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Préambule

[-REpVLWp VH G phe@icWnuRBOR Ribrn@ale ou excessive de graisse qui
présente un risque pour la santé ». De nombreuses causes endogenes et environnementales peuve
FRQGXLUH j FHW H[FgV GH OLSLGHVY &HSHQGDQW GDQV OD
déséquilibre chronique de la balance énergétique et plus spécifiguement de la balance de répartitior
des graisses, eftrr- R[\GDWLRQ HW VWRFNDJH /-REpVLWp HVW pWL
déséquilibrée hypercalorique associée a une augmentation de la sédentarité. Il est maintenant
FODLUHPHQW pWwdD&ssntiéd X ithe@QuhteptatioMsmnificative de la morbidité et de la
PRUWDOLWpP SXLVTX-HOOH FRQVWLWXH | H@® khalddlesOH X C
FDUGLRYDVFXODLUHV GH FHUWDLQV FDQ+dadittance RDdeV D XV \
diabete$LQVL O :R EfavteunVde risquEVdealBicés au niveau mondiaRerf@ltions de
YLFWLPHY FKDTXH DQQpH &RQVLGpUpH FRPPH XQH YpULWLEL
DX QLYHDX PRQGLDO PLOOLRQV G:-DGXOWHYV HW PLOOI

Depuis les années 80, DOLPHQWDWLRQ RFFLGHQWDOH FRQQDVW XQ (
OHV GHX[ JUDQGHV IDPLOOHYV G:dn-68xHas -8l Datte2RDtidn@&sD W X L
habitudes alimentaires provoque une diminution de la disponibilité tissulaire en AG®I en n-3
ORQJXH FKDVQH HQ SDUWLFXOLHU @H5@-3D FHV8 HGHL PRIV BLX
docosapentaénoique (DHAR2 :6 n-3). Ce déseéquilibre pourrait ainsi avoir contribué a
O-DXJPHQWDWLRQ GX QRPEUH u6dank Bshaygs tREghophed/au chXre des- H V V
dernieres décennies. De hombreuses anomalies métaboliqgues peuvent néanmoins survenir avan!
PrPH TXH OH VWDGH G-REpVLWp FULWLTXH VR u§istWweVHLQW
et de diabéte, on retrouve une lipémie élevée et prolongée et une inflammation de faible intensité
TXL V-LQVWDOOH GH PDQLgUH FKURQLTXH

SpFHPPHQW O:-LQWpUrW SRUWp DX PLFURELRWH LQWHYV
puis de levures et de virus présents au niveau du tractus intestinal) dans diverses maladies
intestinales et extra-intestinales a fortement augmenté. Les progres des techniques moléculaires
ainsi que de la bio-informatique ont permis de décrire plus précisément cette communauté
bactérienne intestinale et ses modulations, appelées dysbioses, dans des pathologies telles qu
O-REpVLWp 8QH SHUWXUEDWLRQ VSpFL Bagt&oidemnic@@teyy HD X G
GLPLQXp D G:-DERUG pWp PRQWUpPH FRPPH pWil@d gerve/ RFLpH
a montré une augmentation de certains représentants diLageoibacillcbez les individus



obéses et une diminution du géveerucomicrobfaHV GRQQpHYVY PHWWHQW HQ DYD
nouveaux acteurs dans ces phénomenes a risques, a savoir les endotoxines bactériennes
lipopolysaccharides (LPS). En effet, les endotoxines issues des bactéries a Gram négatif du
microbiote intestinal, produites de maniere continue par la lyse des bactéries, peuvent étre co-
absorbées avec les acides gras alimentaires puis incorporées aux chylomicrons et véhiculées ain
YHUV OHV WLVVXV FLEOHV $\DQW OD FDSDFLWp G-DFWLY|
sécrétion de cytokines ptoQ IODPPDWRLUHYVY FHV HQGRWR[L@tHA&W SDUWL
PDLQWLHQ G-XQ pWDW LQIODPPDWRLUH FKURQLTXH &HV RE
XQH DOLPHQWDWLRQ WURS ULFKH OH PLFURELRWH LQWH\
PpPWDEROLTXH HW O-REpVLWp

Un intérét tout particulier doit donc étre porté a la modulation de la lipémie et de
O-LQIODPPDWLRQ PpWDEROLTXH 'HV VWUDWPpPJLHVY GH SUp)
effet, de nombreux travaux démontrent que la qualité, la quantité des lipides alimentaires
composant nos membranes biologiques peuvent affecter leur absorption intestinale et seraient
GRQF j PrPH GH PRGLILHU G-DXWUHV HIIHWV PpWDEROLTXH\

Bien que les données a ce sujet restent incomplétes et font débat actuellement, les AGPI
en n-3 (principa HQW O-(3%$ HW OH '+$ VHPEOHQW MRXHU XQ U{OF
GH O-LQIODPPDWLRQ j EDV EUXLW HQ OLHQ DYHF O-REpVLW
LQIODPPDWRLUH GH O:-REpVLWp HW VHV ZF &B S@Qhdudo WLRQ\
supplémentés en AGPlenn-'H SOXV VHORQ GHV pWXGHV pSLGpPLROR
O-+RPPH GHV DSSRUW V3 pdaithiéptréddie 183 Qyslipidgnmigs et améliorer la
WROpUDQFH DX JOXFRVH HW pJDOHPHQW?2 stlllpsyrb@adiés O -D S S
cardiovasculaires. Les AGPlen¥-BPEOHQW GH SOXV LPSOLTXpV GDQV O -
supplémentation en AGPlen " SRXUUDLW PRGXOHU O-pFRORJLH PLFURE
L Q10O D P P D @danhidind. Enfih, @s AGPlennVHPEOHQW FDSDEOH G-LQIOXF
EDUULqQUH GH O-LQWHVWLQ QRWDPPHQW SDU O-DXJPHQWL
VHUUpHYVY HW G-KRUPRQHYVY SDUWLFLSDQW DX iRtEstil@WLHQ HW

Les études montrant les effets potentiellement bénéfiques mais controversés des AGPI en n-3 sur
la santé ont été pour la plupart réalisées en utilisant des huiles de poisson, source potentielle de
facteurs alimentaires confondants (stérol8Y WPLQHV « SRXYDQW HQ SDU
O-KpWpURJpQpPLWpP GHV UpVXOWDWY REVHUYpV



Mettant en jeu des teneurs tissulaires en AGPI en n-3 augmentées artificiellement par conversion
des AGPI en n-6 alimentaires, le modéle transgénique murin fat-1 joue pn®R @V O -pWXGH
effets des AGPI en n-3 sur de nombreuses pathologies métaboliques, sans passer par une
LOQWHUYHQWLRQ QXWULWLRQQBOOH G-HQULFKLVVHPHQW H(

'DQV FH FRQWH[WH ELEOLRJUDSKLTXH PD WKqVH D SR
protecteur des AGPI en n-3 endogénes (produits de maniére artificielle par conversion des AGPI
enn-6DOLPHQWDLUHYVY VXU OH GpYHORSSHPHQW G-XQH REpVL

cela, nous avons suivi au cours de ce travail plusieurs approches expérimentales :

Une étudén vivehez la souris (transgénique fetvY VDXYDJH QRXV D SHUPLV
le r6le joué par les AGPI en n-3 endogénes sur les altérations du métabolisme lipidique et glucidique
ORUV GH O:-REpVLW/p do®eb Mpidasldt Shylucide®. NopsirioBsHsohiines intéressés
j O-pYROXWLRQ GH OD SULVH GH SIRdo@poskidnldodrelle addep HYV Kt
mesures en résonnance magnétique de la masse grasse et masse maigre ; le métabolisme glucidic
pDU OD UpDOLVDWLRQ G-XQ WHVW GH WROpUDQFH DX JOXFI
et le transport de glucoseOD PDQLIHVWDWLRQ G-XQH VWpDWRVH KpSD
j O-KXLOH URXJH GH OD FRPSRVLWLRQ HQ DFLGHV JUDV
G-DGLSRIJpQLFLWp (QVXLWH O:-K\SRWKgVH TXH O-HQGRW
GpFOHQFKHXUV GH O:-LQIODPPDWLRQ EDV EUXLW DVVRFLpH
sommes intéressés a la compos@od PLFURELRWH FDHFDO DLQVL TX:-j OD
O-pWXGH GH O-H[SUHVVLRQ GH SURWpLQHY GH MRQFWLRQ \

Une étudén vitrov XU OH PRGqQOH FHOOXODLUH FROLMEH G-DGpC
pre-WUDLWpV RX QRQ DX[ DFLGHV JUDV SXLV DYHF RX VDQV /<
les effets du DHA au niveau de la barriére épithéliale intestinale.

(QILQ XQH GHX[LqPH pWXGH QXWULWLRQQHOOH QRX!
transplantation réciproque du microbiote provenant de souris donneuses fat-1 ou sauvages, chez
des souris receveuses sauvages ou fat-1, sur des parametres physiologiques (poids, glycémi
VWpDWRVH KpSDWLTXH GH SHUP pD E blgueWAmsL, lgs/étets\des Q D O H
AGPI en n-3 endogénes, combiné au microbitXU OHV PDQLIHVWDWLRQV

complications métaboliques associées, ont été étudiés.



&H PpPRLUH HVW FRQVWLWXp WRXW G-DERUG G-XQH
del2chapitres.

Les chapitres 1 aGpFULYHQW O-REpVLWp VRQ pWLRORJLH HW OH
LQWHVWLQDO OHV PDODGLHV PpWDEROLTXHV DVVRFLpHV
perméabilité intestinale sont ensuite détaillés dans les chapitres 4 a 7. Les AGPI, leur biosynthese
et leurs roles, ainsi que certains aspects fonctionnels sont abordés dans lesetBaitris, 8

les chapitres0a 12, qui décrivent les difficultés inhérentes aux études nutritionnelles sur les AGPI
enn3HW GH O-LQWpUrW SRWHQWLHQGL poXr &poGer Ori¢ meilleDré VJIp QL
compréhension, terminent cette revue bibliographique.

- pQRQFp GHV K\SRWKgVHV HW REMHFWLIV IDLW VXLWH DX
ObtHQ XV VRQW SUpVHQW pVNIRIMWHPRW PHR& PAY DWXALLYROG::- XQH C

Ce mémoire est enfin conclu et les perspectives sont abordées en trois axes principaux.

Les productions scientifiques issues de ce travail sont indiquées a la fin du mémoire, aprés les

références bibliographiques.
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. /- Bésité

/- R E pV L Wepjed Maj¢uXde santé publique qui a atteint des proportions pandémiques

depuis les anné&980 En dépit des efforts de la communauté scientifique et des professionnels
GH VDQWp SRXU OD FRPSUHQGUH HW OD WUDLWHU OH QRP
6HORQ O-2UJDQLVDWLRQ ORQGLDOH GH OD 6D Ql&sent206 O -
dans les pays développés comme dans les pays en développement et qui touche les enfants comm
les adultes. Elle est souvent définie simplement comme « une accumulation anormale ou excessive
de graisse qui présente un risque pour la sateekbVW OD FRQV p TetéQ prolo@éxX Q GpU
GH OD EDODQFH pQHUJpay e catdried)ipgéde€sWdnQivg aGunXnantup de
dépenses énergétiques. La dépense énergétique totale se définit en trois compartiments : le
métabolisme basal ou dépense énergétique de repos (comp@€pdarla dépense totale), la
thermogenése post-prandiale (10HW O -DFW LY LaMui &KI&\geuleXpatt variable.

La répartition anatomique de la masse grasse semble jouer un rdle important dans les
ULVTXHV DVYV RAhsp Une I&@alis&ipr/dbWominale de la masse grasse est un facteur de
risque accru de maladie (OMS (2060 XU XQH SULVH HQ FKDUJést@oBSURSUL
utile de pouvoir distinguer les sujets présentant un risque@crd D L W répakitphl ©
abdominale de la graisse FRQ Q X H V R Xbéséd-hn@r&dre »; d®ceux qui montrent une
répartition « gynoideavec moins de retentissements pour la santé, dans laquelle la graisse se

répartit plus uniformément et de facon périphérigue.

/ indice de masse corporelle (IMC) ou indice de Quételet est un indice simple de mesure
du poids par rapport a la taille élevée au carré, communément employé pour la classification du
GpILFLW SRQGpPpUDO GX VXUSRLGV HW GH O-REpWDWp FKH]
Cette classification comprend une subdivision supplémentaire pour les IMC compris
entre35,0et 39,9 et des options de prise en charge différentes, les risques associés étant plus
séveres &§HWWH FODVVLILFDWLRQ HVW SULQFLSDOHPHQW ED\
(tablead).

L-,0& SR \apgr@aht ses propres limites et ne permet pas de distinguer le poids associé
a la masse musculaire de celui assobs€ Ainsi, le rapport entre IMC et masse grasse subit des
YDULDWLRQV HQ IRQFWLRQ GH OD FRUSXOHQFH HW GH OD
PRQWUpP TX-XQ ,0& GRQQp QH FRUUHVSRQG SDV IRUFpPHQ!
population a0 - D ¢sWinbiin et al., 1996, Forbes and Reina, 1970, Rolland-Cachera et al., 1991,



Statut IMC (kg/m ?) Risque
Insuffisance pondérale < 18,50 Faible
Eventail normal 18,5024,99 Moyen
Surpoids 25,0029,99 Modéré
Obésité modérée, catégorie 1 30,0034,99 Modéré
Obésité sévere, catégorie 2 35,0039,99 Important

Obésité morbide, catégorie 3

Tres important

Tableau1 .6 HXLOV GH FRUSXOHQFH HQ IRQFWLRQ GH O-,0&

D-DSUqV 206
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Ross et al., 1994)est donc intéressant de disposer de méthodes complémentaires pour identifier
les sujetsT XL SUpVHQWHQW XQ ULVTXH Dé&FabG &XH Ik IDO- & P XD W
abdominale de graisse€O H[LVWH DXMR XU G, -paXdxe@ptey s ReQdppo YallE D V p V
DVVLVH WDLOOH GHERXW TXL SHUPHWWHQW GH FRUULJHU C
des jambes (Norgan and Jones, 1995) et la mesure du périmétre abdominal (ou tour de taille) (Han
et al.,, 1997c, Lean et al., 199%)constitue un indicateur approximatif de la masse grasse
intraabdominale (Pouliot et al., 1994, Ross et al., 1992) et de la masse grasse totale (Han et al.
1997b).  -DXWWHWFKQLTXHVY SOXV SUpFLVHV SHUPHWWHQW G:p)
O-LQGLYLGX &HWWH FRPSRVLWLRQ FRUSRUHOOH IDLW DSS
FKDFXQ GHV FR QanidheWuand Wesu Gokpoelidtbtale, la masse maigre, le contenu
minéral osseux, la masse grasse segmentaire et totale. Il existe alors trois grands types de techniqu
SHUPHWWDQW G:pYDO XH ULu®Rd3kiFR&/S FehblLantl BRa 1F9R)ULR Ridmié O H
type quantifie, de maniére indirecte, la masse grasse, soit par mesure des plis cutanés (Durnin an
Womersley, 1974), soit par calcul de la densité corporelle (Katch et al., 1967). Le second type
TXDQWLILH OH YROXPH G-HDX FRUSRUS$k@aDdtials D91 Erim G D Q F |
OH GHUQLHU W\SH GH WHFK Q LrecteHa/répattitidh HuMssa apliigedx (KA U G H
,O V-DJLW G H ¥canhdrakaydnF Iditlell & &l., 1990, Kvist et al., 1986)- LPDJHULH SL
résonance magnétique ou IRM (Abate et al., 1994, Barnard et al., 1996, Han et al., 1997a) ou encor
G-DEVRUSWLRPpWULH DualSEKkdrgy R-Qy Absotptigmetry) (Svendsen et al.,

1993, Jebb et al., 1995, Fuller et al., 1999, Wang et al., 1999).

LD SUpYDOHQFH GX VXUSRLGV HW GH O-REpVLWp DXJPI
alarmant,DXVVL ELHQ FKH] O:HQ I pays t&vdoppidHdonineDl&& paysveh H W
développement sont touchés (Figwet2). De plus, c SUREOqgPH SURJUHVVH UDSLGH!
HVW SOXV IUpTXHQWH FKH] OD IHPPH TXplusfregerOcheRRPH Pr
dernier (OMS (2000)). Aux Etats-Unis par exed®h¥%,des hommes 88 % des femmes sont
en surpoids, €21 % des hommest 27 % des femmes sont obeses (Must et al.,. /199DD 6
estimait er2008que 1,5 milliard de personnes de plus2@eans étaient en surpoids, parmi
lesquelles pres@d80PLOO LR QV QGOBnilIDRsHIY famwes étaient obeses. Une étude du
National Health and Nutrition Examination Survey en 2008 estam2Q@g0, pres d&6% de la
population pourrait étre en surpoids ou obéses et 2&sd&-DGXOWHYV SRXWBWUDLHQW
aucunepYROXWLRQ GDQV OD ®BdahsMés adriges KafindiHcKH D 5 SHQID QW +
O-DGROHVFHQW OD SUpYDOHQFH GX \)pdRatt&ndré®RoX U U DLW
G - L F L(Wang et al., 2008).
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Enfin, en France, les différentes études ObEpi-Roche réatsBdd O-,QVHUP
(entre1997et SHUPHWWHQW G-REVHUYHU XQH DXJPHQWDWLI
O-REpVLWp DYHF XQH DXJPHQWDWLRQ UKBODMWaYan GH O
depuisl997(Figure 3).



% de la population

25,0

ObEpi 1997 » ObEpi 2000 ®m ObEpi 2003

® ObEpi 2006 ® ObEpi 2009 » ObEpi 2012

20,0

15,0 -

10,0

5,0

0,0
Total 18-24 ans 25-34 ans 35-44 ans 45-54 ans 55-64 ans 65 ans et plus

Figure 35pSDUWLWLRQ GH OD SUpYDOHQFH GH O-REpVLWp SDU WUDQFKH G-kJH GHSXLV



(WLRORJLH GX VXUSRLGV |

ll. Etiologie du surpoidsetdeO -REpVLWp

Des changements environnementaux (urbanisation et mécanisation) et comportementaux
tels que la proportion croissante de lipides dans les régimes alimentaires, la valeur énergétique
accrue (tablea@) (Drewnowski and Popkin, 1997 D GLPLQXWLRQ GH O-DFW
O - D X J P HI@swdnybten@nts sédentaires (Prentice and Jebb, 1995, Popkin, 2006) sont autant
GH IDFWHXUV TXL FRQFR XU HQMS (2000)). C¥sWHaAIQERMS| ddEéGeH O - R
O-HVSDFH GH TXHOTXOVSOPYRWHOAQUHVSRQVDEOHY GH OD UD!
S D Q G p P L H dansReenpovideMiPopkin, 2006, Popkin and Ni2l3@8) Popkin BM apporte
OH FRQFHSW GH fWUDQVLWLRQ QXWULWLRQQHOOH:- GpYl
alimentaires (Popkin, 2006WH WUDGXLVDQW SDU XQH FRQVRPPDWLRC
animale apportant des lipides partiellement hydrogémdsiplication par 3 fois ces dernieres
années dans les pays en voie de développement et développés (Delgado, 2003) -, une diminutior
de la consommation de fibres, une augmentation de la consommation de sucres raffinés (produits
sucrés, boissons type soda) (Popkin and Nielsen, 2003) et enfin une augmentation de la taille des
portions et du grignotage. Par exemple, un excés énergéliQlkealear jour équivaut a un
exces de poids @45NJ SDU DQ FH TXL HVW D ergetied®dn ¥xc&s)6e §itliex H O - |
plus prés de49 a133kcal, ce qui correspondrait a une prise de poi§8%83,77kg par an,

respectivement (Nielsen and Popkin, 2003).

/ID EDLVVH GH O-DFWLYLWp SK\VLTXH HW Ries@uBrXxJPHQW
XQ U{OH LPSRUWDQW GDQV OD SULVH GéduiSeRtLf@tegmehtlesD -DSSELC
besoins énergétiquese changement majeur survenu dans ce domaine est li€ aux avancées
technologiques ; ainsi les individus se dépensent moins pour les activités quotidiennes et loisirs
Levine et collaborateuBQW PRQWUp XQH GLIIpUHQFH GH GpSHQVH G-
minces d&52kcal par jour en moyenne, principalement due a une différence de posture (assis,
G H E R X W vitél ¥ n@ardbd-jdvrnaliere. Sur une année, une dépense énergétique supplémentaire
de 352kcal pourrait correspondre a une perte de poids #&J VL O-DSSRUW pQHUJp)\
inchangé. Le fait de se rendre sur son lieu de travail a pied plutot que par les transports motorisés
permettrait de dépenser en moyetBigkcal additionnelles par jour (Levine et al., 2005). Une
pPWXGH D HVW.GRps, TeX ihdvidus@epensaient en moy2BneERLY SOXV G:-pQHL
T X - D X M Rektte @iff&renice représentafkm par jour de marche supplémentaire (Egger et
al., 2001). Dietz et Gortmaker ont montré que chez les jeunes enfants le temps passé devant la
télévision était un facteur prédic.| GH O-,0& TXHOTX(B®itzR@@GoHMAKE& 0 XV W I



Macronutriments Valeur énergétique

(Kcal/g) (KJ/g)
Lipides 9 37
Alcool 7 29
Protéines 4 17
Glucides 4 16

Tableau 2 Teneur énergétique des macronutriments



(WLRORJLH GX VXUSRLGV |

1985) tandis que Rissanen et collaborattuW PRQWUp TX-XQ IDLEOH GHJUp
SHQGDQW OHV SpULRGHYV GH ORLVLU HVW FKH]Jpdtaité&s XOWH
*5 kg) dans les 5 ans qui suivent (Rissanen et al., 1991).

& HS HQGD QWe pé&ut BeErgsdlaveé @ simpleiverOH UpVXOWDW G-XQ FKLEL
nos habitudes alimentairesW GH QRWUH DEVH Q Fris @sDdomhiuvidnweg S K\ V|
considérée comme une maladie multifactorielle complexe. Ainsi, des prédispositions génétiques
SHXYHQW pJDOHPHQW FRQFRXULU j O-DSSDU EasPBOQaG X VXU
découverte du géne de lalepiheSURYRTXp XQ UHJDLQ G-LQWpUrw SRXU
PpPWDEROLTXHYV TXL V-HIHUFHQW ORUV GX GpYHORSSHPHQW
cette adipocytokine ou de celui de son récepteur entraine une obésité constitutive chez les souris
présentant ces mutations (Zhang etal., 1994 H] O - €& mBtations conduisant a une prise
de poids excessi¢W XQH REpVLWpP VpYqUH @HeVoddhdnT M@ tizaink -D X QR
de personnes (Mazen et al., 2000 X WUH SDUW GHV PXWDWLRQV VXU OH
impliquée dans la conversion de la pro-insuline en insuline (prohormone convertase 1) conduisent
€galement a une augmentation de la prise de poids. Par ailleurs, des mutations sur le géne codar
le récepteur a la mélanocortine 4 (MC4R) représex®@ii IRUPH DVVH] IUpTXHQW

monogénique touchant 1 a 6 % des individus obeses (Bell et al., 2005).

"“DXWUHV I|IDF Wghetdant BitdreviH daig la prise de poids excessive. Selon
O0-20@000) OH IDLW G-DUUrWHU GH |XdrRti¢) ouOle® &F&tbriehtW L R Q
médicamenteXGRQW O -HIITHW VHF&R@E prisé) tHe Roidlp @lusvidpoxtaiite de
O-LQGLYLGX /HV SpULRGHV GH FURLVVDQKHt7GhR)@-HQIDQ
O-DGROHVFHQFH HW O H VticMig¢DteisXqveVia frossekde QR lhLiiéxidpaisS D U
FRQVWLWXHQW pJDOHPHQW GHV SpULRGHYV j ULVTXH SRXU (

/| - REpVLWp DXJPHQWH IRUWHPHQW OHYV ditodduXdwieGH GpY
diminution générale de la qualité de vie. Elle est en effet un élément majeur du syndrome
métabolique (MetS) et un facteur de risque important pour des maladies non transmissibles, telles
le diabéte de type 27 O-K\SHUWHQVLRQ OHV PDODGLHV FDUGLRY
dyslipidémie et certains cancers, mais également a divers problemes psychosociaux)(OMS (2000)

10



SDWKRORJLHYVY DVVRFLpF

lll. Pathologies associé®¥ | O-REpVLWp

[11.1. Insulino-résistance et diabéte de type 2

LePDLQWLHQ GH O-KRPpRVWDVLH JOXFLGLTXH HVW DVYV X
différents signaux endocriniens, métaboliggeé QHUYHX[ /H JOXFDJRQ HW (
hormones peptidiques produites respectiver8dt) OHV FHOOXOHV | HW ¢ GHV
pancréatiques, sont les principaux acteurs impliqués dans cette régulatio@ AJ&@&BRpRVWDV L
glucidique est maintenue par une action hyperglycémiante du glucagon, et en période prandiale et
post-prandiale, pd® -DFWLRQ K\SRJO\F.pPLOQWIYOH GH MRXPHVXQ WFB H D C
DX QLYHDX GH O-RUJDQLVPH GDQV OD PLVH HQ UpVHUYH F
soient glucidiques ou lipidiquée® QV OH P XV F O Hn3ulnX BuQrievteNd tfakdgort u
glucose et son oxydation, la synthése de glycogéne et de protéines et inhibe la protéolyse et la
lipoprotéine lipase (LPL). DansTk O-LQVXOLQH DXJPHQWH OH WUDQVSR
inhibe la lipolyse. DanslRLH O-LQVXOLQH LQKLEH OD JO\FRJpQRO\VH
de lipoprotéine de trés basse densité (VLDL) (Eckel, 1992).

