatose et de cétose chez le
ruminant (cf. partie bibliographie).

Plusieurs perspectives peuvent étre émises concernant le futur du modéle FLiver (Bahloul,
2014). Dans un premier temps il serait bon de finir de développer FLiver version 2 afin d’avoir
une bonne prise en compte du AG libres et des AGNE. FLiver qui est un modéle statique devra
aussi étre traduit en modele dynamique afin de pouvoir I’utiliser plus systématiquement en
pratique.

Il faudrait aussi tester le comportement de FLiver lorsque celui-ci est associé avec le
nouveau systéme d’alimentation proposé par I’INRA (2018). Le projet associé¢ a ce travail
(Systali, 2018) a en effet permis une rénovation des tables d’alimentation INRA, alors que les
équations charpentes utilisées ici sont définies dans le systéme d’évaluation des aliments INRA
2007. Ce nouveau systéeme permet une optimisation des valeurs des aliments dans les tables
ainsi que dans les rations grace a un modele plus mécaniste du tube digestif (Sauvant et al.,
2013).

D’autre part, FLiver (Bahloul, 2014) pourrait étre utilisé afin de déterminer I’effet des
hépatoprotecteurs sur le foie du ruminant. Une premiére ébauche de ce travail a été réalisée par
Bahloul (2014).

En conclusion, le modéle de FLiver (Bahloul, 2014) pourrait étre utilisé en pratique afin de

répondre a différentes questions d’ordre métabolique.
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FLiver : un modele des flux de nutriments passant a travers le foie
chez le ruminant.
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Abstract

FLiver : a model of nutrients fluxes across the liver in ruminant

M. Chartoire!?, C. Loncke!, L. Bahloul?, P. Noziére?, J. Vernet®, H. Lapierre*, D. Sauvant?,
and 1. Ortigues-Marty?

1UMR 791, Modélisation Systémique Appliquée aux Ruminants, INRA-AgroParisTech, 75231
Paris, France

2Adisseo France SAS, 92160 Antony, France

3UMR 1213, Recherches sur les Herbivores, INRA Theix, 63122 St Genés Champanelle,
France

“Dairy and Swine Research and Development Centre, Agriculture and Agri-Food Canada,
Sherbrooke, Quebec JIM 0C8, Canada

Background: A mechanistic model “FLiver” was developed by Bahloul et al. (2014) to
understand the hepatic metabolic reactions and to predict the metabolic conversions, uptakes
and releases of the main nutrients fluxes with different ranges of nutritional scenarios inside
and across ruminant’s liver.

The first step of the model development (FLiver version 1; Bahloul et al., publication in
progress) was focused on nutritional scenarios for ruminants, only, in positive energy balance.
These nutritional scenarios reflect different glucogenic/ketogenic and energy/nitrogen ratios of
nutrient supply. The model simulates the flux of 12 glucogenic, ketogenic and nitrogenic
nutrients groups: Acetate (C2), propionate (C3), butyrate, B-hydroxybutyrate, glucose (Glu),
lactate (Lac), total amino acids, ammonia and urea. It simulates the fluxes of dietary long chain
fatty acids, glycogen, proteins, oxygen and carbon dioxide as well. The novelty of this model
lies in the combination of mechanistic and empirical approaches according to Sauvant and
Mertens methods (2004). Briefly, FLiver consisted in a basic biochemical mechanistic model
where inputs and Outputs are largely calibrated by empirical equations of respectively net
portal appearance (Loncke et al., 2009) and net hepatic or splanchnic release of nutrients
(Loncke, 2009) obtained by meta-analysis of experimental data. These equations were
considered as structural relationships and used to calibrate the parameters of the mechanistic
model. The nutrient conversions within the liver were, therefore, obtained by model fitting.

It is a compartmental model where each nutrient is described by a pool, and the amount of each
pool is defined by differential equations. Metabolic reactions between nutrients are described
by masse action laws and empirical equations are implemented in Fliver as objective functions

for optimization.
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The aim of the present work was to modify empirical equations after they were improved
(Loncke et al., 2014) and to evaluate the impact of this change on the model behaviour.
Methods: Empirical equations which constraints flux of Glu, Lac, C3 and C2 were improved
in a precedent work so they needed to be changed in FLiver. Then, the parameters were re-
optimised and sensitivity analysis of the model were systematically done to evaluate the general
behaviour of FLiver after such modifications.

Results: It showed a good fit between observations and predictions of the model and no
accumulation of Carbone or Nitrogen inside the model. Sensibility analysis allowed detecting
most influent parameters of the model. Parameters which were less influent in FLiver were
removed to avoid over-parametrisation or kept if they were needed to describe physiological
reactions of ruminant liver.

Conclusions: FLiver version 1 appeared as a stable model which gives a good description of
hepatic ruminants’ metabolism in positive energy balance. It shows a good prediction of each
nutrient flux. Fliver version 2, which is currently under development, extend this model to
animals in negative energy balance, which represents a physiological transitory stage for

ruminants in early lactation.
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