M.1.1. /-LQVXOLQH

/H JgQH GH O-LQVXOLQH FRGH SRXU X-fretinduka®vQH SH
présentant un peptide signalRdeacides aminés dans sa partie N-terminale et un peptide C au
centre de la séquence. La maturation de ce précurseur par clivage de la séquence signal lors de
translocation du peptide dans le réticulum endoplasmique et la mise en place de ponts disulfures
donneront alors la pro-insuline. Enfin, le clivage du peptide C finit la maturaticrQd¢ XOLQH
formée alors des chaines A, compog&aatides aminés et B 3@acides aminés (Figure 4). Le
PRQRPgQUH G-LQVXOLQH HVWctBrd §ilabQidird poi R XantreRekt Bdiistdud VW L
G-XQ QR\DX K\GURSKREH /D IRUPH PRQRPpPULTXH HVW OD
O-LQVXOLQH HVW FDSDEOH GM WRLELEPpRGVHVY Y5RVMND/D PR I
pour former des hexarteHV TXL FRQVWLWXHQW OD SULQFLSDOH IRUP
vésicules de sécrétion (Hua, 2010).

Il existe deux voies majeures d'action de l'insuline, I'une passant par l'activation de la
phosphatidyl-inositol 3 kinase (PI3K) et l'autre par les MAPK (mitogen activated protein kinase).

La cascade de signalisation mise en jeu dans le métabolisme glucidique/lipidique et altérée lors de

11



signal
sequence chain B

S
A——C-ter preproinsulin
chain A
chain C
chain B
N-ter.
A C-tor proinsulin
chain A
chain C
wghcmy
chain B
N-ter
s = A\ C-ter insulin
§ § chain A
C-ter
-ter

Figure 4 0D WXUDWLRQ GH O-LQVXOLQH

La pré-pro-insuline comporte un peptide signal qui sera clivé pour donner la pro-insulinee L

peptide C présent au centre de la séquence de la pro-insuline sera ensuite éliminé pour donner
O-LQVXOLQH PDW Xl chaiRa3 8 RBt\Bpéf#eés lentre elles par des ponts disulfures

“DSUqV YHWD &£&HOO %LRORJ|I &RQVRUWLXP



SDWKRORJLHYVY DVVRFLpF

I'IR est la voie passant par PI3K (Figureisuline se lie a son récepteur qui active des protéines
substrats (insulin receptor substrate, IRS) par phosphorylation des résidus tyrosines, capables de
recruter d'autres molécules comme la sous-unité régulatrice H853, . $LQVL O-DFV
catalytigue de la sous-unité p110 de PI3K entraine la phosphorylation de phosphoinositides,
interagissant avec la phosphatidylinositol-dependent kinase (PDK), qui active &sob $dv U H
kinases, la protéine kinase (PK)-B/Akt et PKE€s derniéres vont étre impliquées dans
différentes réponse® LpHV j O-LQVXOLQH WHOOHV TXH OD WUDQVO
GLUT4 vers la membrane plasmique, la synthese de glydadanghosphorylation de la
Glycogene synthétase kinase-3 (GSK-3) et la lipogern@seD FWLYDWLRQ @GéddeDOD VIQW
la Fatty Acid Synthase (FAS). La fin du signal insulinique implique une déphosphorylation du
récepteur, assurée par des protéines tyrosine phegglapsau, 2003, Saltiel and Kahn, 2001)

et ladégradatio@H O-LQVXOLQH SDU O - LigsWinéAeqeptéut &t BowttaRIPorG X FRF
YHUV OHV O\WWRVRPHV Re O-LQVXOLQH H(Cakpebtier] UDG.pH HW OF

1.1.2. /-LQV Xréslsarke

/- L Q V-xeaidtgpée (IR) est définie comme une réduction de la réponse cellulaire et
WLVVXODLUH j O-LQVXOLQH &HFL FRQH&uedt cadisque/ levV VvV XV |
muscle squelettique,TIA et le foie. Ce défaut de répong®@ aL Q ¥rEvOdue tihe hausse de la
glycémiequi est FRPSHQVpH SDU XQH K\S BeUtkagusdrn \par Rr@ hgpdr-Q V X O L
insulinémie. La capacité insulino-sécrétrice du pancréas diminue progressivemeniXdp Hait d
UpGXFWLRQ GH OD PDVVH G5% &MiOrOpA0 @ \S K pSIRPeEDed &L T X H
interrompant toute productiormsuline (Pick et al., 1998}erme, cettdR conduitf O-DSSDULWLR
duDT2 TXL DVVRFLH XQ GpIDXW GH VHQVLELOLWDp(Kald-LQV XOL
and Flier, 2000, Wang et al., 2200

/IH SULQFLSDO RUJDQH LPSOLTXp GDQV OD UpJXODWLRC
squelettique, responsable88&6 du captage du glucose (DeFronzo et al.,, 19855 DX QLYHDX
musculaire se traduit par une diminution du transport et du captage du glucose, mais également de
OD SKRVSKRU\ODWLRQ HMhtaEréahfe@IDyItdRE uiGindidat@dtr Fridikeet de
O-,5 FRQ RBOuQVaNY®7hions de personnes dans le monde. Vingt-cing pourcent de
la population aux Etats-Unis serait insulino-résistante, ce qui représentai6@nviltimms
G-LQGL V200 XBv 2023, on estimd20millions le nombre de personnes intolérantes au
glucose (Hossain et al., 2007)
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/D ILIDWLRQ GH O-LQVXOLQH VXU VR QdelguBieLi&\WhiesUdeS H U P H |
signalisation : la voie de la PI3K (a gauche sur le schéma), permettant la translocation des
transporteurs du glucose GLUTA4 vers la membrane plasmique, la synthese du glycogene et la
lipogenése , la voie impliquant MAPK (a droite sur le schéma), impliquée dans la prolifération

ew OD GLIIpUHQFLDWLRQ FHOOXODLUH “DSUqV 7KH &KHPLFD



Pathologies assoce] O -REpVLW|

/-, %est souvent UNERQVpPpTXHQFH GLUHFWH GH O-REpVLWp HW
tissus-cibles a des concentrations élevées en glucose et en acides gras libres (gluco-lipotoxicité]
/| - DFFXPXODWLRQ @ttighytdtdey(TAGPYQB*OHY FHOOXOHYV ¢ GHV v
SURYRTXH XQH LQKLELWLRQ GH OD VpFUpWLRQ G:-LQVXOLQI
des cellules par apoptose, participant pl@stallationG - X Q &(GDedg 205, Unger, 1995).

/-,5 HVW pJeDrésHlfatis QMO V¢ piiviBdMaireQdes principaux acteurs de la voie de
signalisationGH O - L, @V Oou (phisieurs niveaux de cette voie de transducéon
dysfonctionnement est principalement causé par une augmentation de la phosphorylation des
UpVLGXV VpULQH RX WKUpR QL Q HRSIRazlepdth. HISWW)HfXvOrigar® leuQ V X O
dissociation et provoquant ainsi un arrét de la transduction du signal insulinique (Zick, 2003). La
PXOWLSOLFDWLRQ GHV F\FOHV G-LQWHUQDOdrsgpatelidrx) UHF\F
G -LQVXOLQH HVW WURS LPSRUWDQW e RYdRgradatiorp d&O HP H C
UpFHSWHXUV j O-LQV XO L QréEcegtédir) dbobtidgabt Wibr@a Grid dnidtisriH D X |
du nombre de récepteurs exprimés a la surface des cellules (Bertacca et al., 2007). Enfin,
O - D Xtatohl @ la déphosphorylatibhW O-DEVHQFH G-LQWHUDFWLRQ HQWU
du signal insulinique participgntOD PLVH HQ (Sddbtéiret@lH 1998)=2vaHUPH G-XQ
diabéte.

[11.1.3. Le diabéte

Le diabéete est défini par une glycémie a jeun supérieure ou égale a 7,0 mmol/L
(126 mg/dL).& HWWH K\SHUJO\FpPLH UpVXOWH G:-XQ GplddXW GH V
G-DFWLRQ GH FHWWH KR (MRIB Et aV. X2015Y. HHYrmig Le\exsxpdrtiEulie QuH V
diabete gestationnel apparaissant pendant la gréssessees valeurs glycémiques supérieures
a la normale mais inférieures a celles posant le diagnostic de diabéte - il existe deusetges de dia
le diabéte de type 1, anciennement appelé diabéte insulino-dépendant, et le diabéte de type 2 nor
insulinodépendant (DT2). Le diabete de type 1 corddE¥nees cas de diabétes dans le monde,
HW HVW OD FRQVpTXHQFH G-XQH GHVWUXFWLRQ GHV FHO!

conduisant a une carence en insuline, le plus souvent totale.

Le DT2 représentant envir@0@ a95 % des casQH FHVVH Gddpuis]iesvipyv H
dernieres années et continue de croitre. En 2002, prdsrdiions de personnes dans le monde
etaient diabétiques de type 2 (Wild et al., 2004), en 2009 cette prévalen2e(ataiitioles
(Mendis et al., 2015) et pourrait atteindre pr&8&@millions en2030(Wild et al., 2004). En
France, la prévalence du DT2 approchait les 2908g0it4,57PLOOLRQV (Bring& &LYL G XV
al., 2009Chez75a 80 % des patients, le DH2VW SUpFpGp G- XQH UpVLVWDQFH j

13
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LQVXOLQpPLH G:-XQH G\V @orSier@ipak, 2008, Mebdwit2( {PBRO)RHp Mupawtp
GHV SDWLHQWYV VRQW DWWHLQWY G-XQ OHW®6 (Covhi2keWW O -D S S
al., 2008, Reaven, 2002)D SUpVHQFH FRQMRLQWH G -XQ6@GH W6 ldHW G - X (
ULVTXH G:-DSSD(Cbwidr t@l.,@008QQDeplus, la prévalence du DT2 augmente parmi
OHV SHUVRQQHY HQ VXUSRLGV HW RMugt\ethy, 1998, -Nkan@jotk/ VRLH
and Receveur, 2008)W DXJPHQWH SURJUHVVLYHPHQW DYHF O-,0&
plus de70 kg ont24 fois plus de risque de développer un DT2 que les femmes pesant moins
de55kg. Ce risque augmente proyffésY HPHQW j SD UW L U 28kgind3 (COlditzeX SpU L H
al., 1990).

l11.2. Inflammation du tissu adipeux

[11.2.1. Le tissu adipeux

Chez la plupart des mammiféres, il existe deux types de tissuAljgelimis-Hagen,
1997). leTA brun et I€TA blanc.

LeTA EUXQ SHX SUpVHQwWItd Kei$ eSsentiePdhét le rongeur, a pour
principal r6le de participer a la régulation de la température corporelle par le phénoméne de
thermogénése (Nedergaard et al., 2063 également capable de modifier la dépense énergétique
GH O-RUJDQLVPH HQ UpSRQVH j GLYHUV pYpQHPHQWY WHOV
RX OD SUpVH Oudllett &lQ20X20QrgvHl et al., 2011)

En 2000 HVW QpH OH FRQFHSW G:-DGLSRF\WH EHLJH | OL
adipocytes et pr®E GLSRF\WHV HQ FXOWXUH Q-H[SULPDA@WuUJTXH FHU
tele que la protéine découplante UCP1 (Petrovic et al., 2010). Ces adipocytes beiges (ou brite,
« BRown in whITE)>ssemblent étre induits par le froid (Walden et al., 2012) et impliqués dans la
thermogenése, mais dans une moindre mesure par ragpgoliran (Nedergaard and Cannon,
2013)./-RULJLQH FIAGGIXO® UHVWX j SUpFLVHU ,0V SRXUUDLHQ
DGLSRF\WHV EODQFV RX DORUV G:-XQ DXWUKGIMst8HH FHOOX
Villarroya, 2013)

LeTAblancHVW OH SOXV DERQGDQW HW FRQVWLWXH O-RUJ
est de plus en plus considéré comme un véritable organe endocrine et participe a la libération de
molécules SRUWDQW OH sQxRiblEEDBIISREDQHYRLH HQERMILQH SR.
processus physiologiques et pathologiques et maiGtelirRPp RVWDV lad nwy€ad UJp W L~
G - DXonglnds (Rosen and MacDougald, 2006, Fruhbeck, 2008). La synthese et la libération de
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la lipoprotéine lipase et de la leptine ont permis au TAGlantV UH FR Q V L G&itdljpe FRPPH

tissu sécréteur endocrine (Stephens and Caro, 1998).

La leptine, du gréeptosignifiant mince, a été découverte en 1994 chez des souris obéses
ob/oh(Zhang et al., 19949hez les souris, une mutation sur le géne de la leptineotsohis
de son récepteur (sowt¥db FRQGXLW DX GpYHORSSHPHQW G-XQH REp\
leptine chez des soutb/obSHUPHW OD UpGXFWLRQ GH OD SULVH DOL
dépense énergétique et la diminution de la masse corporelle (Lago et a&LPPGAZTBRQHFWLQ
découverte en 1995 par Scherer et collaborateur (Scherer et al., 1995), est la seule adipokine don
les taux soient corrélés négativemeft - , €t&ositivement avec la sensibili@ aL Q YWe@ek Q H
et al., 2001).'adiponectine a des effets insulino-sensibilisateurs car elle renforce l'inhibition de la
production hépatique de glucose, son captage et son utilisation (Schinner et al., 2005). Enfin la
résistine présente des propriétés pro-inflammatoires et $ERMS RQVDEOH GH O-LQVW
DVVRFLpH dar® dBsshpodalad murins de DT2 (Tilg and Moschen, 2008). De plus, chez la
souris KO résistine -/- OHV WDX[ G-HQ]\PHV FOpV GH OQOGQReReI®d XFRJH
Phosphatase) et la PEPCK (Phosphoénolpyruvate carboxykinase) sont diminués (Schinner et al.,
2005)

[11.2.2. Inflammation du tissu adipeux et infiltration de macrophages

LeTA blanc est égalemedtH VLqJH HW OD FLEOH G- XQH UpDFWLRQ
au cours des maladies métaboliques. Des études ont mis en évidence une corrélation positive entre

O -LQFHu®OHADHW O-DXIJPHQWDWLRQ GX QLYHDX GH PDUTXHXUYV
adipocytaire (Pickup and Crook, 1998, Pickup, 204).V GHV PRGqOHV @tREpVLW

G -, Bes niveaux élevés en protéine C-réactive ont été retrouvés (Yudkin et al., 1999) mais
également de cytokines inflammatoires comme j TN&EmMor Necrosis Factgr- HW OHYV
interleukines ILER X , /(Shoelson et al., 2007, de Luca and Olefsky, 2008, Bastard et al., 2002,
Spranger et al., 2003) et la chimiokine MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein 1) (Sartipy and
Loskutoff, 2003Cette inflammation décrite au niveau inflammatoire a été suggérée comme étant
XQ pYpPQHPHQW GpWHUPLQDQW GDQV O-DSSDULWERQ GHV P
en effet liés a un état inflammatoire de faible intensité, touchant plusieurs organes clés de
O-KRPpRVWDVLH PpWQ&BeBaieXd., 200600 TXH OH 7%
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/H 71)j VXSSULPH OD WUDQVFULSWLRQ GX JgQH GH O D
pourrait expliquer la corrélation entre obésité et faibles taux d'adiponectine (Tilg and Moschen,
2008) En outre, D QHXWUDOLVDWLRQ GX |Ddang ldesUnodé€dsOmuRi3 D W R L
G-REpVLWp HW GH GLDEqQWH DPpOLRUH O:Xi\pe@etMuBeWLRQ C
meilleureVHQ V L E L O L (WaiamiShigiLe&d al. X1I093Qkisal et al., 1997). Au niveau moléculaire,
le TNFi DOWqUH OD VLJQDOLVDW L#OdSrsidys Is€iNexsOriRs (BIp U S K
and Moschen, 2008) et diminue I'expression de GLUT4 (Schinner et al., 2005), Talspje du

médiateur pro-inflammatoire majeur faisant le lien entre inflammation golbésité

/D SURGXFWduR Qropgéétés pro-inflammatoirded YRULVH O-DSRDULWLR
hépatique, makgun effet insulino-sensibilisateur au niveau du muscle squelettique (Maury and
Brichard, 2010).

/-, @eut agir en synergie avec le TNIHW ouyr/altérer le métabolisme des
DGLSRF\WHYV | Qr vhpbriaoMiats iXdgveDdpsvhiend OD UpVLVWIgeFH j O-L
et al., 2007).

Enfin, la protéine MCP-1 est une chimiokine impliguée notamment dans le recrutement
des monocytes au sein du TA (Maury and Brichard, 2010, Bruun et al., 2005) et diminue le captage
du glucose des adipocytes différenciés sous traitement insulinique (Maury and Brichard, 2010).

Les cellules responsables de cette inflammation au niveau du TA semblent étre en grande
partie les macrophages. En effet, une accumulation de ces cellules immunitaires dans le TA au
FRXUV G Ha &é Rigenveb\dipservée chez des modéles murins @tesher (Weisberg
et al., 2003, Xu et al., 20@8hsi, le TA de sourizb/obprésente des amas de macrophages par
rapport a celui des souris sauvages C57BL/6J (Shoelson et al.Ca&@®7infiltration
PDFURSKDJLTXH HVW FRUUQpO pds abipokyffles@réseats iWeisbeygreFalQ D W
2003)Cette infiltration résulte du recrutement e©deD F W L Mond¢yi®igp|uSielrs facteurs
tels que MCP-1, mais aussi la leptin® eK \ S Brje féis activés en macrophages, ceux-cCi
sécrétent plusieurs molécules pro-inflammatoires susceptibles de participer au recrutement de
nouveaux monocytes circulants (Figure 6) (Weisberg et al., 2003). Néanmoins, le TA comporte de
fagon totalement physiologique des macrophages résidents jouant un role dans le maintien de
O-LQWpJULWpPp GX WLVYVX (Gbworpdrid Q&yleri 2005). LD pQueéntaye Lde L W p
PDFURSKDJHV GD Qs/sdihgH V¥ & [H)eAL I hBDDAtteindd0 % dans le TA
G -LQGLYLGXV REqVHV &H YorRankésrRisagdats\entoQraht@eéd adpdcyer Q

sénescents ou morts (Cinti et al., 20@&)x types de macrophages peuvent étre observés dans le

16



Chronic obesity
M1-like macrophage

T TNF a predominance

T MCP-1 T TNF a

T Leptin, resistin T MCP-1
T ILe, IL1B

Obesity onset ! Adiponectin

Early infiltration of immune cells

Leanness
M2-like macrophage
predominance

Key: . M1-like macrophage O Adipocyte

@ M2-like macrophage O Moribund adipocyte
@ CD8+ T lymphocyte ~w Capillary

&) Neutrophil Extracellular matrix
@ Mmast cell

Figure 6 Inflammation au tissu adjpeux et recrutement de macrophage

(Inspiré de Trands in immunology)



SDWKRORJLHYVY DVVRFLpF

TA : les macrophages M2 présents en faible quantité dans le TA sain et possédant des propriétés
ant-LQIODPPDWRLUHV VpFUgMaurR &dBicbard, [20 OBeDIets rGacrophages

M1 activés aux propriétés pro-inflammatoires (expression fortement augmentée de Cp14, TNF

et IL6) (Maus et al., 2001, Lumeng et al., 2007, Hotamisligil et al/, DEWLYDWLRQ GH W\
lieu dans un contexte parasitaire, stimulé par les cytokines IL4 et IL13, avec une activité
G - H Q G R Fagalémeént irdpigué dans la réparation et le remodelage tissulaire (Gordon, 2003).
/-DFWLYDWLR®Ilieb ldn Yép@hse & une stimulation de type bactérienne, pouvant étre
induite pards/36 OLSRSRO\WDFFKDULGH HY\WnpwduR delgpudieHi® SUpV
VLJIQDOLVDWLeRMac®phagel agquiert alors des propriétés hautement inflammatoires
avec une activité phagocytaire et anti-microbienne importante, jouant un réle dans les dommages

tissulaires.

[11.3. Atteintes hépatigues

En plus durA etdu muscle, le foie est un organe également touché. En effet, les cytokines
produites par [EA blanc peuvent passer dans la circulation sanguine et atteindre le foie (Neyrinck
et al., 2009).

Le foie est constitué a prés de 5 % de cellules de Kupffer (macrophages résidents) inactives
en condition normale, maX L S HadtiekQeN rdponse a des stimuli inflammatoires. Une
étude a montrf XH O-H[SUHVVLRQ GHV IDFWHXUV LQIOC&&RDWRLUL
O-LPSRUWDQFH GH Oridn Hlvopligue, R HestkcpradiEVisEeT paH la présence de
gouttelettes lipidiques dans les hépatocytes (Cai et al.CBODIgs individus obés8S,%
seraient atteints de stéatose hépatiqidethez les diabétiques de type 2 (Cornier et al., 2008)

Par conséquent, la stéatose hépatique est cor@léP § SDULWLRQ GSéuta-R&apVLWp |
2012).Cette atteinte hépatique touch@ % de la population dans les pays en voie de
développement cont8® % dans les pays industrialisés (Smith and Adams,/2ZQUQFLGHQFH Gt
cette pathologie est augmentétldeis chez les femmes et de 4 fois chez les hommes atteints de
MetS, dont la teneur en lipides hépatiques est quatre fois plus élevée (Cornier et al., 2008). L
stéatose peut évoluer en inflammation hépatique nommée stéatohépatite souvent accompagnée
G-XQH ILEURVH PDLV pJDOHPHQW HQ FLUUKRMUdsERaK U SDUIF
2010)Les interactions déléteres entre TA et foie induisent un état de lipotoxicité. En effet, quand
les capacités de stockage du TA se trouvent altérées ou dépassées, les lipides peuvent alors <
déposer dans des régions ectopiques telles que le foie. On parle alors de « débordement lipidique >

(Figure 7) (Despres and Lemieux, 2006) qui participe fortement au développement du MetS.
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/I DFFXPXODWLRQ GH OLSLGHYVY GDQV OHV KpSDWRF\WH"
O-H[SUHVVLRQ GH F\W pdieht@lidant le® el R @ \atéatoseHepatique
FRQWU{OH GH FHWWH UpSRQVH L @ lOtbiéraheVaRr glucblseSHE P HW V
VHQVLELOLWpP j O-LQVXOLQH DX QLYHDX G XNéRihck etKH] GHV
2009) En effet, unepVLVWDQFH j O-LQVXOLQH G D @xcelun stotckage D W R F\
post-prandial diminué sous forme de glycogene et une augmentation de la production de glucose a
jeun médiée par une régulation positive des genes de la néoglucogenése tels que la PEPCK et I
G6P (Capeau, 2008). Des facteurs de transcription tels quelsREBI® Regulatory Element-

Binding Proteins-1) et chREBP (Carbohydrate-Responsive Element-Binding Protein) peuvent
alors étre activés par les taux croissants en insuline et glucose, ce qui peut activer par la suite de
enzymes lipogéniques dans le foie (ACC pour Acyl-CoA Carboxylase et FAS) participant a
O-DSSDULWLRQeGcQISREBPAD &8tRMVHjué dans la stéatose hépatique (Yahagi

et al.,, 2002)a perte de dRQFWLRQ VpFUpW pdrRuke tgdddch megaive/deT X H
IRS2 (Takahashi et al., 2005, Shimano, 2009) et sa surexpression chez la souris conduit a une
stéatose hépatique. Les facteurs de transcripfidRs (peroxisome proliferator activated
receptor) sont également exprimés dans le foie. lls participent fortement a la régulation de
O-R[\GDWLRQ GHV $* HW QPratclsldt@al 2EDQBF\W DAADLRQ CF- HQNEOKCDFCAL WA
and Tontonoz, 2008). Danslli®R LH 33$5; FRQGXLW j OGHRSWGDWILRQ GH §
(Mandard et al., 200W XQH SHUWH G-H[SUHVVLRQ GH FHV IDFWHX
TAG hépatiques et uniB. Les études utilisant les fibrates qui sont des agonis®8 #iésintR

montré une amélioration de la biologie hépatique chez les malades ayant une stéatose hépatique

(Basaranoglu et al., 1999).
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V. Le microbiote intestinal

/IH PLFURELRWH LQWHVWLQDO UHJURXSH O-HQVHPE

principalement, mais aussi levures et virus), dont la majeure partie est présente dans le tractus

gastro-intestinal supérieur. De nombreuses découvertes ont montré que cette communauté
microbienne de prés d€}* bactéries (contre ®@ellules) devait étre considérée comme un
nouveau partenaire impliqué dans de nombreuses interactions avec nos propres cellules humaines
(Savage, 1977, Hooper and Gordon, 2001). Cette communauté bactérienne perdure par la
consommation de produits alimentaires ou issus de la desquamation de nos tissus et permet
G-HI[HUFHU OHV PpFDQLVPHYV SK\VLRabhenhe $antdd/H Q B&H{ WD L U +
diversité génétique de ce microbiote est estiB@a0 JgQHY DORUV TXH QRWUH R
comprend qu&0 000 et représente envird@®0 a 1000especes différente& -HVW SRXUTXRL
microbiote intestinal est considéré comme un organe a part entiere (Turnbaugh et al., 2007, Walter
and Ley, 2011).

IVV.1. Acquisition du microbiote

Le microbiote se met en place progressivemeirtH] O -+ RUWP Reburs

des 2 voire 4 premiéres années de vie (Koenig et al., 2011, Scholtens et &lJBOIRy O-LQGLY L
acquiert un microbiote proclieH FHOXL GH O-DGXOWH 'XUDQ@@WacusDFFRXF
digestif du nouveau-né stérile est colonisé par des bactéries anaérobies facultatives telles que le
Entérobactéiiesf=ntérocogeekesStaphylocoqudsX L FR QV R P P Hrés@ént @ank [e\tlax@dd S
(Favier et al., 2002). Ces bactéries proviennent de la flore vaginale et anale de la mere (Fanaro e
al., 2003, Palmeretal., 200D FRQVRPPDWLRQ GH O-R[\JgQH GX WUDFW X
la supplantation progressive de bactéries anaérobies strictes telles qeene@edgbavier et

al.,, 2002) &H SKpQRPgQH GH FRORQLVDWLRQ SDU OHV EDFWpUL
PDLV DXVVL SDU GHV IDFWHXUVY HQYLURQQHPHQWDX[ FRPPFL
voie basse)DHV PHVXUHV G:-K\JLgQH ORUV GH O-DFFRXFKHPHQW
(allaitement ou lait artificiel) (Dethlefsen et al., 2006). Les enfants nés pas césarienne présentent
ainsi peu dBactéroigg8ifidobactéere® QV OHXU WUDFWXV GLJHVWLI SXLVT
a la flore vaginale de la mere tandis que parallelement la pQofBrtioli deStaphylococdas
Streptococaeiude Clostridiursera plus importante(Q RXWUH O-LPSODQWPWLRQ G
stricte est plus tardive (Biasucci et al., 2008, Penders et al., 2006). Un nouveau-né nourri au lait
infantile présentera plusBiacteroig€ostridiuet Staphylococtus- X Q Q-R&NGUHIrDaX sein,

développant une flore dominée par Bifislobactériga flore intestinale sera plus complexe et

19



Le microbiote intestinal

diversifiée que le nourrisson allaité, mais cette différence en matiére de diversification tend a se
réedureDX PRPHQW GH O:-LQWUR G XFWharsQorGrédiiQeHalibénhtalPeHDRIW D W L
Mauro et al., 2013, Penders et al., 200)T XLOLEUH pFRORJLTXH Guie OD IOR
peut également étre modulé par des changements hormonaux, des habitudes de vie et de soin et I
statut sanitaire (Figure 8) (Ottman et al., 2012).

IV.2. OpWKRGHVY G :-pWXG ldt €éaXipéslti6gn RELR W H

Il existe une réelle diversité bactérienne, tant quantitatif que qualitatif, au niveau du systeme
digestif./ - pWXGH GH FHWWH GLY H prenidvgs terhhiqued de ige ¥ cuiuezH HW
ne permettent pas la mise en évidence de la totalité des especes présentes. En effet, ces technique
classiques basées sur des caractéristiques morphologiques et métaboliques telles que la coloratio
GH *UDP OD IHUPHQWDWLRQ GHV VXFUHV RQ@ntpQrrétttéeH OD S|
en évidence que 5 phyla bactériens dominants cultivables du microbiote fécal Baszteomifies
EubacteriyfRuminococclisstridiuret Bifidobacterigiackburg et al., 2005) con8@ existants.

Cette différence dans la diversité des bactéries détectées a pour principale cause la difficulté de mis:
en culture des bactéries anaérobies. A partir des années 1980, les nouvelles techniques
G-LGHQWLILsuDadegrepcagb deg WDN codants pour les ARN ribosomiques ont permis
une classification plus fine des familles, genres, et espéces bactériennes qui constituent la flore
intestinale (Turnbaugh et al., 2007, Zaneveld et al., 2008, Mahowald et. &gs2608)es
MmétapQRPLTXHV RQW SHUPLV O-LGHQWL Il-briganidhieR @ @trXxQ JUD
tractus intestinal (De Preter and Verbeke, 2013, Lagier et aE][28Ednt basées sur des critéres

GH SUR[LPLWpP JpQpWLTXH SDIBSOAMINV GG HW 6 1© -G 68 168 ERRRRE
(ADNr 6 /D PROpF X163Eestul#duidie chez toutes les bactéries et sa région constante
définit le phylum, tandis que 8BpJLRQ YDULDEOH FDUDFWpPULVH OH JHC
considéréd_a molécule d$ 5 116S est présente dans toutes les bactéries et sa fonction ne varie

pas

Les méthodes moléculaires quantitatvéd3DVVLTXHV VRQW OHdM WHFKQ
ponctuelle ou dot plot (sertiX D Q WL W D W L YiH situéh -fid st rGeD(ISHR, @a PCR
(réaction de polymérisation en chaine) en temps réel, le multiplexage (amplification de plusieurs
VHIPHQWYV G-$'%kt B Lpyrdséqudngdde. Ces techniques donnent a la fois des
renseignements sur la proportion de bactéries mais également sur sa distribution au sein de
O -pFKDQWLO R Qethdde€3d Vhbleauldipes qualitatives classiques per@ettaBtH QW LIL H |
les souches bactérienne&etD Q D O\VHU O H X U \édoAl le HaymoHKisiDeRié ppQ@oudux H V
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Le microbiote intestinal

des fragments de restrictio i O -pOHFW UR S KRAUOGWH HQ & HpODOMHF W UR SK
dénaturant. Ces techniques demandeQtH pWDSH SUpOLPLQDLUH G-DPSOLIL]I
GX JgqQH FRGD®WDIU$HIFI HW O-XWLOLVDWLRQ G-HQJ\PHV GH
bactérien étudié.

/-DQDO\VH GX PLFU RdlésRteehhigdd fhit re$s6rtiQ KR phyla bactériens,
communsj €éhsemble des individus et représentatifs de la plus grande part des bactéries
intestinales dominanteBirmicuteBacteroidefaginobacteatProteobactesetaplusieurs mineurs
(Chlamydiae CyanobacteriaDeferribacteredenococélisermus FusobacteriaSpirochaetes
Verrucomicrgb@es especes trés majoritairement commensales ne jouent pas de réles pathogenes
(Ley et al., 2006, Chan et al., 2@ign que85 % des séquences @@-$51 ULEIRY RPDO
UHWURXYpHV FKH] OD VRXULY FRUUHVSRQGHQW j XQ JHQUF
LO\D GHV VLPLOLWXGHY FRQVLGpUDEOHY HQWUH OH PLFU
&RPPH FKH] O-+RPPH I&Hivisions bapt&ienn€sBanBiBaicutés0% 280%
des séquences) etBextéroid€Bis% a10%) (Figure P(Ley et al., 2005, Ley et al., 2006).

LesFirmicutesont des bactéries a Gram positif possédadt ODUJH pYHQWDLO (
pouvant métaboliser les carbohydrates et ainsi former du butyrate et du lactate. Elles présentent
desdiversitt&6 DQV OHXU PRUSKRORJLH IRUPH VSLUDOpPH RX FRFF
(métabolisme aérobie ou anaérobie) ou dans leur capacité a produire ou non des spores (bactéries
résistantes ou non). Le phyl&immicutesst toujours fortement représenté et réunit plus de la
moitié des bactéries du microbiote intestinal et se compose de trois Réadti€dostridiat
Mollicut€d®uncan et al., 2007, Arumugam et al., 2011).

Les Bactéroidetggalement nommées CFB pdbytophaga-Flavobacterium-Bacteroides
partagent la dominance ave&lanicuteSe phylum comporte 3 classBacteroidgffdgvobacteria
et Sphingobactetias especes apparentées au gBaoteroid@ermettent principalement
O-DEVRUSWLRQ GHV QXW UL P Hed vélMleskpithelRles XQirevaL, RQOHW O - |

LesActinobactes@ant des bactéries a Gram positif représentant eh@¥odes bactéries
totales du microbiotees deux genres retrouvés en abondance dans les sdiliisigbatterium
etCollinsellrumugam et al., 2011).

"."DXWUHV SK\OD VRQW pJDOHPHQWIilUH B Upwiteabadtera P DLV
FusobactefiM7 (FH GHUQLHU Q- -D\DQW SRXU O L Q ¥tWeDu@aokidbokie X Q U F
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Le microbiote intestinal

avec comme espeddkermansia mucinigbirien et al., 2004)\éttivallis vaden@sietendal
et al., 2003).

[ - pWXGH SK\ORIJpQpWLTXH QH SHUPHW FHSHQGDQW SDV
par le microbiote dans la biologie humaine (Davies, 2001). Une étude métagénomique des
FRPPXQDXWpV EDFWpULHQQHY GH OD ERXFKH GX WUDFWX'
peau a été entreprise 2002(Relman, 2002). Les termes « métagénome » et « microbiome »
désignentDORUV O-HQVHPEOH GX JpQRPH GH WRXV OHV PHPEU
projet de recherche nommé « MetaHIT » pour Metagenomics of the human intestinal Tract
(www.matahiteuF RRUGRQQp SDU O-LQVWLWXW VFLHQWésta TXH GH
O - L Q L WrieDange testigation sur le microbiome humain (Group et al., 2009) et a permis
Gdentifer 3 groupes de bactéries intestin8last¢roidBsevotekd Ruminocogqermettant de
différencier les individuSes signatures bactériennes sont nommées des entérotypes (Arumugam
et al., 2011). La classification en entérotypes a été dét&minkeO - D E Re@@insQypes dé H
bactéries mais aussi par le potentiel génétique (fonctions biologiques) de ces bactéries

sur39échantillons provenant de 3 continents (Europe, Amérique, Asie).

IV.3. Fonctions physiologigues du microbiote

/- XWLOLVDW LR&iques Ddghdamus [de microbiote intestinal) dans le cadre
G-pWXGHV FRPELQDQW PLFURELR OfvihimrhentSgeinid BeOr&/dlerH HW
O - L P S OdeFd2 \WhicRIgote dans des fonctions biologiques extrémement diversifiées. Ces
fonctions physiologiques spécifiques peuvent étre métaboliques, trophiques et protectrices.

IV.3.1.Fonctions métaboligues du microbiote intestinal

[-XQH GHV IRQFWL Rhipd&Kdwnictdigtd infextiHaV est la fermentation
GHV UpVLGXV DOLPHQWDLU H®&s spisieatsCGoratitity WohtEaldnd dbsebds O - K
principalement au niveau duXé) X P O -L O p R Qe keYltad tihalFgsD U récupération
G-pQHUJLH DCGH WIXEQY@QH@O®OW DVVLPLODEOHV SRXU O-K{WH
prolifération bactérienne& HW W H V R X UadHditiéhnel@ k tdpréddnterait plusCis de
O-pQHUJLH DO IppoHée AOD + B RINMUMBIVL88D)H D
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Le microbiote intestinal

Le microbiote du tractus intestinal intervient dans le métabolisme des glucides dit
complexes ou fermentescibles composant les fibres alimentai@sg) (@@rgour en fonction du
régime alimentaire ,0 V-DJLW G-XQH GpJUDGDWLRQ DQDpURELH GH
JUDQGH YDULpPpWp G:K\GU Byoddidd$as...)Sdnryné DiRraxiktintée 0chBAMA N
Les principales espéces concernées sont desbgac@ram positif appartenant aux genres
Bactéroid@sfidobacterjuRuminococetiRoseburi@t quelques espéces des gdfmerocoGcus
Clostridiuet EubacteridigCummings and Macfarlane, 1991). Cette fermentation des glucides non
digestibles (polysaccharides, amidon résistant, cellulose, hémicellulose, pectines, oligosaccharide:
sucresbOFRROV SURGXLW GHV DFLGHV JUDV j FRXUWH FKDvQI
le butyrate, qui pourront servir de substrats glucogéniques ou lipogéniques (Flint et al., 2008, Wong
et al.,, 2006). Ces AGCC sont également les ligands de récepteurs couplés aux protéines G
(GPR41 et GPR43) présents sur les entérocytes (Brown et aEn#008 grande quantité de
gaz formés (hydrogéne) lors de ces processus fermentaires est en majeure partie réutilisée par I
microbiote intestinal (Figut®)(Christl et al., 1992)

Les récepteurs GPR (G protein coupled receptors) sont des molécules de signalisation
importantes impliquées dans de plusieurs fonctions cellulaires (signalisation par les MAPK,
PR G XODWLR)QUIB&AQuUirg0e Bl., 1999, Gether, 2000). lls appartiennent a une grande
famille et partagenin motif structural commugsept hélices transmembranaires) et la capacité
G-DFWLYHU GHV SURWPLQHV * KpW pLeR \\gard® pritetagixsdny  * iV
spécifiguement avec les GPRs afin de stimuler et induire des réponses cellulairgadbverses
nombreux messagers secondaires (Ulloa-Aguirre et al., 1999, Gether, 2000). Des études ont montré
gue les GPR orphelid$,41,43,84 et 120sont activés par des AG libres. Le<C&Gont des
agonistes spécifiques de GPBAGPR43 (Brown et al., 2003, Tazoe et al., 2008), et ks AG
chaine moyenne sont spécifiques deBg@RRang et al., 2006a). Les AG a chaine longue activent
guant a eux les GBR(Itoh et al., 2003) et GPR120 (Hirasawa et al., 2005). Les GPR120 sont trés
exprimeés dans le TA et dans les macrophages pro-inflammatoires attptésqemogpriétés anti-

inflammatoires et insulino-sensibilisantes (Oh et al., 2010)

Le microbiote permet également le métabolisme anaérobie des protéines et peptides
résiduels dans le c6lon, produisant également des AGCC accompagnés cependant de substance
potentiellemenW R[LTXHV SRXU O-RUJDQ LV Bdd phdhbl€) ioddlds &t Arkin€s- D P P F
(Macfarlane et al., 1986, Smith and Macfarlane, 1997). Ce métabolisme fait intervenir un nombre
importaQW G:-LQWHUDFW LR Q VquamitatiVeméht HinQigs HmpoRaDtLdve lcéui ldés W
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Figure 10Les microorganismes intestinaux impliqués dans le métabolisme glucidigue.

Inspiré de Gérard and Bernalier-Donadllle, 2007
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glucides, en particulier dans le célonl@aapar jour, dont 1 a 2 g provieneind GH O-HIIOXH

iléal proximal) (Cummings and Macfarlane, 1991).

Enfin, le microbiote intestinal participe au métabolisme des lipides (AG et TAG) mais
également des stérols (cholestérol, acidedJibildi KRUPRQHV \aydm pBRswaBEL HQ Q H
DEVRUEpV D Ktedtingidl® XVdsthhamn; 1973, Macdonald et al., 1983, Ridlon et al., 2006,
Gerard et al., 2007M)es lipides présents dans le c6lon ont plusieurs origines : cycle entéro-
hépatique dcGHV ELOLDLUHV KRUPRQHVY VWpURWGHY DOLPHQW
ou bactéries et représentent entret 8 g par jour. Les acides biliaires permettent leur
M DEVRUSWLRQ SDU OD EDUU itignde ptoQridtés Viveirbgp@b&sHDE pluskFH j O
de nombreuses espéces bactériennes possedent les lipases nécdssaresaed \MBa
chaines longues (Jaeger et al., 1994). Les AG insa8aésnies de carbone sont métabolisés
par le microbiote intestinal, tandis que les 2@da22atomes de carbone ne le sont pas (Howard
and Henderson, 1999).

IV.3.2. Fonctions trophiques et protectrices du microbiote intestinal

Les effets trophiques du microbidt€ W H ¥xXétte@tBud laMmuqueuse digestive, par un
D S S RdlEWent -assimilables comme les AGCC provenant des différents métaBeksmes
AGCC stimulent la prolifération et la différenciationflesO O XOHYV pSLWKpOLDOHV G
du colon (Frankel et al., 1994)

Le microbiote intestinal développe des réponses protectrices cellulaires et humorales envers
les virus, bactéries ou parasites entéropathogéenes et exerce de nombreux effets structuraux et
PpPWDEROLTXHV VXU O:-pSLWKpOLXRPMBVRO2003K.H eRerdd &in® thT X H O
réle de protectiolHQ HPSrFKDQW HW HQ SUpYHQDQWinfldehce 8#OD QWD
développement et la maturation du systeme immunitaire de notre intestin. PaBexétenpides
thetaiotaomicest une bactérie commensale qui a montré des propriétés pro-angiogéniques
bénéfiques dans le développement des villosités intestinales ; le polysacchBadeerdidies
fragilisnhibe les lymphocytes The#W D XJPHQWH O D (StggRanixefF av,2R1&En G -, /
outre, les bactéries sont en compeW L R Q G L U H F dhéreB8de Xituesalking l1a/doktfure\enG - D
brosse des cellules épithéliales, cS gl PHW XQ FRQWU{OH G(Ber@etpeFaR,ORJLH
1994)

"D X' W Ul nicBbbidé intestinal est également impliqué dans le maintien de la fonction

barriereG H O - L Qafaihgswacigries permettent une régulation positive des genes impliqués
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dans la translocation de jonctions serrées ou le maintien des desmosomes participant a la fonction
EDUULgQUH GH O-pSLWKpOLXD Nhwo Bt\ay,201I3)Q e pUR,QeitaiyV p J U L
Lactobacillstimulent la synthése de mucines - des glycoprotéines présentent dans la couche de

mucus -ce qui crée un gel visqueux empéchant le contact des bactéries avec les entérocytes et
renforce ainsi la barriére protectrice de mucus (Stephani et al., 2011).
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V. Microbiote intestinal et maladies métaboliques

Le microbiote intestinalonsidéré comme un organe extériorisé, est un facteur clé dans
@oméostasitkiW OD UpJXODWLRQ GX VWRFNDJH pQHUJpWLTXH GH
place de maladies métaboliques. Des études récentes utilisant des animaux dépourvus de toute flor
microbienne (dits axéniques), ont permis de mettre e@dvide ORUV G -H[SpULHQFHV C
SDU LQRFXODWLRQ GX WXEH GLJHVWLI DY HplicXtQHdUR X SO X
microbiote intestinal dar@ - R E p V L \(Clavel @t ab, 20384, Backhed et al., 2004)

& -HVWOHTXH OH OLHQ HQWUH OD IORUH LQWHVWLQDOH
et décrit pour la premiere fois. En effet, il a été montré que des souris axéniques agées de huit
semaines présentaient une masse adipeuse nettement inférieure a celle des souris conventionnelle
(normalement pourvues de microorganismesplus ces souris nouvellement colonisées avec
une flore microbienne de souris témoins, p@sentine prise de poids (développement de la
masse adipeuseGl®o) HW O - p P H U J HIGuk sen@ainés<xellement aprés cette colonisation.

Ces modifications métaboliques ont de plus été asspci¥&®@H GLPLQXWLRQ GH O-
intestinale du facteur circulant Fiaf (fasting-induced adipose factor, également nommé
angiopoietin-like proted) (Backhed et al., 2004¢ facteur Fiaf e XQ LQKLELWHXU GH
lipoprotéine lipase (LPL) produite notamment par leftee7$ SDUWLFLSDQW DX VWF
alimentaires sous forme de TAG dans leBaBkhed et collaborateurs ont montré que des souris
invalidées pour Fiaf préssent XQH DXJPHQWDWLRQ GH O-DFWLYLWp GH
conduisanD X FDSWDJH GHV $on #9/TAGHaDHES X EHpoSyleadgalement été

montré, au niveau du foiXQH DXJPHQWDWLRQ GH O-H[SUHUYa&aukRQ GH
facteurs de transcription impliqués dans la lipogenése hépatique (ciblant ACC et FAS) en réponse
j O-LQVXOLQH HagisdanX dé onAriidreVayinergiglle. Ceci entraine une lipotoxicité et
O-DFFXPXODWLRQ GH OLSLGHMERQVVOIDW VOL: Dasdegragswy D SR
(Backhed et al., 200&n 2006, il a été montré que des souris axéniques colonisées avec la flore
microbienne de souris obés#¥dh, présentaient une augmentation rapide de leur Qeitis

prise de poids est plus importante que celle observée pour des souris axéniques colonisées avec |
microbiote de souris minces (Turnbaugh et ab). Zfin, des souris invalidées polRa1,
conventionnelles ou axéniques, prennent moins de poids que des souris sauvages malgré un régim
alimentaire similaire. La déficience BB4G.chez ces souris a pu étre associée a une augmentation

du transit intestinal, une diminution@e H{ WUDFWLRQ GH O-pQHUJLHeGHYV DO
la lipogenése hépatiqué Q HIITHW *35 VWLPXOp SDU GHV $*&& WHOV
VHUDLW j O-RULJLQH G:-XQH DXJPHQWwWheVin®ilpe @testi@aleD EVR U .
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augmentée et une vitesse de transit réduite. De plus, GPR¥M. FDSDEOH G:-LQKLEF
adipocytaire, de moduler la production de leptine avec pour conséquence de favoriser le stockage
G-pQHUJLH GanpaleOad, 208  HQVHPEOH GH &ébyY OKRQRIAqXHH G - X
nouvelle théorie, dite de la rentabilité énergétique (Figarpliquant le lien entre le microbiote

LQWHVWLQDO HW O:DSSDUD@WZem®a@itCaRiPQ0B)GLHY PpWDEROLT

La colonisation de souris sauvages avec une flore de souris mincadd Wu QbesQ G XLW S
OH PrPH SKpQRW\SH FKH] O-DQLPDO FRORQmémenésetidé OD S
SDV rWUH OH VHXO YHFWHXU G:D S Sdualite WeceRi€rni€riderfdleO D G L H
affecter directementO - KRPpRVWDVLEt m@Qidiper aWLDXSHDULWLRQ GH P
métaboliques /tytle et la comparaison des phyla bactériens retrouvés dans le tractus digestif de
sourisob/obou sauvages ont montré des differenc€s. HITHW OH PLFURELRWH G-I
posséde moitié moine Bactéroidetedeux fois plus dermicuteEXH FHO XL G- -D@QeyPD X[ PL
et al., 2005, Backhed et al., 200D WXGH PHQpH SDU 7XUQEDXJKR5HWW FROOI
GHV JqQHV DVVRF lignitaienDddd&ipabhdtéries2 2OR Mstants provenant des
Firmicuteslors quet2 % des génes chez les individus minces provienneBactésoidetes
(Turnbaugh et al., 2009). Une diminution du poids corporel induite par un régime hypocalorique
permet de restaurer un profil bactérien similaire a celui de sujets minces (Ley et al., 2006). Cela
suggérerait que des changements qualitatifs qui ciblent plus spécifiguement certains genres, voire
sRXFKHVY GH EDFWpULHV SHXYHQW rWUH UHOLpHV j O-REpVL
U{OH LGHQWLTXH GDQV OH G LEv&@d&d et EollRipktEuEsRa Edaleiem Y H F
montré, chez des souris obéses et diabétiques, une diminution im@Han@ - DERQGDQFH
Akkermansia muciniphthW FH TXH O-REpVLWp VRLW JpQpWLTXH RX QX
Cette souche bactérienne jouerait unfFdp GDQV OD SK\VLRSDWK®&@RJLH GH
O-LQI0DP PaboNuR EvergrdVet al., 2013) -DERQGDQFH GH FHWWH VR>
inversement corrélée aux manifestations du MetS (Everard et al., 2013, Shin et al., 2014, Anhe et
al., 2015) et constitue un marqueur de richesse et de diversité microbienne (Belzer and de Vos,
2012) /-DGPLQLVWUDW L R Q Akern@amsiavhiuirthilde sy doiyrid @Miluds obeses
et diabétiques par un régime hyperlipidique, renverse le phénotype pathologique des souris. En
effet, le gain de poids corporel des souri&ésiX[ IRLY PRLQV LPSRUWDQW HQ SU
du traitement avekkkermansia mucinipi@ktte protection est reflétée par une diminution de
moitié des graisses viscérales et sous-cuthiéeS DU XQH DXJPHQWDWLRQ GHV P

des graisses tissulaires. De plus, les animaux rAkgeamiansia muciniptelprésentaient plus

27



Légende
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Figure 11Théorie de la rentabilité energétique

/- pQHUJLH FROWHQXH GDQV OHV JO Xdehappamt 334 digestidilpBrO HV P [
les enzymes du tractus digestif supérieur peut étre rendu& L VSRQLEOH SRXU O/
O LOQWHUYHQWLRQ GHV EDFWpULHYV Li@@sGgkay #1chbamp cotHe. CeésXL OH YV
derniers peuvent étre utilisés comme substrats ljpogéniques et gluconéogéniques par le. foie

3DU DLOOHXUV OD IORUH LQWHV WL QEaDmbdulpit XO0 BitelaHyg S U H V' VL
lipoprotéine ljpase et permettantauxD FL GHV JUDV G-rWUH FDSWpV SDU OHV W
étre stockés ou oxydés '- D S Wp¥tenne and Cani, 2008)
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G-,5 QL G-LQILOWUDWLRQ GH FHOOXOHY LQIODPPDWRLUHYV

bas grade qui lui est associée (Everard et al., 2013).
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VI. Endotoxémie métaboligue

,O D pWp GpPRQWUp VXLWH j O-LQJHVWLRQ GWQH DOL
PLFURELRWH GDQV OH GpYHORSSHPHQW G-XQH LQnsDDPPDW 1
OD UHODWLRQ HQWUH O-LQIODPPDWLRQ GH EDV JUDGH OH"
semblent étre dépendants dBFW LY LW p G Hide(LFESR GhRamposartkl& 1B paroi des
cellules des bactéries a Gram négatif (Cani and Delzenne, 2009, Ley, 2010, Vrieze et al., 2010
Farhadi et al., 2008, Miele et al., 2009).

VI.1. Lipopolysaccharides
VI1.1.1.Structure

Les LPS sont des glycolipides de la paroi des bactéries a Gram négatif, telles que les
Bactéroid8almonekdEscherichibgs bactéries a Gram négatif présentes dans le tractus gastro-
intestinal représentent alors une source majeure de LPS (Ravin et al., 1960, Schweinburg and Fine
1960, Wiznitzer et al., 1983s LPS sont essentiels a la croissance et a la survie de la bactérie. lls
interviennent dans le maintien de l'intégrité de la paroi et la forme de la cellule (Sonesson et al.,
1994) Chaque genre et chaque espéce de bactérie produit un LPS spécifique. Le feuillet externe
des bactéries contient envid&i?o de LPS qui recouvrent prées8&6 de sa surface. Ainsi, chez
Escherichia,coli dénombre environ 3 millions de molécules de LPS par bactérie (Raetz and
Whitfield, 2002)Les LPS sont libérés, non seulement lors de la mort des cellules bactériennes,
mais aussi durant la croissance et la division bactérienne, faisant des LPS des contaminants
ubiquitaires. lls sont ensuite absorbés et transg@ie® V O - RvldldDliQdphotéiHes (Petsch
and Anspach, 2000, Yaron et al., 2000).

Les LPS se divisent en plusieurs domaines structuraux : le lipide A, la fraction

polysaccharidigue composée du noyau et du core.

/IH OLSLGH $ SHUPHW O-DQFUDJH j OD PHPEUDQH GH &
particularité de contenir des AG hydroxydés deux sucres aminés. Le lipide A est responsable
GX SRXYRLU WR[LTXH LQIODPPDWRLUH GHV /36 ORUVTX-LO

aminés ainsi que la nature et le nombre des AG sont variables selon les espéces bactériennes.

La fraction noyau interne liée au lipide A.
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/ID IUDFWLRQ SRO\WDFFKDULGLTXH HVW FRQVWLWXpH G
OLp DX OLSLGH $ HW G-XQ FRUH H[WHUQH @lgnejeddiné SRO\V
également appelé chaine O. Le ¢¢W VLPLODLUH SRXU OHV VRXFKHV G:X
entre les espéces. La chaine O est liée a la partie variable des LPS. Elle est constituée de chaine
répétitives comprenant chacune de 3 a 8 sucres et dont le nombre est variable selon les especes
(Figurel? (Elin and Wolff, 1976, Raetz and Whitfield, 2002, Erridge et al., 2002).

VI.1.2. Transport

Les LPS ne sont pas retrouvés libres dans la circulation sanguine, ils sont absorbés et
WUDQVSRUW p Ve Gz IMo@otBines EnglanvidPons en phase post-prandiale. Ils sont
HQVXLWH OLEpUpV VXLWH j O-K\GURO\VH SDU OD /3/ HW SU
protein (LBP). La LBP est une glycolipoprotéine principalement produite par le foie qui se lie avec
une forte affinité@ulipide A des LPS (Tobias et al., 1989). Toutes les lipoprotéines sont capables
de séquestrer les LPS (Levels et al., 2001) et les veéhiculer vers le foie pour leur élimination par les
cellules de Kuppfer (macrophages résidents du foie) (Toth and Thomas, 1992, Levine et al., 1993).
La liaison des LPS aux lipoprotéines est dépendante du nombre de phospholipides a la surface de

celles-ci (Manco et al., 2010).

En augmentant et redistribuant le contenu des phospholipides dans les différentes
lipoprotéines O - D F &¢ LPSLpbyraiG alors étre atténuée (Levine et al., 1993). En effet, les
phospholipides sont capables de lier la LBP qui délivre lesdlidSrgnsporte aux lipoprotéines
et permet alors des échanges entre particules circulantes (Manco et al., 2010). En condition
physiologique, les lipoprotéines de haute densité (HDL) sont les principaux vedt®@s des
(Levine et al., 1993, Kitchens et al., 2003) et contribuent ainsi a leur détoxification. Au cours
G-LQIODPPDWLRQ RX G:-LQIHFWLR @chaedtéwesX flirsiu®alorsueéL T X H
les TAG et chylomicrons sont augmentés, favorisant une liaison des LPS aux lipoprotéines
dépendante de leur contenu en phospholipides (Levine et al., 1993). La LBP semble alors délivrer
les LPS préférentiellement aux lipoprotéines de faible densité (LDL) (Kitchens et al., 2003, Levels
et al., 2001). Ce mécanisme de remodelage des lipoprotéines par des échanges de LPS entre LB
et HDL/LDL est un processus important dans la réponse du systeme immunitaire (Levine et al.,
1993)en particip®@ W QRWDPPHQW j O-pSXUDWLRQ KpSDWLTXH GHV V
septique par exemple, les grand€®QQWLWpV GH /%3 LQKLEHI@WingleQVL O-D
al., 1998, Zweigner et al., 20D8) plus, la liaison du LPS avec les lipoprotéines et notamment
DYHF OHV FK\ORPLFURQV SUpMdLH@WHSOSDXYWHNO GHP HID WP
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/HV /36 VRQW FRPEIRSUIPpCG/HGEXSHUPHWWDQW O-DQFUDJH j OD PHPEUDQH HW G-XQH SDUWL
externe. La fraction polysaccharidiqgueH VW FRQV WL WXpH G- XQ QRIDX RX FRUH LQWHUQH OLp DX OLSLGH
également appelés chaine O.
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(macrophages/monocytes) et la sécrétion de cytokines inflammatoires en réponse a une
endotoxémie (Cavaillon et al., 1990, Harris et al., 1993, Vreugdenhil et al., 2003).

VI.1.3.Signalisation

/H FRPSOH[H /36 /%3 WUDQVSRUWpPV séHdalu corHplexsV LV V X\
trimoléculaire CD14 (cluster of differentiation 14)/MD2 (myeloid differentiation protein-2)
ITLR4 (toll-like receptor 4) présent a la surface des cellules immunitaires innées (macrophages),
stimulant la sécrétion de cytokines pQ-lODPPDWRLUHYV WHO@HDM, GesH 71);
HLFRVDQRWGHY WHOV TXH OHV SURVWDJODQGLQHV ( HW C
d'autres cellules immunitaires. Cette communication entre le systeme immunitaire inné et adaptatif
participe ainsi au développement de maladies métaboliqueXtele® qREpVLWp HW O-,5 |
(Abreu, 2010, Beutler, 2004, Cani et al., 2007a, Spruss et al., 2009, Neal et al., 2006, Vreugdenhil €
al., 2003, Wright et al., 1990, Wolowczuk et al., 2008).

La LBP transféere les LPS vers le récepteur membranaire CD14 ancré par un glycosyl-
phosphatidyl-inositol (GPI) a la membrane cellules. Le récepteur CD14 est reconnu par la protéine
MD2 qui est associée au récepteur TLR4. Le domaine de signalisation intra-cellulaire du récepteur
TLRADFWLYp SHUPHW OH UHFUXWHPHQW GH GLIIpUHQWY DGD
signalisation NAB (Nuclear Factor kappa B) et AP1 (Activator protein) (Heumann and Roger,
2002, Rakoff-Nahoum et al., 2004). Le récepteur CD14 peut prendre deux formes distinctes mais
néanmoins complémentaires : une forme membranaire (MCD14) et une forme soluble (sCD14).
Le mCD14 est généralement exprimé et synthétisé pour répondre a la présence éventuelle de LPS
Le sCD14 quantaluiHVW H[SULPp ORUV G-XQ H[FqV GH /36 SDU FOL
sécrétion directe par les cellules endothéliales majoritairement etCpeinteW LYDWLRQ GH
dépourvues de mCD14 (Tomlinson and Blikslager, 2004, Marcos et al., 2010). Le sCD14 peut en
effet se lier avec le complexe LPS/LBP quia sonWM/eFDSDEOH G HleGcdllea¥§ HUDJL!
Q - Hiant pas le CD14 membranaire (Heumann and Roger,[20pR)s, la prise en charge
des LPS par la forme sCOBMHUPHW VRQ DGUHVVDJH DX[ +'/ O-LQKLELW
détoxification (Wurfel et al., 1994). Danspuié X G H F K HlathekeReRePadllaborateurs ont
montré queO-DSSDULWLRQ G- XQ pWDW LQIODPPDWRLUH ORUV Gl
des teneurs en LBP et sCD14, proposant alors le rapport LBP/sCD14 comme un marqueur
G -HQ G R \(L&upprettetet al., 2014).
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Les effets de TLR4 sont ensuite n¥efda la voie de signalisation dépendante de
Myd88 (Myeloid Differenciation factor 88)/IRAKL{LR Associated Kinase);DFWLYDWLRC

(translocation nucléaire) de NB- 8QH YRLH DOWHUQDWLYH LQGpPpSHQGDC
IRF3 (interferon regulatory factor 3) mais également diB NHgure 13) (Verstrepen et al.,

2008) Le facteur NFNv6 H[LVWH VRXV IRUPH G-KpWpURWULPQUH LQTC
inflammatoires en condittideD VD OH VR XV Ourilid-iMibiRi€ NB. HEn@epons& X

stimulus, une cascade de signalisation active un complexe proRigumade (IKK). Ce

complexe MB kinase activé phosphoryl8] ce qui induit sa dissociation du reste du trimere.

L-KpWpUR GI¥Pestdibrd Japidement transloqué au noyau ou il se lie & son élément de
réponse, régulant ainsi la transcription de ses genes cibles pro-inflammatoires (Calder, 2002, Cohen
2002)

VI.1.4.Inflammation

Des travaux eB006(Shi et al., 2006) ont montré que les bactéries intestinales peuvent
LQLWLHU XQ pVRDWX IGWRHE p deis BHplttidMdVRS. Chez des souris obéses et
diabétiques, en plus HQH PRGLILFDWLRQ GHin@stmal® @ &Sté komftrié kieR E L H C
augmentation importante des taux circulants en LPS. Cette augmentation des LPS circulants a été
TXDOLILPH G-HQGRWR[pPLH PpWDEROLTXH Sitelh RSI®EVLWLR
septique aux concentrations en endotoxines bien plus élevéesS@foigp(Cani et al., 2007a)
Il apparait alors que la qualité du microbiote intestinal jouerait un réle sur les variations de

@ndotoxémie métabolique et sur le déclenchement des altérations associées.

/| -LPSOLFDWLBQ @®WHOHY PDODGLHYV PpWDEROLTXHV WHC
confirmée chez des souris déplétées en TLR4 (Shi et al., 2006) et invalidées pour le récepteur
mCD14 (Canietal., 2007/BXL QH SUpVHQWDLHQW SDV G légirelricheGH SRL
en lipides ou des injections de LPS. De plus, ces souris présentaient aussi une hypersensibilité &
O-LQVXOLQH PrPH ORUV GH UpJLPH ®PHKRUpduHAEnIddiwesrVH FF
O-HIILFDFLWp G-D F WdsRapdiGords phykiQogiu@s @#hi & BIQ2007a). Un régime
riche en lipides induit une augmentation significative post-prandiale du taux de LPS, accompagnée
G- XQH DXJPHQWDWLRQ GtHiudIFHE Sitlés canllds groGodu¢iées HAnderson
et al., 2007). Par ailleurs, il a également été décrit une activation &@®TQRR4O0-LOpRQ GH UD
(de La Serre et al., 2010). Une étude récente a également mis en évidence une augmentation de |
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régulationdesgQHYV GHV 7/5 GDQV OH 7$ GH VRXULV QRXWULHV DY
et al., 2012). De plus, les concentrations plasmatiques de LPS chez des patients obeses sont plu
élevées que leurs contréles (Burcelin et al., 2011, Troseid et al., 2013). Un autre récepteur Toll-like
aréecemmenpWp DVVRFLp j O-LQIOPRF D RERRWRp CLYjBY-BREEMD B X 7/
et al., 2010). En effet, des souris invalidées pour le gene codant pour TLR5 présentent un

microbiote intestinal altéréeGHYV VLIJQHV G-XQ OHW6 WHONVVIWDOREGH RBpVQ
La colonisation de souris axéniques avec la flore de ces souris déficientes en TLR5 induit un gain

de poids et une hyperphagie par rapport aux souris controles (Vijay-Kumar et al., 2010).

La composition du microbiote intestinal semble étroitement interconnectée avec la
composition du régime alimentaire et le phéh\ S H GEhadg &taW 2D10): DSSRUW GH ILEL
alimentaires par exemple augmente la proportBifidigbacté@ssram positif) dans le tractus
intestinal, ce qui a pour effet @R U P D O L V H Ue @étdilEirWdanipe® al., 2007b).En
revanche, 4 semainesXdQikheBtation riche en lipides suffisent a provoquer une altération de la
flore intestinale chez des souris obeses et une augmentation de 2 a 3 fois des taux de LPS
plasmatiques comparativement a des individus minces. Une implantation sous-cutanée de mini-
pompes osmotiques délivrant en continu du LPS durant 4 semaines entraine une augmentation de
la masse corporelle et adipeuse, une IR (Cani et al.,R007& H O-H[SUHVVE&Q GH JqC(
adipokines inflammatoires chez les souris (Leuwer et al., 2009). De plus, la présence de lipides dan:
le bol alimentaire facilite le transport des LPS de la lumiére intestinale vers la circulation sanguine
mais également la translocation active des bactéries vivantes a Gram négatif productrices des LPS
GH O-LQWHVWLQ YHUV OH 7% PpVHQ(GapigLal XBOH \Mmatetal/, OD F|I
2008, Laugerette et al., 200)ez le rat obése, les taux en LPS circulants sont également
DXJPHQWpPV FH TXL D pWp SULQFLSDOHPHQW DVVARFLP j XQ
(Intestinal Alcalin Phosphatase) intervenant dans la dégradation du LPS (de La Serre et al., 2010)
SOXVLHXUV pWXGHYV RQW PRQWUp TX-XQ UpJLPH UGRPKH HQ C
DT2 HW G -XQH REEM¥¢d Wép a thXétat inflammatoire de faible intensité et a une
augmentation de la perméabilité intestinale aux LPS (Deopurkar et al., 2010, Cani et al., 2008,
Hotamisligil, 2006, Creely et al., 2007). Le changement sélectif du microbiote intestinal par un
traitementanE LRWLTXH UpGXLW O-HQGRWR[pPLH PpWDEROLTXH F
maintientO - L Q W p J U LaNgz |&s@ourid ubAebe bt OHé zdssouris nourgspar un régime
riche en lipides (Cani et al., 2008).
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VIl. Perméabilité intestinale

[ -pSLWKpOLXP LQWHVWLQDO SUpVHQWH XQH SHUPPpDE

intestinale une barriere de protection. Néanmoins, les LPS bactériens du lumen peuvent entrer

dans la circulatioviatrois voies principales : 1) une permeéabilité transcellulaire impliquant alors
une endocytose médiée par des récepteurs des domaines lipidigues membranaires (notamment
TLRS) ; 2) une perméabilité facilitée par la production de micelles lors de la digestion des lipides
aOLPHQWDLUHYV G D3 WneQpen@sbitit® pedaclluldire @ddh spécifique a travers les
cellules épithéliales (Kelly et al., 2012, Tomlinson and Blikslager, 2004). Cette perméabilité
paracellulaire est assurée par des jonctions serrées, cCBIHES - D X W U jAnétithReBSS OH [H V
conférant une résistance mécanique a la monocouche épithéliale : les desmosomes et les jonction:

adhérentes (Groschwitz and Hogan9200

Les jonctions serrées sont situées a la frontiere avec le pble apical des
HQWpURF\WHYVY FRORQRF\WHV GH O:-pSLWKpOLXP LQWHVWL
comportant des protéines transmembranaires de la famille des occludines, claudines et JAM
(junctional adhesion molecules) auquel somtsae protéines intracellulaires (zonula occludens
ou ZO) (Figure 1%(Nusrat et al., 2000, Niessen, 2007, Natividad and Verdu, 2013).

/-RFFOXGLQH lap&mereth\AWgir été identifiée dans ce complexe protéique et
estXQH GHVY SURWPpPLQHV FOp GHV MRQFWLRQV VHUUpPHV TXL
sélectif des molécules entre le pble apical et basolatéral. Cette protéine posséde quatre domaine
transmembranaires qui forment deux boucles extracellulaires et deux domaines terminaux
cytoplasmiques possédant des résidus sérine/thréonine sur lesquels peuvent avoir lieu des
phosphorylations, ainsi que des motifs permettant la liaison aux protéines OCLN des cellules
mitoyennes et le recrutement des protéines adaptatrices au niveau de son domaine cytoplasmique
telles que les ZzO0-1&2 /- RFFOXGLQH SHUPHW GH UHQIRUFHU OD EDU
sélectivité de passage des molécules du pdle apical au péle basolatéral (Howarth and Stevensor
1995).

Les claudines possedent une organisation mermtwahtaVLPLODLUH j FHOOH Gt
avec un poids moléculaire moins important. Elles sont responsables du scellement des jonctions
intercellulaires. Il existe au m@dsoformes de claudines (Elkouby-Naor and Ben-Yosef, 2010)
parfois27 membres sont reportés (Mineta et al., 2011). Un méme tissu peut exprimer plusieurs

isoformes de claudines agissant ainsi sur le renforcement de la barriére épithéliale, mais aussi sur |
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formation de pores qui permettent une diffusion sélective des ions et des molécules a travers
O-HVSDFH S@uditeH e@X 2HYWHGHY PRGLILFDWLRQV GDQV Ol
isoformes conduisent & des modulations de la perméabilité épithéliale (Balkovetz, 2006).

Les JAMVRQW XQH VXSHUIDPL O QrahsrmenbPaRai€) RArtRUEX O L Q H
de 5 membres : JAM-A, JAM-B, JAM-C, JAM-4 et lik&M-a JAM-A, qui est la protéine
majoritaire, estconsiitp H G - X Q S H SWfhiniGal d¥ telip dvaihedikgextracellulaires,

G- XQ GRPDLQHPX@EUCQDQWH MHW G -XQH F R4X bcwdd ameel XH F\W
(OOH MRXH XQ U{OH IRQGDPHQWDO GDQV OHtrfl@Li@WLHQ C
perméabilité intestinaleades interactions avec les autres membres de cette superfamille ou aux
autres complexes formés par les OCLN et les claudines mais également a la protéine adaptatrice
Z0O-1 (Laukoetter et al., 2007, Severson et al., 2008, Nava et al., 2011, Monteiro et al., 2013).

Le recrutement d&© (ZO-1, ZO-2 et Z0O-3) cytoplasmiques et leur interaction avec les

protéines transmembranaires repose sur la présence de multiples domaines PDZ (PDS 95 : Post
Synaptic Density 95, Dig : disc large, ZO). Ces domaines sont des modules se liant aux protéines
TXL UHFRQQDLVVHQW XQH VpTXH Qfernin&ld EdoH prptéiesH [W U p
transmembranaire. La structure des protéines ZO se caractérise par trois domaines PDZ, un
domaine SH-3 (sequence homology 3) et un domaine GUK (guanylaté&di(fagesse et al.,
1994, Morita et al., 1999). Les ZO sont également capables de se lier aux protéines du cytosquelette
G-DFWLQH HW GH P\RVLQH $LQVL OHV SURWPLQHV =2 MR>
liaison des jonctions serrées a de multiples protéines régulatrices, mais également au cytosquelett
G - D H®ulléndt et al., 2008, Howarth and Stevenson, 1995).

Lorsque la barriére intestindle/ W URPSXH RQ SDUOH G-K\SHUSHUPp
K\SHUSHUPpDELOLWp LQWHVWLQDOH SHUPHW OH SDVVDJH ¢
(dont les endotoxines LPS), entrainant une inflammation qui va entretenir les Iésions de la barriere
LQWHVWLQDOH HW SDUWLFLSH j O-DSSDULWLRQ GH PDODGI
mais aussi des atteintes hépatiques. Des régimes hypercaloriques, aromentD SSRUW GH
en exces VRQW FDSDEOHV GH SHUWXUEHU 6 aing Weoduldll&/p GH
perméabilité des LPS du contenu intestinal (Amar et al., 2008, Erridge et al., 2007, Brun et al.,
2007).,0 D HQ HIIHW pWp PRQWUpP TX-XQ UpJLPH ULFKH HQ OLS
et augmente la perméabilité intestinale notamnee@ D GLPLQXWLRQ GH O-H[SUF
distribution de protéines participant@aW DEOLVVHPHQW Glldy/qd RQFW@Roh&R QV VH
occludens 1 HW O (Qahi &t al., 2009, Lam et al., 2012, Laugerette et al., 2012). Les bactéries
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intestinales semblent fortement impliquées dans ce mécanisme puisque des souris rendues obese
2 viaune alimentation hyperlipidique ou une altération géndilyo® € traitées avec des
antibiotiques récupéraient une intédgitd O - p S (CAhKan®Dekenne, 2007, Cani et al., 2008).

/ administration de la souche vivakitkermansia muciniphildes souris obeses et diabétiques,
HPSrFKH WRWDOHPHQW OH GpYHORSSHPHQW G:-XQH HQGRW
G-XQ UpJLPH ULFKH Ht@ sautte b&ténenst (SOEKW GFBWIPHQWHU O -
la couche de mucus (réedu@®R UV GH O :RE p \¢antvipueHaWes@dter totalement la
fonctonbaULqUH GH O-LQWHVWLQ HW UpGXL \WétaholjMeCette-HQ GRW
souche bactérienne rétablit également la production endogeéne de peptides antimicrobiens, ce qui
contribueraitf XQH PHLOOHXUH UpSRQVH GX V\VWgPH LPEBXQLWDL
bactéries a distance des®¥IOHV pSL WK p QCddiGHa.,, 213, @vdrgd\eHaV. V2n1Q,

Zhang et al., 2013). Cette soutkieermansia mucinig@fable donc impliquée dans le maintien

GH O-KRPpRVWHDW LO®IDGHU papéEimilde aladiesOnétaboliques en lien avec
O-LQIODPPDWLRQ HW O-REpVLWp

De la Serre et collaborateuBQW DORUV VXJJpUp FH VFKpPD G:-DSS
LQWHVWLQDX[ FRQGXLVDQW j O-DSSD@igueldR Q) Ihévatdhl HQGR)
importante des LPS dans lalgbiH LQWHVWLQDOH UpVXOWDQW G-XQH DC

GLPLQXWLRQ GH O-DFWLYLWp GH -uh8 eny®é& impligu@ddad K RV S K
O -L Q D FW LPS[BatdsRt@l. @60V, Goldberg et al., 2008) - et une@MgmeVN LRQ GH O-DF\
de TLRADX QLYHDX GH O-pSLWKpOLXP SRUWDQW DWWHLQ\
provoquant une augmentation de la perméabil@Ht O - L Q1 O D P P D Wa_&éQman@®aN H V W L (
T ¥ne augmentation de la perméabilité intestinale entraine le passage des LPS de la lumiere
intestinale a llmmina propriaugmentant les teneurs en LPS plasmatiques, mais également la
translocation bactérienne a travers la muqueuse intestinale eRIS&HPHQW G- XQH HQGR
métabolique (de La Serre et al., 2010).

Il a été mis en évidence une modification de la flore intestinale lors de régimes riches en
lipides, augmentant la perméabilité intestinaleP8Ix IO - RULJLQH GH O-HQGRWR]|[pP
qui est reconnue comme une composante inflammatoiRRUNGD QWH GH O -&BpVLWp H
et al., 2008). Du fait que le régime alimentaire occidental actuel@ihBiphQW FRPSRVp G-I
gras saturés (AGS), monoinsaturés (AGMI) et polyinsaturés (AGPI) en n-6, est corrélé a des
maladies inflammatoires (Maslowski and Mackay, 2011, Calder, 2006), le réle des AGPI mérite
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Un régime déséquilibré entraine des modifications profondes de la population microbienne
intestinale, augmentant les teneurs en LPS dans la lumiére intestinale ainsi que la production

G - $*&@&CFA) et conduisant a une diminution de la production de facteurs tels que Fiaf,
APetGLP- &HV pYpQHPHQWYV FRQGXL VbOWs pratéinds Be-dndbidisG - H[S U
serrées ZO-1 et OCLN, favorisant la translocation des LPS et bactéries vers la circulation
VDQJIJXLQH j O-RULIJLQH GH O-DSSDULWLRQ G-XQH LQIODPPDIU
et le tissu adjpeux sont les principaux organes touchés, developpant une insulino-résistance et
LOQLWLDQW O-LQVWDOODWLRQ G-XQ VIQGURPH PpWDEROLTXH
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G -r\Wludie. Un des mécanismes expliquant ces désordres inflammatoires serait une
FRQVRPPDWLRQ H[FHMW\aLX é¢ffets plut@® protigfla@matoires (Calder, 2010)
comparativement aux AGPI en n-3 aux effets plutdt anti-inflammatoires (Calder, 2009, Weylandt
et al., 2012).
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VIII. Les acides gras

/HV DFLGHV JUDV VRQW FRQVWLVCRON, réspgrdableUdRiX SHP H
FDUDFWqUH DFLGH HW SRODLUK chathe SinéaikHhydddardorkt® O X O F
de 2 @22 atomes de carbone a caractere hydrophobe. La chaine hydrocarbonée peut étre saturée,
PRQRLQVDWXUpH RX SRO\LQVDWXUpH QidsoMFiguréilOH SRV Vq(

Dans la suite de ce mémoire ne seront décrits que les acides gras polyinsaturés
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IX. Les acides gras polyinsatureés : biosynthese et roles

&KH] OHV PDPPLIQUHV OHV GHX]J[ 1®d? erOncBrsont Glagsé8s HV Vi
selon la position du premier carbone portant une double liaison a partir du groupe méthyl terminal
de la chaine carbonée (Calder, 2008, Tvrzicka et al., 20DlF LGH OLQIRQp-B)TeXH /$
O - D Fdieldnique (ALA ;18 :3 n-3), précurseurs respectifs de la famille en n-6 et en
n-3 (Figurel7) VRQW TXDOLILpY G-LQGLVSHQVDEOHV FKH] OHV PD
les synthétisetenovalu fait deO -DEVHQFH G HV HHW Jd&atwase nécessaires a leur
synthese (Hornstra et al., 1995). Par conséquent, ils doivent obligatoirement étre apportés par
O - D O L P (Sithopoultd, Foaql). Les AGPI en n-3 etiBBQW pJDOHPHQW GLWV HVV

peuvent prévenir ou guérir les symptémes de carence (Iésions cutanées, chute de poils, perte de

poids, altérations rénales) (Burr and Burr, 1973, Holman et al., 1982).

IX.1. Biosynthése des acides gras polyinsaturés

0DOJUp O-LQFDSDFLWp Q@GiskV LR BtPARA,| isUpdient aependaitp
bioconvertir ces AG en AG plus longs et plus insaturés, principalement au niveau hépatique, par
une succession de réactions de désaturation, d'élongation et de rétroconversion peroxysomale, pat
des enzymes du réticulum endoplasmique, des désaturases et des élongases (Lauritzen et al., 20C
(Figureld). Ainsi, LA est principalement converti en acide arachidonique (AA;&Cet ALA
est converti - par les mémes enzymes - principalement en acide eicosapentaénoique
(EPA, 20 :5 n-3) et docosahexaénoique (DHA,®2-3) (Calder, 2012). Il existe donc une
compétition entre substrats pour ces enzymes de biosynthése (Lauritzen et al., 2001). De plus, les
AGPI sont capable§ - X Q -tbpt¥ile) f€gatif de leur propre voie de biosynthese en exercant des
régulations sur les désaturases (Nakamura and Nara, 2004).

IX1.1./-pORQJDWLRQ

/- pORQIJDWLRQ HVW O-DMRXW j OD FKDvVQH DFV& GHV $*
un malonyl-CoA. Cette étape est médiee par des élongases (ELOVL, Elongation of Very Long
Chain Fatty Acid) présentent au niveau du réticulum endoplasmique. Elles contiennent plusieurs
séquences d'acides aminés conservées chez le rongeur et I'hnumain (Jakobsson et al., 2006). Chez |
PDPPLIQUHY LO VHPEOHUDLW TX-LO HATL)\(GAillbu\et+aS, \R2018)Q J\P H V

L'homologie de séquence entre les différentes ELOVL, et inter-especes, est 3De¥tviron
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Figure 18Biosynthese des acides gras polyinsaturés chez les mammiféeres

LA . acide linoléique ; GLA D F L-kadlerique ; DGLA DFL GH Giin¥dRigue ;AA.
acide arachidonique ;, DTA . acide docosatétraénoiques (ou adrénique) ; TTA . acide
tétracasatetraenoique ; TPA : acide tetracosapentaenoique ; ALAD F L-lhéiénique ; SDA:
acide stéaridonique ; EPA : acide eicosapentaénoique ; DPA . acide docosapentaénojque

THA : acide tétracosahéxaénoique ; DHA . acide docosahexaénoigue



Les acides gras polyinsaturés : biosynthése et roles

(Leonard et al., 2004)7TRXWHYV OHV (/29/ Q-RQW SDV OD PrPH VSpF
ELOVL1, 3, 6 et 7 sont spécifigues de I'élongation des AGS et AGMI, alors que
ELOVL2, 4et5 ont pour substrats préférentiels les AGPI (Guillou et al., 840jeénes

Elovll, 5et 6 sont exprimés de fagon ubiquitaire tandis que BBp®l@t 7 sont spécifiques de

certains tissus ou organes (Fig@r€Guillou et al., 2010). Des facteurs géniques ou nutritionnels

sont capables de moduler I'expression et l'activité de ces enzymes ELOVL, en particulier durant
les maladies métaboliques telles que le diabete ou l'obésité. Par exemple, la surexpression de
SREBP-1c impliquée dans le développement de la masse adipeuse, induit I'expression du gene
Elovl2 (Wang et al., 2006b) - HQ ]\ P H ( E&t%&galement régulée par des acteurs géniques ou
nutritionnels tels que SREBP-& K5(%3 33$5; RX HQWanhy &t ab, 20@6W)XI0aL Q H
également été montré ubeX JPHQW D W LR Q ELAOVI®-idduted pug ¥ £ RiQHG ORUV G
I'obésité, et une diminution de son expression par les régimes riches en lipides et les AGPI en
n-3 (Wang et al., 2005b, Wang et al., 2006b).

IX.1.2.La désaturation

Chez les mammiféres, trois principaux types de désaturation sont effectués dans la voie de
biosynthese des AGPIOi V- BJL W B W désaturationd D .désaturation est médiée par
O D désaturase (D6D), qui introduit une double liaison entre les carbonele @A et ALA
/ D .désaturation est médi&eD U @d3aturase (D5D), qui introduit une double liaison entre
les carbones é& 6 de l'acide DGLAR0:3 n-6 et du 204 n-3. Quant aO D deésaturation, elle
s'effectue par un mécanisme de désaturation/rétroconversion peroxysomale (Voss.&tea., 1991)
$*3, WHOV AWHOSHBSBYHQW VXELU GHX[ pWDSHV G-pORQJDWLR
..-désaturés &H PpFDQLVPH SHUP KAMamestld th@MWd5R Q6 Goubles
liaisons. Ces AGPI a tres longues chaines vont donner l'acide docosapentaénd@uer(iBPA,
etle DHA par ¢oxydation peroxysomale (Voss et al., 1991).

La D6D convertit LAen acide Jlinolénique (GLA,18 :3 n-6) et ALA en acide
stéaridonique (18n-3). Chez les mammiferes, D6D est la premiére enzyme de la biosynthése des
AGPI, et représente I'étape limitante de I'ensemble des réactions conduisant a la formation de
DGLA, AA et EPA, précurseurs respectifs des eicosanoides dészerBrenner, 1971). La
D6D est également impliquée dans les mécanismes permettant la synthese d2aGiRrsa
de carbone et a 6 doubles liaisons issus de la désaturation/rétroconversion peroxysomale (Voss et
al., 1991).
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Enzyme Expression Substrats préférentiels

ELOVLI Ubiquitaire AGS et AGMI

Foie, Testicules Rein, Cerveau,

ELOVI.2 AGPI C20 - C22

Poumons, Tissu adipeux blanc

Tissu adipeux brun, Peau,

ELOVL3 Tissu adipeux blanc, Foie AGS et AGMI

ELVOL4 Rétine, Cerveau, Testicules AGS et AGPI C24 - C30
ELOVL5 Ubiquitaire AGPI C18 - C20
ELOVL6 Ubiquitaire AGS et AGMI C12 - C16
ELOVLY g‘:;t ;chréas’ Surrénales, AGS et AGMI

Figure 19Elongases ELOVL chez les mammiferes

"-D S Ydakobsson et al., 2006, Guillou et al., 2010)
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La D5D convertit le DGLA en AA et |'acide eicosatétraénoiqen(3penEPA. ,O V-DJL W
de la deuxieme désaturase de la cascade de biosynthése des AGPI intervenant aprés les premiére
étapes de désaturation@tongation par la D6D et ELOVL5. La D5D ne semble exister que sous
une seule isoforme. Elle est cependant capable de convertir les AGPI en n-6 et eane-3, avec
préférence de substrat pour les AGPI en n-3 (Ninno et al., 1974, Jeffcoat et al., 1978). La D5D est
guantitativement moins abondante que la D6D (Cho et al., 1999a, Cho et al., 1999b).

Les expressions et activités des D6D et D5D peuvent étre modulées par certaines
conditions physiologiques. Ainsi, I'hnypercholestérolémie (Garg et al., 1988), I'hyperglycémie (Das,
2005) I'hypoinsulinémie (Brenner, 2003, Das, 2005), les AGPI (Brenner,3p@8jension
artérielle (Narce and Poisson, 1995, Bellenger et al., 2004) diminuent les activités désaturantes
hépatiques, et I'hyperinsulinémie, le DT2 (Brenner, 2003, Montanaro et al., 2003, Wang et al.,
2005a) et les AGS (Jan et al., 2004) permettent de les activer. Les AGPI régulent également les
désaturases permettant leur biosynthese et exercent ainsi un rétrocontréle négatif sur leur propre
voie de biosynthése (Nakamura and Nara, 2004). Cette régulation est principalement médiée par la
diminution de la forme active de SREBP1c (Nara et alyiaB0@)clivage de SREBP-1c (Hannah
et al., 2000)HW O-LQKLELWLRQ GH O-:H[3UYbshikavRaQet sp,Q@DO2XH GH
/| H[SUHVVLRQ GHV JqQHV BREDQWNQW WS D UH¥3IS5; TXL WL
importantedan® -DFWLYDWLRQ GHV Jaq@nivdauhepatiogBe ®ulick € alg Hog4 $ *
Kroetz et al., 1998). Il existe donc une dualité de régulation des désaturases par SREBP-1c et
33%$5;f FDU OHV YRLHV PpWDEROLTXHV LPSOLTXDQW FHV I
SREBP-F LQGXLW OHV JgQHV GH OD V\QWKgVH GHV $* DORU)
(Nakamura and Nara, 2004).

IX.2. Réles des acides gras polyinsaturés

Les AGPI peuvent jouer un rdle énergétique en tant que nutriments et un réle structural
en tant que constituant membranaire majeur, mais ils peuvent également intervenir en tant que
régulateurs de I'expression génique et exercer un role fonctionnel comme précurseurs de seconds

messagers (Browning, 2007).
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IX.2.1.R0le énergétique

/IHV $* VRQW XQH VRXUFH G-pQHUJLH SEXUpidesRUJDQI
représentant enviroB5 % de l'apport calorique journalier chez I'Homee AGPI sont
principalement estérifiés en position sn-2 des TAG, et constituent alors un réservoir énergétique a
I'organisme (Novikov et al., 1999). CependariBpxg¢dation des AGPI est plus colteuse en
PQHUJLH FRPSD UaxwatiyrHledHAGB/ efisOnDdedla présence de doubles ligisons
REOLJHDQW O-DFWLYLWp GH GHX[ HQ]J\PHV VXSSOpPHQWDL
SHUPHWWUH O:R[\GDW IPR@oWkBWPeS 8).1999) G tdixydlativh Bes AGPI
semblerait destinée au recyclage des atomes de carbone pour ldesyotbeskeS et AGMI

j SDUWLU GH O-DFpWDWH S Q@XwWdWw efal H2003DBIhhR GEWLRQ G

IX.2.2. R6le structural

Les lipides membranaires constit@0@40 % des membranes biologiques. Il existe trois
classes de lipides membranaires : les stérols (majoritairement le cholestérol), les sphingolipides, e
les phospholipides (PL). Le LA - $&& le DHA sont les principaux constituants des PL
membranaires, créant un microenvironnement flexible, ce qui facilite les changements de
conformation nécessairesO -DFWLYLWp GH S($Rakhpdt Q.HAD08, QMAsEall @t\alg T X H Vv
2004, Ikeda et al., 2006) et agit sur l'intégrité, la perméabilité et la fluidité membranaire (Quinn et
al., 1989, Stubbs and Smith, 1990). Les PL sont constitués d'un squelette glycérol sur lequel sont
estérifiées deux AG a longues chaines en position sn-1 et sn-2 et d'un phosphate en position
sn3 rattaché au groupement hydrophile constituant la téte du PL. Les AGPI
contenant 1 & 5 doubles liaisons sont généralement estérifies en sn-2 (Capper and Marshall, 2001)
Au sein des PL, dont la phosphatidylcholine est la plus abondantef6fvides PL)es AGPI
induisent aussi la ségrégation de domaines membranaires complexes - les rafts - auxquels son

associés des complexes protéiques actifs (Shaikh et al., 2003, Wassall et al., 2004, Ikeda et al., 200

IX.2.3. Réqulation génigue

LesAG UpJXOHQW O-H[SUHVVLRQ G-XQ JUDQG QRPEUH GH
de transcription, tels que les PPARs, SREBP-1c, les facteurs nucléaires hépatiques (HNF4, hepatic
nuclear factor 4), le récepteur aux rétinoides (RXR, retinoid X receptor) et le récepteur
hépatique X (LXR, liver X receptor) (Spector, 1999, Clarke, 2001, Guesnet et al., 2005)
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Une modification de la composition 3, PHPEUDQDLUH SHXVWsPRGXOF
enzymes liées a la membrane (Stubbs and Smith, 1990, Spector and Y.dvekOE9@es AGPI
en tant que régulateur génique a principalement été étudié au niveau des métabolismes lipidiques
et glucidiqgues. Ch&2D VRXULYV PDLQWHQXH VRXV XQ UpJLPH DOLSLG
d-HQ]SRGH OD OLSRJHQgVH WHOeIH VAT ¥dtl didindé@ |(ARrmbnR Brd L T X H
Gibson, 1965, Muto et al., 1975 HV $*3, H[HUFHQW XQ HIIHW LQKLELWI
lipogéniques tels qu@ - D pAcatboxylase (ACC) (Salati and Clarke, 1986), et la stéaroyl-CoA
desaturase-1 (SAD{Jones et al., 1996)BtFWLYHQW O H[SUHVVLRQ GHV JqQt
tels que l'acyl-CoA oxydase ou la carnitine palmitoyl transferase-1 (CPT-1) (Clarke and Jump,
1997)viaPPAR; (Clarke, 2001).es AGPI peuvent également agir sur la différenciation des
adipocytes, inhiber NEB et certaines cytokines par le biais de EFésvergne and Wabhli,
1999)Les AGPI interviennent aussi dans la glycolyse en régulant GLUT4 (Tebbey et al., 1994) ou
la glucokinase (Jump et al., 1994).

IX.2.4. Réle fonctionnel

/IHV $*3, WHOV diio-findERrigu@ HDGLA O - $8W O sfBtsles
précurseurs de médiateurs lipidiques biologiquement actifs, tels que les eicaisdaardes,
mobilisation par des enzymes phospholipases, principalement par la PLA2 (phospholipase A2) et
leur métabolisme par les enzymes oxygéenases qui leur conférent un réle métabolique et fonctionnel
(Calder, 2002, Lauritzen et al., 2001, Sprecher, 2000, Tapiero et al., 2002). Parmi les eicosanoide
se trouvent les protaglandinesWeK URPER[DQHYV OHV OHXFRWULQQHV HW
$*3, SURGXLWYV SULQFLSDOHPHQWes $yldoxygéhsey/ (FOX)D B/ HV C
lipoxygénases et les cytochromes P450 époxygénase)fitapiero et al., 2002). Les enzymes
COX existent sous deux isoformes : COX-1 constitutive et ubiquitaire produisant des
prostaglandines a des fins homéostatiques, et COX-2 hautement inductible par des cytokines pro-
inflammatoires et responsable de la production de prostaglandines impliguées dans la douleur,
O -L Q10D @BuzaN arld Marnett, 2009). La voie de la 5-LOX (lipoxygénase) produit des
leucotrienes des seriess3@irespectivement a partir de DGLA, AA et EPA (Tapiero et al., 2002).

/IHV HLFRVDQRWGHV LVYVX¥ork s BrpafaboEBsOdrincipaler@eat 165- $ $
prostaglandines PGE2, PGI2 et le thromboxane A2 (TXA2). Les prostaglandines exercent des
effets par voies autocrines ou paracriceés majorité des prostaglandines agissent sur des

récepteurs membranaires couplés aux protéines G (GPR), intermédiaires pour des voies de
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"D S Y@uésnet et al., 2005).
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signalisation cytosolique impliegidans de nombreux processus physiologiques (angiogenese,
agrégation plaquettaire, perméabilité vasculaire) (Ben-Av et al.,"1@®®EWUHYVY SURVWDJC
agissent dans la cellule sur des récepteurs nucléaires tels que PPARs pour induire des réponse
transcriptionnelles spécifiqgues (Jiang et al., 1998a, Tontonoz et al., 1998). Enfin, les autres
HLFRVDQRWGHYV LVVXHV @&X4 R-pBWDBERGGKRN \GH RX$$SO -DFWLI
lipooxygénase (LOX) L Gt désedcotriénes de la série 4 (majoritairement LTB4, LTC4 et LTE4)

aux propriétés pro-inflammatoires. Les 12/25- VRQW UHVSRQVDEOHVY GH OD S
hydroxyperoxy-eicosa-tetra-énoiques (12-HETEWETE) viaO -$$ DX U{OH GpOpWqU
pathologies cardiovasculaires (Feinmark and Cornicelli,( 9 R XWUH OH SUpFXUVHX!
DGLA, est également le précurseur des prostaglandines de la série 1 et des leucotrienes de la
série 3 (Lee et al., 2006l P p W D E R O L ¢Sl ddht &h 1§ $ecrétion de prostaglandines,
thromboxanes et leucofiQHV MRXDQW XQ U{OH LPSRUWDQW GDQV Ol
(Fetterman and Zdanowicz, 2009, Kremmyda et al., 2011).

Les eicosanoides issus du meétabolisme 8eont analogues a ceux qui sont issus de
O - $ais en conservant la double liaison supplémentaire en n-3 (Endres et al., 1989, Lowry and
Thompson, 1994, Yerram et al., 1989. V-DJLW GH SURVWmbhapRarehemt GH OD
PGES3, PGI3 et TXA3) et les leucotriénes de la série 5 (majoritairement LTB5, LT(heleTES
etal., 20060k HY GHUQLHUV FRQWULEXHQW j OD SURWHFWLRQ GH
inflammatoires (Endres et al., 1989, Lowry and Thompson, 18945 O XV efure( 8r$
FRPSpWLW L RgurDesHieuxCGendyBnes COX et LOX. Cette compétition de substrats
FRQGXLW j OD VpFUpWLRQ GlHABENS Qde GrotivflabnxatoBdd RS UL p
réduisant les réactions pro-inflammatoires (Chapkin et al., 2008, Kremmyda et al., 2011, Schmitz
and Ecker, 2008).

Il a récemment été mis en évidence que les AGPlI enQiR W D FEPAI € & DEA)
sont les précurseurs de nouveaux mediateurs lipidiques aux propriétés anti-inflammatoires « pro-
resolving ». Trois familles correspondent a ces médiateurs lipidiques : les résolvines, les protectines

et les marésines (Figure 21) (Rius et al., 2012).

Les résolvines (ou « resolution-phase interaction products ») sont principalement produits
j SDUWLUetxd DBIA( B gxiste donc des résolvines de la série E (ReVE) et de la série D
(RevD) (Serhan et al., 2002). Les résolvines de la série E (RevE1 et RevE2), synthétisés a partir de
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Les acides gras polyinsaturés : biosynthése et roles

O - ( 3sbntissues d'une série de réactions faisant intervenir COX-2 agissant en présence d'aspirine,
et 5-LOX. Ces médiateurs semblent exercer de puissants effets anti-inflammatoires en réduisant
O-LQILOWUDW L RGergadn gt &.H0908). HeXReREL\ &¥ttspontanément produit chez les
sujets sains et sa concentration est augmentée chez leX WS WHQDQW GH O-DVSLU
O - (JAvrita et al., 2009)e RevE2 est synthétisé dans des proportions plus importantes que le
RevEl et possede également des propriétés anti-inflammatoires. Les résolvines de la série D,
dérivés du DHA, sont produits par une série de réactions similaires, ou par une voie faisant
intervenir les enzymes LOX et d'autres réactions, et ont elles aussi des propriétés anti-
inflammatoires, notamment au niveau cérébral (Serhan et al., 2008, Levy, 2010). Il existe plusieurs
RevD, tels que les AT-RevD1-4 (asytiiggered Rev), les RevD1-4, le RevD1, tous de puissants
UpJXODWHXUYV O L P(E&harnEwal. (00T Marthieseld &Y 4l.R2003, Hong et al., 2003).

Les protectines possedent dans leur structure un triene conjugué (Serhan et al., 2002, Hong
et al., 2003). Leur biosynthése est médiée par une enzyme lipdianasmverti les DHA
en un intermédiaire rapidement converti en protectine D1 ou PD1. Cette molécule posséde en effet
GHV SURSULpWpPV GH SURS¥MHdan\atlaR 2006, Watrhesglli 6t POD3NVLIUKWY
et al.,, 2005, Mukherjee et al., 2004). On peut trouver le terme neuroprotectine lorsque sa
ELRV\QWKQgVH V-HIIHFW X H(Sehap ¥t . FP008VNINKheKeé eDall )X2OR)QTEX |
PpGLDWHXUV LQKLEHQW pJD OH P H&aMaDetLaD, | 2000/HbBgVeL &R Q S D L
2003)

/IHV PDUpVLQHY VRQW LVVXV G- XQH QRXYHOOH YRLH Gt
dans les macrophage (Serhan et al., 2008). Le terme marésine désigne « macrophage mediator |
resolving inflammation ». Le produit principal estle MaRL HVW FDSDEOH G:-LQKLE
SDU OHV OHXFRF\WHV HW GH VWLPXOHU O :plOhiR4e@eDWLRQ
également des propriétés anti-inflammatipeetectrices « pro-resolving » au méme titre que le
RevElet le PD1 (Serhan et al., 2008).
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X. Divers aspects fonctionnels des AGPI en n-3

[-LQWpUrwW G-3&htntjuehi@léQules bénéfiques sur certaines physiopathologies
est survenu suite aux observations faites par Dyerberg et collaborateurs. En effet, ces auteurs ont
PWXGLp XQH SRSXODWLRQ G- (VNLPR GX *URHQODQG HW RQ
maladies cardiovasculaires était fortement diminué. lls ont pu associer cette observation
principalement & une coB® DWLRQ G-XQH DOLPHQW BWly&leerdJdnd& KH HQ
Jorgensen, 1982, Dyerberg, 1988)la suite, il a été montré des rbles bénéfiques des AGPI en
n-3 dans la prévention et le traitement des maladies méetaMilig@©O HY TXH O-REpVLWp
O-LQWRODpUDI@sAGRE ¥n 8-Q peduséhHes teneurs plasmatiques en TAG en diminuant
la sécrétion hépatique des lipoprotéines riches en TAG et augmentent les HDL-cholestérol, chez
des patients diabétiques. lls exercent également des propriétés anti-inflammatoires variées chez
O - + R RRukton et al., 2004, Calder, 2006, Singer et al., 2008).

X.1.AGPI en n-3, obésité et insulino-résistance
X.1.1.AGPI en n-3 et obégeé

Diverses études sur des modeles animaux mettent en évidence des effets bénéfiques des
AGPlenn-3vXU O-REpVLWp HW OHV SDWKRORJLHV DVMRFLpHV W
&HSHQGDQW OHV HIITHWV G- XQBsuraS8p ¥ RARQW R/ ICR R QHQ S8r 1B
restent encore controversés. Ainsi, des études soutiennent du& peavent diminuer
significativement le poids corporel et la masse adipeuse (Pighin et al., 2005, Kasbi Chadli et al.,
2012, Bertrand et al., 2013, Sato et al., WODRUV TXH G-DXWUHV pWXGHV QH
significatif sur la perte de poids corporel mais une diminution significative de dépéts adipeux a été
observée chez des animaux supplémentés en AGPI en n-3 (Kuda et al., 2009, Perez-Matute et al.,
2007, Raclot et al., 1997). Au contraire, certains auteurs ne rapportent aucun changement ni de
SRLGY FRUSRUHO QL GH PDVVH DGLSHXVtdirg e® AIGPNMeXH G- XQ
n-3 (Todoric et al., 2006, Gillam et al., 2009, Figueras et al., 2011, Gonzalez-Periz et al., 2009). En
FH TXL FRQFHUQH OH PpWDEROLVPH OLSLGLTXH GH QRP
supplémentation en AGPlenn&-RULJLQH PDULQH SRVVqQGH GHV SURSUL
(Rossmeisl et al., 2012, Todoric et al., 2006, Pighin et al., 2005, Kasbi Chadli et al., 2012, Sato et al
2010)

Complémentairement, la plupart des études chez des rongeurs décrivent également des
HITHWV EpQpILTXHV G-XQH VXS &SORBHIWBWILIRWL @K ¥X3J), @R F
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JOXFRVH HW OD VHQVLELOLWpP j O-LQVXOLQHe gL ELHC
concluants (Gillam et al., 2009, Raclot et al., 1997, Todoric et al., 2006), de nombreuses études
UDSSRUWHQW GHV DPpOLRUDWLRQV G KBe@randJed aF,p2@13H HW (
Rossmeisl et al., 2012, Sato et al., 2010). De plus, des auteurs ont rapporté une amélioration de |
WROpPpUDQFH DX JO XBeRrénd eRaf., POO3, IK@sWiXCOAdQed al., 2012, Kuda et al.,
2009, Rossmeisl et al., 2012, Janovska et al.G2DI3V GHV PRGgOHV PXULQV WUL
ou du DHA ou bien un mélange des deux ou encore en combinaison avec de la Roziglitazone. En
UHYDQFKH G-DXWUHV \Whe BiffeBeixce orificative BrRi@és) e DIXr&nce au
glucose chez des animaux dont le régime alimentaire était supplémenté en AGPI en n-3 (Figueras
et al., 2011, Gillam et al., 2009).

Les résultats apparemment controversés concernant les effets des AGPI en n-3 sur le poids
corporel, les métabolismes glucidique et lipidiqgue pourraient étre da a des différences de modeéles
DQLPDX[ G-REpVLWp XWLOLVpV JpQpWLTXH SDUelJ&SISRUW |
TXH OH W\SH HW OD |RYEROI DHARQ ue hdhjndks@n es deux sous
formede TA RX ELHQ G-HVWHUV pWK\OLTXHVY OHV GRVHV XWLC

%LHQ TXH FHUWDLQHY pWXGHYV VX J9eaglAGRIWn m-X BuxO -D XJ P
dépens des AGPI en n-6 dans le modele de souris transgéniqu@s at-D XFXQ HIIHW V
réduction du poids des animaux en régime iso-calorique (Belchior et al., 2015, Bhattacharya et al.,
2006) SOXVLHXUV pWXGHV RQW PRQWUp TXH FHV VRXULV pW]I
régime hyperlipidique (Belchior et al., 2015, Lopez-Vicario et al., 2BI8) HITHWV G-XQH V\
HQGRJqQHYV na3-shir @ meétgpolisme lipidique de souris@t-D pWp DQDO\Vp TXH
SHX G:pWXGHV &HSHQGDQW ELHQ TXH %YHOFKLRU HW FROC
paramétres lipidiques sanguins mesurés (Belchior et al., 2015), Romanatto et collaborateurs ont
montré que des souris fat-1 agées de 8 mois présentaient des teneurs en TAG et cholestérol plus
faibles que celles de leurs témoins de type sauvage (Romanatto et al., 2014). Concernant des
PDUTXHXUV GH O:-KRPpRVW D)V ddd rddlats legGarememt dEdtentsvoRtetd LV 1|
obtenus. En effet, alors que des études montrent une faible glycémie a jeun et une amélioration de
OD VHQVLELOLWpPp j O -LEIQNaK<Nhbuprids Buetiin @dinve MypexXipidiquel B&chior
et al., 2015, White et al.,, 208y DXWUHV pWXGHYV f@rdRdey sigdivcati@ed/(J5éd V G H
al., 2009) 0ODOJUp WRXW O-DXJPHQWDWLRQ GHth&zatBsGoURsMLRQ H
tout de méme globalement présenté un impact bénéfique sur la toléerance au glucose (Belchior et
al., 2015, Ji et al., 2009, White et al., 2010, White et al., G0IB)XWD QW SOXV TXH QR
montré que les souris fat-1 étaient protégées des dommages au niveau dgmneliéddgues
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HW GHV DOWpPUDWLRQV GX PpWDEROLVPH GX JOXFRVH FDXV
TX-HVW OD V\(Bellengaie? 3R 20RLF L Q H

Conformément aux résultats obtenus avec des modéles animaux, la plupart des études
FOLQLTXHV FKH] O-+RPPH VRXWLHQQHQW OHV HIIHWV K\SR
AGPI en n-3. Sur la base de ces observations, plusieurs agences et associations ont recommand:
des apports de 2 a 4 g parjouFrRPPH GRVH HIILFDFH WKpUDSHXWLTXH |
(Kris-Etherton et al., 2003, Weintraub, 2013). Toutefois, les effets des AGPIGenR&BLJL QH
marine sur le poids corporel, la composition corporelle et le métabolisme du cholestérol chez des
patients présentant un syndrome métabolique restent peu clairs. Par ailleurs, au contraire des
REVHUYDWLRQV IDLWHV VXU GHV PRGqOHV PXULQV VXJJpUD
enn-3 pourraitproRXYRLU O-DPpOLRUDWLRQ GH OD VHQVLELOLWpP |
chez des patients atteints de syndrome métabolique suggéere que les AGPI en n-3 ne sont pas
efficaces pour diminuer les parametres du métabolisme du glucose ou améliorer la sensibilité a
O - L Q YFXa€hk et Hl., 2014). De plus vastes études cliniques sont sans doute nécessaires afin de
mieux compr€@ GUH O -HIILF D F L3y |&ldara&éritigte® d@syndrome métabolique.

/I -DGLSRIJHQgVH HVW XQ SUR F Hdipodytes@riadipbdyitpd htdQred. D W L |
La différenciation adipocytaire est un processus complexe principalement régulé par deux familles
de facteurs de transcription que sont CCAAT/enhancer-binding proteins (C/EBPs) et le
peroxisome proliferator-activated rece@®PARS. Ainsi, C/EBP¢et C/EBP Gsont impliqués
GDQV OHV pWDSHV SUpFRFHV GE/EBPRDGHs®OFINHQYG 1D - HB[BH H R V'
C/EBP j et PPARE les deux principaux facteurs impliqués dans le maintien de la différenciation
WHUPLQDOH GH O-DGLSRF\WH TXL GH PDQLqQUH FRRUGRQQ|
phénotype adipocyte (Tang and Lane, 2012). Dans ce contexte, les effets des AGPI en n-3 sur la
différenciation adipocytaire restent encore controversés. Ainsi, des études rapportent une
DXJPHQWDWLRQ GH O-:DGLSR J-B gogtvaibut@sRaludesT iikkuc de \culires , H Q
(Hanada et al., 2011, Murali et al., 2014). De plus, il a été montré que le DHA (50 uM) plus que
O-(38QGXLVDLW OD GLIIpUHQFLDWLRQ G-DGLSRF\WHV HQ V
C/EBP j, P3 $ 5 ¢t la protéine adipocytaire 2 (aP2) dans la lignée celluldiie(Igt8ali et al.,
2014) Par ailleurs, il a été décrit une augmentation des taux protéiques fisReARune
accumulation de goutté#W HYV OLSL GLT X 250 v} é&lait ajuite B &hala €38, 2011).

$X FRQWUDLUH G-DXWUHV pWXGHV PRQVW B iHGh& & ODLUH
prolifération et la differenciation des adipocytes en réprimant les principaux facteurs de
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traQVFULSWLRQ LPSOLTXmVetaD Q006,00 abaBd e &.,) 2008 Mdtickam et al.,
2010, Barber et al., 20133LQVL .LP HW FROODERUDWHXUV RQW PRQ
(25-D0 pM) conduisait a une inhibition dose-dépendante de la différenciation adipocytaire,
réduisant le nombre de gouttelettes lipidiques (Kim et al., 20 BX WUHYV pWXGHV RQW |
le DHA (100 0 DLQVL TXH O-(3%$ ladtignGiX Lipiied et/ coabdubshit X drxinuer
O-H[SUHVVLRQ GH 33%$5£ GXUDQW OGNV IpdpOHE®HIOQMWER QD EHD |
WDX[ G-H[SUHVYV aisQesxellutes R Tatabe et al., 2008, Manickam et al., 2010).

En plus de leurs effets sur la différenciation adipocytaire, des études ont également montré que les
AGPlenn-3SSRXYDLHQW DXVVL UpJXOHU O-DSRSWRVH GHV DGLS
montré que le DHA (10200p0 LQGXLVDLW O :-DSRIWRMXibh el V20D83 L SR F\ W
""DXWUHV pWXGHV R Q {B50PRIDrAduisait Tes Hau© dé PHKT, BAB-Cell
Lymphoma2)etde N6 DORUV TX-LO DXJPHQWRBcRvissodibtedwdomgt GH $.
of cell death) et PPARsuggérant que les AGPI en n-3 promeuvent la différenciation, inhibent la
SUROLIPUDWLRQ HW LQGXLVHQW QdipdRaaa\Ravddadttl. 2AM)WH O |

Par ailleurs, il a été montré que les AGPI en n-3 pouvaient moduler la celltlarité du
Ainsi, Tekeleselassie et collaborateurs ont mis en évidence une augmentation du nombre
G-DGLSRF\WHV DX QLYHDX GH GpS{WV DGLSHX[ LQJXLQDX]
n-3 duran2 semaines (Tekeleselassie et al., 2013). Par conséquent, White et collaborateurs ont
REVHUYp XQH DXJPHQWDWLRQ GX WDX[ G- HaxuwsEWigueRQ G X
P3$5£ HW XQH GLPLQXWLRQ GX JgQH *DWD XQ LQKLELWHXU
totalement différencié au niveauTdu épididymal de souris transgéniques fat-1, suggérant que
O-HQULFKLVVHPHQW WUDQVJp@pmXHXE H BHD GARGHIAD ¢\DH $ * 3
2015) $X FRQWUDLUH G-DXWUHV WUDY D Xt deKdibjlesCdheMR X ULV
G-$*3, FB@arng le régime alimentaire conduisait a une diminution du nombre de cellules, a
O-RULJLQH GH OD G IR (RuAckbh&ReQalGHO0BR)DVVH GX

Les AGPI en n-3 peuvent également influencer le stockage et la mobilisation des lipides du
TA /-DFFXPXOMPWGRQVGEHN DGLSRF\WHV VHPEOH rWUH OD U
DOLPHQWDLUHY HW Rd¢m@o &QH ERBNQWXKHVAHWWH GHUQLC
SULQFLSDOHPHQW DX QLYHDX KpSDWLTXH LO D UpFHPPHQ)
TA FRPPH FLEOH SRWHQWLHOOHLWEH € ¥l.,QbL2) RéhEdndnt Gelle O - R E
régulation de la lipogeneseTdy les AGPlenn-3 RQW G:-LPSRUWDQWYVY PRGXOD\V
de la lipogenése. Ainsi, le DHAD LV pJD O HRMOQOW ®LPANXHQW O-H[SUHVVLF
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protéique de la SCD1 dans des cellulest BT8lanickam et al., 2010) ainsi que de la GPDH
(glycerol-3 phosphate déshydrogénase) (Kalupahana et al.,, 2010). En revanche, Guo et
FROODERUDWHXUV Q-RQW WURXYp DXFXQH PRGLILFDWLRQ
PrPH OLJQpH FHO O XM Wdurdd¥Hdurées K et alf 2005). Ces différences

GH UpVXOWDWY HQWUH pWXGHV SHXYH Q3estéps SibsUgnellad rW U t
durée des traitements. Au-dela de ces éitudésy il a également été montré des aspects
importants des AGPI en n-3 sur des modéles animaux. Ainsi, une étude réalisée avec des rats
QRXUULV DYHF XQ UpJLPH ULFK HlémeéntadonFed Huilb de Rasiiup T X
pendant 2VHPDLQHV GLPLQXD L WgéBitue WeDFS[auGniveas duiH VAV rihQ
(Sebokova et al., 1996)H SOXV O-LQYDOLGD \fal Rigzaly @iA\Fde ISodri Bl GH 33
montré une d PLQXWLRQ GH O-H[SUHY VIRRKY TOp-XIQT X HR QFHH GR Up (
n-3 (contenam5% de DHAet14 G-(3$ HQ UHP S CoRordesHipides\alicdthtaires)

était ajouté a leur régime alimentaire ddéjaurs (Hensler et al., 2011). Ces études animales
PRQWUHQW GRQF O-LPSRADND/QEE OpSUSHBY IHRQQGHV JgQHV G
GLPLQXDQW DLQVL OD OLSRJHQgVH HW O-DFFXPXODWLRQ G

Il semble que les AGPI en n-3 pourraient non seulement diminuer la lipogenese mais
également favoriser la lipolyse (notamment au niveau des cellules endothéliales des capillaires dt
TA HW DLQVL UpJXOHU OD FDSWDW AR gar @s &dipGehtes. Briedf&,S U R W |
Baltzell et collaborateurs ont montré une diminution de la LPA dinsi que du poids de ce
WLVVX SDUDOOGOHPHQW jtéxd® i LPIXdaRdH QM 30 D GHV O - DX WO
diminution des TAG plasmatiques chezdd3WV QR XUULY DYHF GH QK XLOH G
FKDQJHPHQW GHSXLV OH VWRF(Batidll eYad. U99X).-R[\GDWLRQ GH\

&RQFHUQDQW O-R[\GDWLRQ SOXVLHXU V-3pauxaehty RQW
DXJPHQWHU O-R[\GDW k&QmitGcHovidrigl* etDpéroXshrivfal. En effet, des
cellules 3T®1 W U D L W p HVARMNBUM duianA-Hekires présentent une augmentation de
la ¢oxydation desAG SDUDOOgOHPHQW | XQH DXJPHQWDWLRQ G
palmitoyltransferase (CPTA{Guo et al., 2005). Des résultats similaires ont été obtenus dans des
PRGgOHY DQLPDX[ )ODFKV HW FROODERUDWHXUYV RQW PRQ\
de 51 % de DHA et 6 G - (3 %en replacement dé4 % des lipides alimentaires)
pendant AVHPDLQHYVY DXJPHQWD L§niqQuel dewDDa[aGnivepas UiA Wéafik R Q
PpSLGLG\PDL UEoAdMdaEsdl AAADKX1au niveau Teperi-épididymaire et dorso-
lombaire suggérant une stimulat®ii O-R[\GDWLRQ GHV $* GDQV FHV GpS{W
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Des études ont suggéré la capacité des AGPI en n-3 a réguler de facon positive la biogenese
mitochondriale au sein @A blanc. Ainsi, il a été montré que des AGPI en n-3 tels que le DHA
HW Oa®tM duran4 KHXUHV DXJPHQWDLHQW OHV WDX[ G-$51P
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-al@ita (P et le nuclear respiratory
factor 1(NRFL), qui sont deux facteurs de transcription particulierement impliqués dans la
ELRIJHQqVH PLWRFKRI)&Wéenxdthre GHacksletdaR,ROOBH De plus, une étude
UpFHQWH D PRQWU p(@@me dobc8rr&tibrva@onmaVvh a@orf Sekilement augmenter
OH FRQWHQX HQ $'1 PLWRFKRQGULDO HW & Hibpsrés¢VVLRQ
mitochondriale (PGCla, NRF1 et COXiv), mais aussi a augmebtt[leG -$51P FRGDQW S
Ucpl, Ucp2, Ucp3 et Cidea (Cell Death ActivdaBoYUD QW OD GLIIpUHQFADWLRQ
LQJXLQDO VXJIJPUPBWHTSRXYRBY SURPRXYRLU OHT® EUXQL)\
inguinal. De facon tout aussi importante, cét@f Q-D SDV pW p2HWG R ®#tp ORUVT
été ajoutés duragt KHXUHV j GHY DGLSRF\WHV LQJXL kexcp ¢&dW X UH\
effets de « brunissementaOH UHFUXWHPHQW G «Oh@Gte&Ah&0 Wit @heHLIHV
2014)'-DXWUH SDUW LO D pWp PRQWUpP TX-XQ WGBEPWaHPHQW F
DHA) et une légére restriction calorique pendant 5 semaines avait une action synergique sur la
SUPpYHQWLRQ GHSBURBHWE W LHRQY\GRYWDEROLTXHY DVVRFLpt
UpVLVWDQFH j O-LQVXOLQH HW FH GH IDoRQ SDUDOOQOH |
oxydative mitochondriale (OXPHOS) et une oxydatioA@gzarticulierement au niveauTd
EODQF &HV UpVXOWDWY VRQW R KERadHd ¥tpal,, 2005 DeDn€h& H Q W L
Janovska et collaborateurs ont montré que les effets anti-obésité des AGPI en n-3 chez des souris
nourries avec un régime obésogene durant 7 mois étaient indépendants de la thermogéneése induite

par le froid (Janovska et al., 2013).

X.1.2.AGPI en n-3 et insulino-résistance

/IRUV GH O-:-REpVLWTPA cOnddinBddiQavecRI® mGbXisation de cellules
immunitaires, conduit a une activation des cascades inflammatoires qui impactent la voie de
VLIQDOLVDWLRQ GH O LQVXOLQH HW OD FDSWDWIRRQ GX J
(McArdle et al., 2013). Bpe TXH SOXVLHXUV pWXGHV FKH] O-®dghtPDO V X.
des propriétés insulino-sensibilisantes, les mécanismes sous-jacents ne sont pas encore totalemer
compris. Il semblerait que les AGPI en n-3 puissent améliorer la transduct@QrodOsiG H O -L Q V X (
(cf figure 5 p 12) au niveau des adipocytes, affectant de fait, la captation du glucose insulino-
stimuléevialare XODWLRQ GH O-H[SUHVVLRQ RX GH OD WUDQVORFI
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dépendant GLUT1 (Gonzalez-Periz et al., 2009, Taouis et al., 2002)). Il a été montré que des
adipocytes de rats déplétés en AGPI en n-3 présentaient une plus faible incorporation du glucose
j OD IRLV j O:pWDsmEO(D@Huchan &Y al, QO0B)Blg@édrant un réle des AGPI en

n-3 dans la captation du glucose par les adipocytes. De plus, des adipocytes en culture de rats
supplémentés en huile de poisson durant une semaine présentaient une augmentation des teneur:
en GLUT4 et GLUTIFRXSOpH j O-DXJPHQWDWLRQ G Htidubée{EzakiV D W L R (
et al., 1992). Une surexpression du transporteur GLUT4 a été observé€Aldes dis rendus
insulino-résistants par un régime riche en sucres supplémenté en huile de poisson durant 3 semaine:
(Peyron-Caso et al., 2002). Il a également été montré que la supplémentation durant 5 semaines dt
régime alimentaire par des AGPI en(6% du contenu lipidique total) améliorait la résistance a
O-LQVXOLQH HQ OLHQ DYHF XQH DXJPHQ VeBWITRAD rvéauO - H[S U |
du TA de souris génétiqguement obéd®eb(Gonzalez-Periz et al., 2000 HSHQGDQW G D
DXWHXUV QH PRQWUDLHQW TXH GH IDLEOHV HDIORWYV VXWQF
augmentation significative était observée dans tde nsgsielettique) aprées 9 semaines de
WUDLWH P H Q W rBisoH ¢8,8yHg @e p8ids corporel, en association avec une plus forte
tolérance au glucose et une plus faible insulinémie chez des rats spontanément diabétiques
(Gonzalez-Periz et al., 2009). Au contraire, Gillam et collaborateurs (Gillam et &).; ROQAWV
WURXYp DXFXQ HIITHW G- X @He Yo{sSE® QnpeRirh@evl) Duifahnt B Qerhb@edex L
demi (10 GH O-DSSRUW OLSLGLTXH VXU O HAVetWRO&depBeu$81P FR(

suline).

Il apparait donc que, collectivement, ces données suggerent que les AGBI-é&Wi3J L Q H
PDULQH SHXYHQW PRGXOHU OD FD Suiv®ay hiray der¥iaddet= RV H HW
mécanismes. Les AGPI en n-3 peuvent également changer le contenu en AG des phospholipides
membranaires, augmentant ainsi leur insaturation (Lombardo and Chicco, 2006, Zambo et al.,
2013) FH TXL SRXUUDLW pJDOHPHQW PpGLHU OHXUV HIIHW\
(Lombardo and Chicco, 2006). De plus, les AGPI en n-3 peuvent également influencer la libération
G-DGLSRNOI®HAXLSDX@HPSDFW VXU OH VWDW X¥®lineQlaksD PPD W
OHV SDWKRORJL(MbdreotAiats ef aD, RBpV LW p

En effet, ilarécemment &8R QW Up TX - X@RAVKIHDAWHMN BB gl O - (33
etdu DHA(G0P0 DXJPHQWDLW OD OLEpUDWLRQ G-sbrGilliSER® HF W L Q
régulant les métabolismes du glucose et des lipides en limitant la lipogenese et en stimulant
O - RAftioB des lipides) uniquement sur des adipocytdsl&rGn stade de maturation précoce
8 MRXUV DSUqV O-LQGXFWLRQ GH OD GLIIpUHQFLDWLRQ D
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lorsque des adipocytes étaient traités avec ces AG a des stades plusetetfijsufs? apres
O-LQGXFWLRQ G HProdieketal.l 2014 TEL doWideR spggerent donc que la régulation

de O -D GLSRQHKRAGH! enh-B&stdoSeHt temps-dépendante et peut étre modifiée par la
maturation des adipocytes. Des données de la littérature montrent également que des
traitementé vivavec des AGPI en n-3 conduisent a une augmentation des teneurs circulantes ou
XQH VXUH[SUHVVLRQ GHV PHVVDJHUV FRGDQW((RaehsEt O-DGL
al., 2006, Flachs et al., 2009) et des humains (Itoh et al., 2007, Gammelmark et al., 2012).

"-DXWUH SDU Wt été aotrépgli® BHAGRI en n-3 pouvaient aussi moduler la
OLEpUDWLRQ G- XQH DXWUH DGLSRNLQH TX:HjswdadDaOHSWL
UpJXODWLRQ GH OD SULVH DOLPHQWDLUH HW GH O:-DSSpW
O-LQVXOLQH 'H SOXV OD OHSWLQ HinflexhiWatéiresdQ KiHdesSsaxX U DY
capacité a activer la réponse immunitaire et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que
71)jet IL6 (Shen et al.,, 2005). Cependant, au regard des études sur des modeles animaux
G - RiEgpraités avec des AGPI en n-3, les résultats concernant la leptine restent apparemment
controversés. Il a en effet recemment été montré que la surexpression adipocytaire de la leptine par
un régime hyperlipidique était inversée par une &dWii DWLRQ SDU JIB®(Ydjaud G-$*3, |
pendan20 VHPDLQHY ELHQ TXH OHV WHQHXUV VpULTXHV Q-DW
(Ding et al., 2014). Au contraire, Peyron-Caso et collaborateurs et Rossi et collaborateurs ont
montré une augmentation des teneurs circulantes en leptine suite a une supplémentation
alimentaire en AGPI en n-3 (en rempladah®o des lipides &a¢F GH O-KXLOH GH S
durant 3 semainesouen@@®DoDQW O D fas R UW KHXQ MH S3HC HR/LHld&s H PR U X

poids corporel pendant 2 mois, respectivement) (Peyron-Caso et al., 2002, Rossi et al., 2005).

/-DSHOLQH XQH DGLS R-Niab@tduesXgdntsobdrite e caMigprotézQoas!
peut également étre modulée par les AGPlenFIHFWLYHPHQW LO D pWp PRQW
DYHF GH1@ (M #fluran24 KHXUHV VWLPXODLW OD SURGXFWLRQ G
(Lorente-Cebrian et al., 2010) et des myocytes (Bertrand et al., 2013) en culture. Une autre
étude,jn vivacette fois, a montré que la supplémentation en(E§/four pendanB35 jours) de
UDWYV QRXUULY DYHF XQ UpJLPH K\SHUOLSLGLTAH SHORBEAW
et suggérait ainsi que les effets insWitbQ V L E L O L V Eh€z\WeY rdBdeui® ppBviaient étre
DVVRFLpV DX[ HIITHWV \(RéleRXcDapriettalX P09 H O-DSHOLQH
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En résumé, ces données de la littérature mettent en lumiere le réle modulateur des AGPI
enn-3VXIB adsiquesuri SsURGXFWLRQ G:D G gus peive ekplighed en GaHie7 $
les effets bénéfiques de A€% sur les métabolismes du glucose et des lipides et co®tribuer
controler le statut inflammatoire TA.

X.2.AGPI en n-3 et inflammation

'H QRPEUHXVHYV pWXGHV V:-DFFRUGH®MWuvenP &@livrertHU T X |
O-LQIODPPDWLRQ GX 7$ j OD IRLV FKH] GHV P &upéheind GH UR
et al., 2010, Gonzalez-Periz and Claria, 2010, Titos and Claria, 2013). Plusieurs mécanismes ont ét:
proposeés pour décrire les effets anti-inflammatoires des AGPI en n-3 au niveau du TA blanc par
exemple : (1) diminuer ABURG XFW LR Q G-ifllaBgnmatBingd €p dligmeEnteRla libération
G - D G L S R NrflgntindtoDe® Wi LTA GLPLQXHU O-LQILOWUDWLRQ DGL
(3) réduire la formation de médiateurs lipidiques pro-inflammatoires dérivant des AGPI en n-6
(4) étre des substrats pour la formation de médiateurs lipidiques pro-résolutifs.

Des travaux sur des cultures adipocytaires montrent la capacité des AGPI en n-3 a diminuer
la libération de cytokines pro-inflammatoires. Il a par exemple ét@ pnohtX - XQ DMRXW G
al50uM a des adipocytes 3aTB-GLPLQXDLW VLJQLILFDW etakymeh@wWesOD VpF
WHQHXUV HQ D G L SAReHreswd tQitenme (Kalugahahatal., 2010). De tels effets
ont également été observés sur des modeles animaux. Ainsi, Rossmeisl| et collaborateurs ont mis
en évidence une diminutionde MCB-LQVL TX-XQH DXJPHQWDWLRQ GH O-HJ[
dans le TA blanc de souris nourries durant 4 mois avec un régime hyperlipidique suivi par une
supplémentation durant 4HP DLQHV D Yet #u BHA Draioh da0 g/kg de régime
alimentaire (Rossmeisl et al.,, 2012p D UpFHPPHQW pWp PRQWGOGRI enX -XQH C
n-3 par gavage (1 g/jour pendaftsemaines) a des animaux diminuait les teneurs protéiques
adipocytaires de résistine et de leptine et augmentait les teneurs en adiponectine (Ding et al., 2014)
Cependant, Gonzal&&HUL] HW FROODERUDWHXUV Q-RQW REVHUYp D>
messagers codant pour MCP-1,R& 71)j DX QLYHDX dpodr [Esguanés¥® U L vV
de leur ration alimentaire était supplémentée avec des AGPI en n-3 durant 5 semaines, alors que
O-H[SUHYVYVL R Qadifydnectine @it édleneht synificativement augmentée (Gonzalez-
Periz et al.,, 2009)/RUV G-XQ UpJLPH LQGXLVDQW XQH REpVLWp LC
de5 GH O-DSSRUW OLSLGLEPRIG IDRAICPAHDQWDQ UHH SSIDHM@EHRQ- Jp Q|
QLYHDX GX 7$ DLQVL TXH OHV WHQHXUV FLUFXODQWHV HQ
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augmentée (Sato et al., 2010). Par ailleurs, au niveau du TA de souris transgéniques fat-1 males,
a été observé une diminution de teneurs de certaines cytokines pro-inflammatoires (MCP-1,
RANTES, IL¢ ,/ et IL6), parallelement a une diminution du pourcentage de
cellules F4/80 positives (White et al., 2010).

7HO TXH PHQWLRQQp DXSDUDYDQW O:-REpVLWp VH PD
G-LQILOWUDWLRQ GH PBFVRISHS EBtldeY obt XnovtkeLqRe &K AGPI en
n-3 pouvaient diminuer cette infiltration et promouvoir le changement de ces macrophages de leur
phénotype M1 a M2. Ainsi, un enrichissement du milieu de culture en DHA (200 pM
durant 9KHXUHYV DXJPHQWDLW O-H[SUHVVLRQ GHV $51P GHV
M2 tels que CD36, IL10 et TGFB (Transforming Growth Factor Beta) de cellules
RAW?264.7 (Chang et al., 2015). De plus, Todoric et collaborateurs avaient également observé une
GLPLQXWLRQ GH O-HHSWBWVRRQT®H XA&\B O L p Vhages telQdueO WU D V
MSR1 (Macrophage Scavenger Receptor 1), IL1lrn et CD14 dans le TA blanc de
souridb/dbnourries avec un régime hyperlipidique et supplémenté avec des AGPI en n-3 (Todoric
et al., 2006). Il est également important de mentionn¥r@kiide de Oh et collaborateurs ont
identifié que GPR120 était un récepteur au AGPI en n-3 jouant un réle important dans leurs effets
anti-inflammatoires et insulino-sensibilisants (Oh et al., 2010). Les AGPI@hp¥BDLHQW SLC
capablesGH GLPLQXHU QL O:-LQIODPPDWLRQ QL O:-LQILOWUD\
administrés a des souris invalidées pour la protéine GPR120, cependant, ces données suggeren
tout de méme un réle clé de ce récepteur comme un médiateur potentiel des effets anti-
inflammatoires des AGPI en n-3. Des études chez des souris transgéniques fat-1 ont renforcé ces
GRQQPHV SXLVTX-XQH GLPLQXWLRQ GHV PDUTXHXUV GH O]
dans le TA de ces souris comparativement a leurs témoins sauvages nourries avec un régime
hyperlipidique (Li et al., 2015 -LQGXFWLRQ G- XQ FKDQJHPHQW SKpQRW
type M1 en macrophage de type &@galement été récemment observé chez ces souris
transgéniques fat-1 (Belchior et al., 2015).

$X VHLQ GX 7% G-DXWUHV PRGL kb EDaYERABPI ¥Hh-3ésR G XLV
augmentée. Un traitement en ces AG peut diminuer la formation de médiateurs lipidiques pro-
inflammatoires dérivés des AGPI en n-6 tels que les leucotrienes et les prostaglandines dérivés de
0-$%$ ,0 D HQ HIIHMDHANHWP QRRBEMODAH @W O - X\WdderhanBtW LR Q C
al., 1979), et une inhibition compétitive de la production de médiateurs lipidiques des AGPI en
n-6 par les AGPI en n-3 semblait se mettre en place (Lee et al., 1984, Needleman ekal., 1979). L
DHA HVW pJDOHPHQW FDSDEOH G-LQKLEHU OD SURGXFWLRQ
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avec la prostaglandine synthétase, impliquée dans la synthése des prostaglandines (Corey et a
1983) ,0 D pWp PRQWUp TX: -XQ H Q43 almehtyinddHdmiinQal laH@m&io8, HQ (
de médiateurs pro-inflammatoires dérivées des AGPI en n-6 tels que PGE2, PGF2a,
TXB2, 5-HETE,12HETE et15HETE dans le TA de sound/olGonzalez-Periz et al., 2009)

Ce mécanisme compétitif entre les AGPI en n-3 et les AGPlaaanbs de la formation de

seconds messagers lipidiques @ouwrwv DLQVL GLPLQXHU O:-LQIODPPDWLRQC
O-LQIODPPDWLRQ GH EDV JUDGH REVHUYpH ORUV GH O-REp'

Serhan et collaborateurs ont découvert que les AGPI en n-3 servaient également de
substrats a la formation de médiateurs lipidiques résolvant particuliers - les SPM (Specialized
Proresolving lipid Mediatord)Serhan, 2007, Serhan, 2000HV 630 GpUL YspileGH O-(3$
résolvines de la série E (RevE1 a 3) et les médiateurs lipidiques dérivant du DHA sont ceux de la
série D tels que les résolvines D1 a 6, les neuroprotectines (NPD1) et les maréseted (MaR1
(Serhan, 2014). Ces nouveaux composés exercent, a des doses allant du pico au hano molaire, de
actions anti-inflammatoires et pro-résolu®@éesUV GH O-LQIODPPDWLRQ FKURQL"
a récupérer une homeéostasie tissulaire (Serhan, 2014, Qu et al., 2015). Claria et collaborateurs on
détectés une gamme de ces SPM dans du TA sous-cutané humain , tels que RevD1, RevD2, PD1,
lipoxine A4 ainsi que des précurseurs de la voie de biosynthése de RevD1, PD1, RevEl et
marésine 1 qui sont 1&€3-HDHA (hydroxy DHA),18-HEPE (acide Hydroxy-Eicosa-Penta-
Enoique),14HDHA respectivement (Claria et al., 20120 D pWp PRQWUp ORUV Gl
diminution de la production de certains de ces médiateurs lipidiques (Claria et al., 2012, Neuhofer
et al., 2013). Neuhofer et collaborateurs ont également montré que la diminution de teneur
del17HDHA et PD1 au niveau du TA représentait une des premieres altérations observées lors
G-XQH LQIODPPDWLRQ LQ G X I(NgwhofeiDetalX ZD18) pRlusketts Bt@lkesPdrAtQ W D |
PRQWUpP TX -XQH VXSS O p PBHagonsaiineRa@neQationle B IosPnthese des
SPM dérivés des AGPI en n-3 ainsi que de leurs précurseurs au niveau du TA de souris obéses
(Gonzalez-Periz et al., 2009, Neuhofer et al., 2013). Enfin, un traitement de patients présentant
une obésité séveére mais non diabétiques avec des AGPI en n-3 purifies &3raGgiode
pendant 8 semaines, augmentait significativement la production del ReNHIA, PD1 et
RevD1 au niveau du TA viscéral. Ces auteurs ont également observé une diminution de la masse
deTADLQVL TXH GH O -LQIQtrRktaW20R) V\VWpPLTXH
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De récents travgu RQW pWp PHQpV DILQ G-pWXGLHU OD FDSD
O-LQIODPPDWLRQ GX 7$ ORUV GH O-REpVLWp HW GHV FRPS
Ainsi, Gonzalez-Periz et collaborateurs ont montré que le traitement debashanec deal
RevEl et de la PDIPLPDLW OHV HIIHWV EpQpILTXHV G:-XQH VXS
n-3 (Gonzalez-Periz et al., 2009). lIs ont en effet observé que RevE1 atténuait la stéatose hépatique
en surexprimant les messag&féii O-DGLSRQHFWLQH */87 ,56 33%$5£
SKRVSKRU\ODW LRRQP-&tivated: Poiein Kinase) dans le TA. Cette expression
G-DGLSRQHFWLQH pWDLW pJBWD désHplantD ded Riel Qed/ pddirisSD U 3
génétiquement obeses. Il a été montré que RevD1 améliorait la tolérance au glucose, diminuait la
JO\FpPLH j MHXQ DXJPHQWDLW O-DGLSRQHFWL®&HeHW DX (
$03. DORUV TX-HOOH GLPLQXDLW -iaflarpatdiied/ VelléesQques H  F\\
O -, (Hellmann et al., 2011). De plus, Titos et collaborateurs ont montré que le traitement de
macrophages avec de la Re\LPLQXDLW O -HJ[SUH ViMaRmatdgés teutVWR NL Q H \
augmentant des marqueurs M2 tels que Ym1 et arginase-1 (Titos et al., 2011). Ce groupe de
UHFKHUFKH D pJDOHPHQVexAR®@ WUDPODQ WY B H DISWIHPIIDOQWP p V
RevD1 et RevD2 atténuait de facon dBseSHQGDQWH O -DOWpPUDWLRQ G-HJS
G-DGLSRQHFWLQH HW GLPLQXDLW p Jibfl@rrhiatoiczsvel@sidte\daH Q H X |
OHSWLQH HW)j,Detfplus, RevD1 et RevDApGXLVDLHQW O-DGKpVLRQ D
monocytes stimulés par MCP-1 et le leucotriene B4 (Claria et al., 2012). Pour finir, il a été montré
que le traitement de sowtigdbavec dd7-+'+$ UpGXLVDLW O - Hiile datyakinBsQ D G L S
pro-inflammatoires telles que MCP-7 1) gt ostéopontine, et augmentait les teneurs en
DGLSRQHFWLQH (Q SDUDOOQgOH XQH DPpOLRUDWLRQ GH OL

ont également été observées (Neuhofer et al., 2013).

X.3.AGPI en n-3 et homéostasie intestinale

X.3.1.AGPI en n-3, microbiote et perméabilité intestinale

DHV pWXGHYV FoKtHjor@é HjGel BAGBPI en n-3 étaient impliqués dans la
prévention du MetS en modulant le microbiote intestinal vers une population microbienne
favorable (Andersen et al., 2011, Brandtzaeg, 2001, Nielsen et al., 2007). Une étude prospective &
PRQWUpP TX-XQH VXSSOpPHQWDWLRQ HQ KXL BddterteteSRLV V
DVVRFLpH j O-kJH SDU®al8@bis/ atreQ dés Qnangeanid/pl@rononcés chez
des enfants quiontces®éH ODLW PDWHUQHO DY DI@sBifiGoHacBpdssnty HU O - L

plus nombreuses chez des enfants nourris au lait maternel riche en AGPI en n-3 par rapport a ceux
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nourris au lait maternisé, suggérant que les AGPI en n-3 peuvent influencer trés précocement la
colonisation intestinale (Andersen et al., 201& KH] O-DQLPDO LO D pWp F
supplémentation en AGPI en n-3 (huile de lin) atténuait la diminution du rapport
Bactéroidekesmicutefiez des souris nourries avec un régime riche en lipides par rapport aux souris
nourries avec un régime contrdle (Liu et al., 2012a). Une supplémentation en huile de poisson
inhibait également la croissance des badt@liesbacteiostridialdsrmicutest Pseudomonas sp

chez des souris ICR (Yu et 2014) Il a été montré que les bactéHesicobacttrFirmicutes
MRXDLHQW XQ U{OH GDQV O-DSSDULW [(GOeiGetal EaiD, Bas, HW Gt
2010) Gosh et collaborateurs ont montré que les AGPI en n-3 étaient capables de renverser les
effets négatifs des régimes riches en AG en n-6 en augmentant les prop8iicteso@g

associés a un phénotype mince dtdetobacillappet Bifidobactesigp connues pour avoir des

effets anti-inflammatoires (Ghosh et al., 2013). Ces résultats ont également été observés chez des
souris transgéniques fat-1, ou Kaliannan et collaborateurs ont montré une réductiapres phyl
inflammatoire®roteobactd?i@votellusobacterj@tClostridiuntuster XI, comparativement aux

souris sauvages. ®-LQYHUVH OHV EDFW pidflariatddes] teflés RoBe) LpWp
Bifidobacterjusikkermansiauciniphjlaactobacilj@ostridiuiusters 1V et XlVa dEnterococcus
faeciumeétaient fortement présentes chez les souris transgéniques fat-1 par rapport aux souris
sauvages. Ces auteurs ont montré les souris transgéniques fat-1 avaient des teneurs augmentées
facteur IAP (Intestinal Alkaline Phosphatase), pouvant en partie expliquer cette modulation de
microbiote (Kaliannan et al., 2015)-,$3 XQH HQJ\PH SUpVHQWH GDQV OD
O -p SLWK p O Ls¥rait Inpligude/dahis @ BéQulation du microbiote intestinal et le maintien de
O-KRPpRVWDVLH GX (Mgl &xRIE20R0) Ha E@ ortke \Yue @O Luris déficientes

en IAP présentaient une population microbienne intestinale réduite en termes de diversité et de
guantité comparativement aux souris sauvages (Malo et al., 2010). Cette enzyme supprime par
HIHPSOH OD [E.tbRUun¥ Ydat€rie khe@bre du pinylProteobactgmia-inflammatoire

(Campbell et al., 2010, Koyama et al., 2002). Chez des soudsSBO©PPHQWDWLRQ RUL
restaure sous 7 jours la perte du microbiote intestinal induite par un traitement antibiotique (eau
de boisson contenant 5 mg/ml de streptomycine) sur 3 jours (Malo et all, 2@1®montré

TXH O-,$3 LQKLEDLW OD WUDQVORFDWLRQ GHV EDFWpULHV
intestinal par une répression du facteur de croissance VEGF (Wang et @k, f2@1&)r VEGF

HVW XQ SRO\SHSWLGH TXL GLPLQXH QRWDPPEQ&Ns &-H[SUH
participe aux perturbations de la perméabilité intestinale (Koutroubakis et al., 2004)
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Certaines études avaient déja montré tU®IULFKLVVHP H Q WARt¢eRPBEHAD QDL UH
atténuatOHV SHUWXUEDWLRQV GH VWUXFWXUH GHV MRQFWLRQ
la prévention de la redistribution des protéines de jonctions serrées comm& @TLEt,
claudines, dans un modele de colites chez le rat (Li et al., 2008c) et dans un modéle cellulaire
endothélial (Jiang et al., 1998b). Une étude chez le porc am%nkéQ UpJLPH RBOLPHQW
G-KXLOH GH SBsalvMRMQqudd<@ Untestihale en EPA, ce qui améliorait le profil
inflammatoire des animaux et les protégedes perturbations de la barriere int€&sthH /-KXLOH
de poisson augmentait la taille des villosités aD Kivées X MpMXQXP addgwhe@H O-LOpl
O -H[S U HM protBilg@ de jonction serrée OCLN au niveau du jéjunum (Liu et al., 2012b). Jiang
et collaborateurs ont suggéré que la formation des jonctions serrées était régulée par la
phosphorylation de ZO-1 et OCLN (Jiang et al., 1998b). Cette phosphorylation permet a
ZO0-1 G-LQWHUDJLU DYHF O-2&/1 H\Wtaadiques (@D HIQI997).®eD FW L «
plus il a récemment été montré que les AGPI en n-3 prévenaient des modifications morphologiques
GX MpMXQXP L QG Xmie/reperi@BriUVR)Ghez@es MBS Klp et al., 2014b). Li et
collaborateurs ont montré que les AGPI en n-3 atténuaient les altérations des protéines de
jonctions serrées dans la muquéu®@W HVWLQDOH HQ SDUWLH SDU XQH SUp®
G-2&/1 &HV DXWHXUV RQW VXJJpUp TXH FHWWH SUpYHQWLR
I-FABP (Intestinal Fatty Acid Binding Protein) dans le plasma des animaux (Li et al., 2014b)
I-FABP est une protéine produite par les entérocytes et ne se retrouve normalement pas dans la
circulation sanguine. Ces auteurs ont mané+)®%3 SDUWLFLSDLW j O-DFWLYLC
signalisation par PPARs, implig@® QV O -LQKLELWLRQ GH OD GHVWUXFWL
OD UpGXFWLRQ GH O:Lyawktak ROAA).R @eyalaman &té mofitk H O - (3 $
etle DHASUpVHUYDLHQW O-LQWpJULWp GH OD EDUULQqQUH pSLW
LQGXLWH SDU GHV F\WRNLQHV LQIO D RPebalV, RAOBHWIllgvWSed OHV T
et al., 2008)

X.3.2.AGPI en n-3, inflammation et endotoxémie métabolique

Il a été montré chez des souris transgéniques fat-1 que la régulation positive de facteurs
muco-protecteurs et protéines de jonctions serrésssqaé ZO-1 et OCLN, au niveau de
O-LQWHVWLQ MJDOEHARPI®IWQ®XWH DXJPHQWDWLRQ-GH OD
LQIODPPDWRLIHSEL, B& 'HOQWQ3' HW G-XQH UpJXODWLRQ QpJ
facteurs pro-inflammatoires (N6 71)j L126 Hehg, 2007, Nowak et al., 2007). La

consommation de régimes enrichis en huile de poisson co2be&rgiht G - ( 3¢k DHA ou en

59



Divers aspects fonctionnels des AGPI en n-3

huile de perilla contengsba60 G :-$/% p G XLV chidhiqDe dOgpui% présentant une
sénescence accélérée P1/Yit en inhibant le recrutement des monocytes dans le tissu intestinal
inflammé (Matsunaga et al., 200B) SOXV LO D pWp PRQWUp AGPIXIQH VXSS
n-3 SURWpJHDLW G-XQH FROLWH FKLPLTXHPHQW LQGXLWH D
males Wistar (Kono et al., 2010) et au DSS chez des rats méales Sprague-Dawley (Tyagi et al., 2012
Gravaghi et collaborateurs ont montré que la réduction des marqueurs inflammatoires observée
chez des souris traitées au DSS et supplémentées en AGPI en n-3 pouvait étre médiée par une
action sur les enzymes PLA2 et COX-2. Ces auteurs ont également observé que les AGPI en
n-3 diminuaient de facon marquée la production de protéines pro-inflammatoireSS & et

MIP-1 pour Macrophage Inflammatory Protein-1), interleukines pro-inflammatoires (JL-1, IL-

IL- ¢ IL-6, IL-18) GDQV O -L QW HGravaghi eball \20YR. X | Egalement été proposé que

les AGPlenn-1UpGXLVDLHQW OH VWUHVYV R[\GWPWBL(Hadsah @ alL,QIODPF
2010, Ishida et al., 2010). Les AGPl enlnBQKLEDLHQW OD IRUPH LQGXFWLE
VIQWKDVH L1226 HW OD SURGXFWLRQ GH PRQR[\GH G:-D]RW
RAW264.7 (Aldridge et al., 2008) et macrophages péritonéaux de souris (Meijerink et al., 2011). Il
D pWp PRQWU p tinphiqueeBEL@VoWHD PpFDQLVPH GH FRQWU{OH GH
modele cellulaire C2C12 de myoblastes de souris, la répression de la voie de sigh&li$@tion de
LQGXLWH SDU XQ WUDLWHPHQW j O-(3% V-DFFRPSDJQDLW C
(Huang et al., 201BHudert et collaborateurs ont montré que des souris transgéniques fat-1 traitées
DX '66 SUpVHQWDLHQW XQH UpGXFWLRQ GHV V\PSW{PHV GH
de NF-N GHV WHQHXUV HQ 71); HW GX VW UbHWe/laRdgncBob WL Dl
barriere de la muqueuse colique comparativement aux souris contréles traitées au DSS. Ces auteur
attribuent ces effets protecteurs des AGPI en n-3 aux augmentations dans le cdélon des souris, des
taux de meédiateurs anti-inflammatoires dérivés des AGPI en n-3 (résolvines E1 et D3,
neuroprotectine D1, prostaglandine E3 et leukotriéne B5) (Hudert et al., 2006). Il a été montré que
la 17(R)-Resolvine DRLGDLW j UpVRXGUH O L QéfobsP proiwlar@@tdite U p G X
de macrophages traités au EP&l(Palmer et al., 2011)

BHX G-pWXGHV VRQW G L V-SRQWL BOHHQY GRMRDppvoBBEe H Q Q
par les LPS (Kaliannan et al., 2015, Liu et al., 2012b, Mani et al., 2013). Il a été montré que la
FRPSRVLWLRQ HQ $* GHV UpJL P HyraadaXiand unvnodélel @EiRW R [p |
(Mani etal., 2013)/-KXLOH GH SRLVVR @B altrésHdaglies a8 M TXH O - (34
etle DHAUpGXLVDLW OH WUDQVSRUW SRVW SUDQGLDO GHV HC
ULFKH HQ $*6 DXJPHQWDLW OH SDVVDJH GHV HQGRWRJ[LQI
aucun effet sur la perméabilité aux LPS (Mani et al., 2013). Suite a des injections intraveineuses de
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LPSE. colia des modeles animalx® D pW p Un&sppplenpeniakon alimentaire en DHA
GLPLQXDLW O-H[SUHYV vag&Dcodani\pbilv W.RA D3 FacBuds &eHsH voie de
signalisation, tels que Myd88, IRAK1 et Treif§y OHV FRQFHQWU BriNiénRa@eY HQ 71
XQH UpGXFWLRQ GH O -HQGuR&V RI[pROLH). e VWIDE: R@idnhahHet
collaborateurs ont montré que les AGPlend-pGXLVDLHQW O-LQIODPPDWLRQ H
par un régime riche en AGPI en n-6, chez des souris transgéniques fat-1, en partie par
O-DXJPHQWDWLRQ GH O (Kakanhiary &t\&p 201G)\Wépkindaht Gz Oisbatce, $3
bactéries & Gram négatif porteuse des LPS (Malo et al., 2010). Il a été reporté que la production
G:-,$3 SRXYDLW rWUH LQGXLWH OHV UpVROYLQHYV ( GHV Pp
O - (3Gampbell et al., 2010).

Collectivement, ces données indiquent que les acides gras polyinsaturés en n-3 peuvent
prévenir de la prévalence @ REpVLWp HW GHV GpVRUGUHV PpWDEROL
populaW LRQ PLFURELHQQH LQWHVWLQDOH P Dé&@Wimaua@W O -LQ
O -LQ D $sténique associée BBS Néanmoins, des résultats discordants persistent sur
O-LPSDFW G-XQH VXSSO pPHWIvgIxVdesREQddes Qui attribbueht @eeffets
bénéfiques au niveau intestinal (Investigators et al., 2009, Uchiyama et aD,QRQYV TXH G-DX
PRQWUHQW TX-HOOH HEDFHHI BB 0O KV XMHXWH IE@WiktTidIgami XV O - L (
le DSS (Matsunaga et al., 2008, Innis et al., 2010, Zarepoor et .aDge 26li4) Mujico et
FROODERUDWHXUV Q-RQW SDV UHWUR X ¥tpduGDHA iddrW 1aG - X Q W
prévention de la perturbation du microbiote intestinal de souris nourries avec un régime

hyperlipidique (Mujico et al., 2013).
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Xl. Les limites aux interventions nutritionnelles

Bien que les supplémentations nutritionnelles en AGH e& semblent pas représenter
de danger particulier, elles sont sources de discordes et présentent de mudiples limit

principalement dues aux apports journaditasjurée deétudeset aux sources en AG en Rg-3

Par exemple, les apports en huile de poisson peuvent vdrjerJdeM MXVTX:-j SOX
de 100g/j, ceux en AG en n-3 dg5a25g/j et la durée des études de 2 semaines a 2 ans. Les
études sont réalisées chez des sujets sains et/ou des patients présentant des troubles métabolique
comme par exemple des dyslipidémies (Fedor and Kelley, 2009, Shanab et al., 2011,.Harris, 1989)
Plusieurs variables provenant du régime ou de la procédure expérimentale, incluant la pureté ou la
présence de composants indésiraBlBsQV OHV KXLOHV FRPPH OHV DU{PHV (
le stockage ou la durée du régime, peuvent apporter des effets confondants (Hudert et al., 2006,
Kang, 2007, Hildebrandt et al., 2009). De plus, pour atteindre une augmentation
significativan vivades concentrations tissulaires en AGPI 8ndes prises répétées de fortes
GRVHV G- $%33sont @Ec€3saires sur une période de plusieurs mois. La biodisponibilité
cellulaire en AG5 - RU L J L Q H ibplgu® de @oinbréuy processus physiologiques, comme la
GLJHVWLRQ rabshortRtUeSHétabolizmeOdd A6s qui peuvent étre perturbés lors
GH VLWXDWLRQV SK\VLRSDWKRORJLTXHV WHOOHV TXH O-RE

/-HQVHP E® ffactéurs confondant¥ RQW DXWDQW GH ELDLV SRVV
nutritionnellesUHQ GD QW GLIILFLO s CaisVer oL VRPN R WD WH RIL K - $
n-3etleursHITHWYV 3DU FRQVpTXHQW GHV PRGQOHV SHUPHWWL
nutritionnelles sont nécessaires, afindg¢lcleL HU O - L P S D F3WurGed phySivBathdlq)i«3
inflammatoireHQ OLHQ DYHF O-REpVLWp
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Modele transgénigue murin fat-1

XIl. Modele transgénique murinfat-1

En 1997, Spychalla et collaborateurs ont isolé eWeareacLVp O-$'1 FRPSOpPHQ
genefatd, provenantdu nématodé€aenorhabditis elé§agshalla et al., 199Ck géne a été
identifié par son homologie (325%6) avec les gerfesl-2tfad-3GArabidopsise géndat-1code
pourunen-3GpVDWXUDVH SHUPHW \WoDkE\Waison eQpasitich@-X ealalcRa@eG - X Q
carbonée des AG en n-6.LQVL O-L QWU Rf&Xde\WWdeRdthaklis &lgighiss des
cardiomyocytes de rat peut rapidement et efficacement augmenter les teneurs cellulaires en AGPI

en n-3 et fortement rééquilibrer le rapport AGPI en n-6/n-3 (Spychalla et al., 1997). Ce gene peut
V-H[SULP ddcetue)d¢ neammiferes de maniére fonctionnelle EtReQrl g U kdeGi- D SW L W
convertir les AGPI en n-6 en AGPI e rconduisant a un rapport n-6&equilibré et une

modification dH O D S U ReékosknbideR (KaGg et al., 2001).

En 2004, Kang et collaborateurs ont inséré le fgérdedans le génome de souris
C57BL/6J par une méthode de transgénese aléatoire par injection dans le pronucléus, du plasmide
PGESB FRQWHQDQW 0O-%$'1 FRPSO elRHFDWe22§Kldnd-6Rk &.D2DW). E& X U
genegfat-1D pWp FRXSOp j -dAdcineSde RduRtWUH 2Utdrige une expression ubiquitaire
chez la souris. Les souris transgéniques fat-1 et sauvages maintenues sous le méme régime montrei
alors des profils lipidiques différents (riche en AG en n-3 et pauvre en AG en n-6 pour les souris
transgéniques fat-1 ; et riche en AG en n-6 et déficient en AG en n-3 pour les soufjslssgivages
tissus des animaux sauvages contiennent principalement des AGPI ena8&ojmtant LA et
AA, et de faibles teneurs en AGPlenm EBSSRUWpV SDU OH UpJLPH - O-RSSR
transgéniques fat-1 sont riches en AGPI en n-3, principalement en ALA, EPA, DPA (acide
docosapentaénoique) et DHA. Les concentrations en LA et AA dans les tissus des souris
transgéniques fat-1 sont significativement réduites, indiquant que les AG en n-6 ont été convertis
en AG en n-3, entrainant une chute du rapport n-6/r28-8@a presque 1, sans altérer les teneurs
totales en lipides cellulaires. Cet enrichissement en AG en n-3, aux dépens des AG en n-6 permet
O:-pTXLOLEUH/GXetdDrapetUAY/ (EPA+DPA+DHA) dans les organes et tissus.

Ces auteurs ont examiné le profil lipidique des tissus sur quatre générations de souris transgéniques
(homozygotes et hétérozygotes) et ont trouvé une augmentation effective en AG en n-3, indiquant

gue ce transgene est fonctionnellemeniragiviet transmissible (Kang et al., 2004).

$LQVL O -dewalsauby/tanggéRiqQuelfadtaSDEOH G- XQH VIQWAXgVH HQ
enn-3 SHUPHW G-pOLPLQHU OHV |DFW Hrédines FeRahsRI@&EERW V D ¢
G - p W eUBLeHdis spécifiques (Xia et al., 2006, Kang, 2007, Rahman et al., 2009). Ces souris
transgéniques fat-1 constituent do&® PRGqOH G - biphoptiv (dud BiMdiersi®
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Géne fat-1

Souris C57/BL6
Caenorhabditis elegans

COOH (AGPI en n-6)

VAVAVARVARVAVAVAVS

CH3

g Geéne fat-1: n-3 désaturase

CH3 COOH (AGPI en n-3)

Souris fat-1

Figure 22 Création et caractéristigues du modeéle transgénique fat-1

Legénefatt GH &DHQRUKDEGLWLYV HOHJDQV HVW LQVpUp GDQV OF
recombinaison hétérologue. Les souris fat-1 peuvent ainsi convertir de maniere endogene les
AGPlenn-6 enAGPlenn- '-DSUqV .DQJ HW DO



Modele transgénigue murin fat-1

fonctions biologiques des AGen 3 QVL TXH O:.LPSRBMWDdArs kh peedetdiinS SR U W

et/ou le traitement de maladies métaboliques.
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Hypothéses et objectifs du travail

Les données bibliographiques développé&8dtl V XV U D S $ési@ Oddi@pdsantE H O - R
majeure du syndrome meétabolique - est associée a une inflammation systémique et que les
OLSRSRO\WDFFKDULGHYV VHPEOHQW rWUH GH ERQV FDQGLC
HQGRWR[pPLH PpWDEROLTXH S Ranin@tdh dé\basHyrad©afRaetied BQH C
O-REpVLWp HW DX GRDRWIWHSOGHW\SOB OLWWpUDWXUH D pJD
hyperlipidiques pouvaient altérer la composition du microbiote intestinal, entrainant une
augmentation de la perméapiiGH O-LQWHVWLQ HW SDU FRQVpTXHQW F
taux circulants de LPS.

'LYHUVHV pWXGHV FKH] OD VRXULV HW FKH] O-+RPPH VH
en AGPl en n-3VRLW FDSDEOH G:-DPpOLRUHU OBkt d®k @FWeLRQ ED
O-LQIODPPDWLRQ FKURQLTXH ORUV GH UpJLPHV K\SHUOLSL

&ROOHFWLYHPHQW FHV GRQQpHV LQGLTXHQW TX-XQH
O-LQWHVWLQ SDrest@imtdmplétemddt@luQidée et que la capacité des AGRI en n-3
dLPLQXHU OD SHUPpDELOLWpP LQGXLWH SDU OH /36 SOXV S
DOLPHQWDLUHYV, UHGXMH D QGWWHRBEPFHWP'H SOXV ORUV G-HJ[
difficile de vérifier la contributipeseG - $*8nn-3VSpFLILTXHVY GX IDLW G-HIIHW
FRQIRQGDQWY DSSRUWpV SDU G-DXWUHV FRQVWLWXDQW\
transgénique fat-1 exprimant de maniére ubiquitaire une n-3 désaturase catalysant la conversion
des AGPlenn-6 en AGPlenn- SHUPHW GH V:-DIITUDQFKLU GH VXSSOpPF
n- HW DLQVL G:-pYLWHU OHV HIIHWV GH IDFWHXUV FRQIRQG

$LQVL O -K\SRWKgVH VXU ODTXHO OH-3pdBreiantexeiderwWU D Y D
des effets bénéfiqu®@ RUV GH O-REpVLWp HW GH O-LQIODPPDWLRQ
population microbienne intestinale et/ou la libération au NWe®W pPLTXH G-HQGRWR]|[ L
OLSRSRO\WDFFKDULGLTXH HQ SUpVHUrEs O-LQWpJULWp (

Ainsi, le but de ce travailagt@a O - X WLOLVDWLRQ G X -PRé&aen@ht uveUD Q V J|

diminution drastique du rapport n-6/n-3 au niveau tissulaire

G-pYDOXHU OHV PpFDQLVPHV LPSOLTXpV GDQV OD
dimnXWLRQ GH OD SHUPpPpDELOLWp LQWHVWLQDOH HW GH O-H

G-H[SORUHU OD SRSXODWLRQ PLFURELHQQH LQWHV'
O R E p VL Wgobsérer En@AMeD douris fat-1 est associée a une modulation du microbiote.
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Désordres métaboliques
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Figure 23 Hypothéses de travail proposées quant aux roles des AGPlennVY XU O-REp VL Wp

Les AGPlenn- DIJLUDLHQW VXU O-HQGRWR[pPLH PpestimalE& QL TXH Y.
perméabilité intestinale. Les AGPl enn- DJLUDLHQW VXU O-LQIODPPDWLRQ
maladies métaboliques associées. (AGCC @ acides gras courte chaine ; LPS
lipopolysaccharide ; ZO-1 : Zonula Occludens-1,; OCLN . Occludine , IR : insulino-résistance)



Hypothéses et objectifs du travail

Afin de répondre a ces objectifs, deux études nutritionnelles chez la souris et une
étudein vitrosur la lignée cellulaire humaine colique Caco-RTQON pWp PLVHV HQ £XYUF

Dans un premier temps, le réle des AGPl e EBQV OD SUpYHG@wdnRiz GH O:R
et des désordres métaboliques associés ont été étudiés chez des souris sauvages et transgéniqt
fat-1 soumises durab® semaines a un régime obésogene (high-fat/high-sucrose, Research diet,
D12451) comparativement a des souris nourries avec un régime témoin (Research diet, D12450B).
Lors de cette étude nutritionnelle, le réle des AGPI en n-3 dans la prévention des altérations du
PLFURELRWH LQWHVWLQDO GH O-K\SHUSHUPpDELOLWp LQ
exploré. En complément, une étudetradesHI IHW 'V V Sp F L |L FXddNe Gaidtich,dé1 Q Q
la fonction barriere épithéliale et la réduction de la réponse inflammatoire a été effectuée sur des
cellules humaines coliques Caco-2/TC7, cultivées en présence ou non de LPS.

Dans un deuxiéme temps, une étude de transplantation croisée de matiere fécale entre des
souris sauvages et transgéniques at-pWp UpDOLVpH DILQ GH FRQILUPHU
microbiote des souris présentant un enrichissement endogéne tissulaire en AGPI en n-3 dans la
SUpYHQWLRQ GH O-REpVLWp HW GHV GpVRUGUHY PpWDEROL
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ABSTRACT

Objectives Obesity is now widely recognized to be associated with low-grade systemic
inflammation. It has been shown that high-fat feeding modulates gut microbiota which strongly
increased intestinal permeability leading to lipopolysaccharide absorption causing metabolic
endotoxemia that triggers inflammation and metabolic disorders. Furthermore,
n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAS), have been shown associated with antiobesity properties.
We then aimed to investigate the metabolic impact of endogenous n-3 PUFA-enrichment on high
fat/high sucrose (HFHS)-fed mice and to determine whether its consequent antiobesity effects are

related to modulations of gut microbiota and intestinal permeability.

Design Fat-1 transgenic mice and their wild-type littermates were fed either a control or a HFHS
diet for18 weeks. Intestinal permeability and consequent metabolic endotoxemia were evaluated,
and gut microbiota composition was assessed by analyzing 16S rRNA genevsdtuencas

MiSeq sequencing

ResultsUnder diet-induced obesity conditions, n-3 tissue-enrichment in fat-1 animals was found

to lower intestinal permeability and to alleviate metabolic endotoxemia. Moreover, whether under
control or diet-induced obesity conditions, fat-1 mice showed a much higher abundance of the
mucin-degrading bacteridkkermansthan wild-type. In addition to these data, fat-1 mice were

found to prevent HFHS-induced weight gain and visceral obesity, and associated metabolic
disorders as glucose intolerance and hepatic steatosis. Strikingly, after reciprocal fecal transplant,
fat-:lLPLFH-V IHFDO PLFURELRWD H|[Hibdiced SdgskyV tErdaseq weldghti H F W

gain, improved whole-body glucose tolerance and decreased gut permeability.

Conclusion By remodeling gut microbiota, n-3 PUFAs improve HFHS-diet induced features of
the metabolic syndrome which in turn affects host metabolism. Thus, increasing the gut microbiota
Akkermansiaopulation by appropriate n-3 PUFAs may represent a promising strategy to control

or prevent metabolic diseases.

Key words : Obesity ; intestinal permeability ; metabolic endotoxegoia microbiota;
n-3 PUFAs ; fat-1 mice

Short running head: Die-induced obesity prevention by n-3 fatty acids through gut microbiota

changes
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Significances of this study

What is already known about this subject ?
~ Omega-3 fatty acids exert preventive effects on obesity and related metabolic disorders.
~ A high fat diet disrupts intestinal microbial community.

~ The gut microbiota composition plays a key role on host energy homeostasis by modulating
energy balance, glucose metabolism and the low-grade inflammatory state associated with diet-

induced obesity.

What are the new findings ?

~ Under diet-induced obesity conditions, transgenic fat-1 mice exhibited enhanced jejunal tight

junction protein expression and lower intestinal permeability

~ N-3 tissue enrichment prevented the high fat/high sucrose-induced increase in circulating

lipopolysaccharides(metabolic endotoxemia)

~ Endogenous n-3 PUFAs were associated with a great shift in the gut microbiota of mice by

strikingly increasing the relative abundance of the mucin-degrading bakkerioransia

How might it impact on clinical practice in the foreseeable future ?

~ Our findings provide strong evidence that nutritional manipulation of the gut microbiota by

n-3 fatty acid administration may improve metabolic profile in obese patients.

~ Akkermansimay become an interesting biomarker for the positive impact of n-3 PUFASs in

nutritional interventions for health.
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INTRODUCTION

Obesity being a worldwide epidemic disease, efforts still need to be done to identify host
and environmental factors that would prevent or curb this multifactorial pathology. Obesity is also
associated with increased risk of developing chronic morbidities such as insulin resistance (IR) [1]
and dyslipidemia which constitute the main component of the metabolic syndrome [2]. Nowadays,
it is widely recognized that metabolic syndrome is associated with low-grade systemic
inflammation, identified as a key factor in the development of obesity and obesity-related metabolic
disorderg3-5], even if the molecular origin of such inflammation is not fully elucidated [4]. Cani
and co-workers [6] have identified bacterial lipopolysaccharides (LPS), a major component of the
outer membrane in Gram-negative bacteria, as a triggering factor of metabolic endotoxemia when
it translocates in the bloodstream, which has been associated with an increased risk of obesity and
clinical diabetes [7]

Increased fat and energy intake has been found to be strongly correlated with increase of plasma
LPS concentration and of high-fat diet-induced endotoxemia, which was coupled with increased
expression of Toll-like receptor (TLR) 4 and N#6]. Although the reasons for its change in
plasma during high-fat feeding are not fully understood, LPS level was closely correlated with
intestinal microbiota dysbiosis during high-fat feeding in mice [8] and human [9]. In addition, it has
been shown that the modulation of gut bacteria after high-fat diet strongly increased intestinal
permeability by reducing the expression of genes coding for the tight junctions
Zonula-Occludens 1 (ZO-1) and occludin [6]. Obesity induces an imbalance in bacterial
composition BacterioilEsmicutesatio) of the microbiota (dysbiosis), altering the intestinal
permeability [10&nd then increasing LPS translocation in the bloodstream through TLR4 [8]
Next, LPS induces fat accumulation in liver and adipose tissue, triggers inflammatory cytokine
expression and causes insulin resistance [8]. Such a central role of LPS in the pathogenesis of
metabolic syndrome is also supported by the fact that : mice invalidated for TLR4 are resistant to
high fat diet-induced inflammation, obesity, and insulin resistance [11], mice invalidated for
CD14 gene (a TLRb-receptor) are resistant to the development of LPS-induced inflammation,
compared with wild-type (WT) mice [8].

Studies on the effects of n-3 PUFAs on gut integrity have evidenced that dietary n-3 PUFAs
reduced clinical colitis and colonic immunopathology by enhancing epithelial barrier function in
animal models [12, 13]. EPA has been shown to up-regulate the expression of tight junctions and
increase the transepithelial electrical resistance (TER), thus reducing the permeability of the

endothelial cells [14]. Moreover, supplementation in DHA could lessen the severity of chronic
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inflammatory bowel disease probably by reducing immune cell activation and enhancement of the
epithelial barrier. Nevertheless, very few studies evaluating the impact of n-3 fatty acids on
endotoxemia are available. Mani and co-workers [15] have shown in pigs that post-prandial
endotoxemia was decreased by fish oil supplementation when it was increased by coconut oil (rich

in saturated fatty acids).

Moreover, supplementation with n-3 PUFAs attenuated the decreadgactaheidEsmicutes

ratio during high fat feeding in mice [16] and EPA and DHA seemed to preserve intestinal barrier

integrity by reducing permeabilitf@ GXFHG LQIODPPDWRU\ F\WRaMdLQHV VX
IL4 [17, 18]. In agreement it has been shown that, following intravenous injections of LPS E. coli
to animal models, dietary DHA supplementation significantly enhanced the expression of intestinal
tight junction as occludin and claudin-1 and decreased intestinal expression of TLR4 [19] Recent
studies suggested that n-3 PUFAs may influence the content of gut microBijtavij&a-

another study showed no prevention of gut microbiota dysbiosis in EPA- and DHA-treated mice
[22]. Finally, a just recently published paper showed that mice fed a diet high in n-6 PUFAs exhibit
higher levels of metabolic endotoxemia and systemic low-grade inflammation, while transgenic

conversion of tissue nt6n-3 PUFAs reduces endotoxemic and inflammatory status [23].

Collectively, these data indicate that modulation of intestinal TJ barrier by n-3 PUFAs
remains not fully understood and ability of n-3 PUFAs to decrease LPS-induced permeability still
needs to be determined and more particularly under diet-induced obesity (DIO) conditions. In
addition, it is difficult to verify the contribution of specific n-3 PUliefss without potential
confounding effects of other dietary components. Therefore, an innovative animal model that
overcomes the use of dietary manipulation would be helpful for avoiding any confounding dietary
elements brought by diets.

Thereby, fat-1 transgenic mice ubiquitously expfedsliegangene, encoding a n-3 fatty acid
desaturase able to catalyze the conversion of n-6 to n-3 PUFAs [24]. These mice exhibit a
remarkable lower nt6-n-3 PUFA ratio in their tissues compared to WT. Such animals were used

in the present study to 1) evaluate the mechanisms involved at the intestinal level in obesity
prevention in terms of permeability and endotoxemia alleviation and 2) investigate whether
diet-induced obesity prevention observed in fat-1 mice is related to a gut microbial community

modulation.
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MATERIALS AND METHODS

Reagents

'"XOEHFFR -V P RGhddiGDMEBMY tiypsine, fetal bovine serum (FBS), glutamine,
antibiotics were purchased from PAA Laboratories. All purified fatty acids (OA, LA, DHA, as
oleic, linoleic, and docosahexaenoic acids respectively), lipopolys&ddh&rid@55 :B5) and
fluorescein isothiocyanate-dextran (FITC-Dextran 4kDa) were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO). The antibody raised against zonula occludens-1 was purchased from Cell Signaling
Technology (Beverly, MA). The horseradish peroxidase-linked secondary antibodies were from
Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA). Radioactive substrate,*®]deoxy-d [

glucose was purchase from Perkin Elmer (Waltham, MA).

Animals

All procedures followed institutional guidelines for the use and care of laboratory animals and were
approved by the Ethical Committee of the University of Burgundy. Transgenic fat-1 mice were
generated as described previously [24] and backcrossed onto a C57BL/6J background. Male
fat-1 homozygous transgenic mice and nontransgenic littermate contraeW&2ks old) were

used in this study. For that, we developed a fat-1 genotyping strategy (see additional material) which
allows us to quickly discriminate by semi-quantitative PCR homozygous, heterozygous and WT
littermate animals (figure 1S). Animals were maintained from the weaning up to the start of the
experiment on 30% safflower oil diet (SSNIFF, Germal)bitunand housed in temperature-

and humidity-controlled conditions with2eh light/dark cycle, under pathogen-free conditions.

The diet contained (g/100 g diet)5 sucrose,18.6 casein,50 corn starch,0.3 DL-

methionine, 7 mineral mix, 1 vitamin r@igcellulose antlO safflower oil. Safflower oil is high

in linoleic acid (18 : 26)-with very little n-3 fatty acids (less A% of the total fat supplied).

Animals were fed a control (CTL) diet (research diet D1)24&GBkigh-fat /high-sucrose

(HFHS) diet (research diet D12y&d libitunfor 18 weeks. The CTL diet and the HFHS diet
contained respectively 20 % protédrand45 % fat, and70and35 % carbohydrates, expressed

as percentage of total energy. Thaaf63 ratio wag.8for the control diet anti2.1for the

HFHS diet. Body mass was recorded weekly.1&ftezeks of diet, an oral glucose tolerance test

was performed. Body composition (fat mass and lean mass) was measured on &bl 1 and
EchoMRI (Echo Medical Systems; Houston, TX). Intestinal permeability was assessed by FITC-

Dextran 4kDa flux at week 17. At the end of the nutritional study (week 18) mice were killed, blood
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collected by lethal intracardiac puncture for LPS, glucose and insulin quantification and liver,
adipose tissue, jejunum and cecal content were collected and snap-frozen in liquid nitrogen and

stored at? 80 °C until further analysis.

Cell culture and treatments

Caco-2/TC7 cells [25], were routinely grown as a monolayer in plastic flasks at a density of
10 cells/cnt and cultured in DMEM containing5 g/L D-glucose and 2 mM L-glutamine,
supplemented witl20 % (v/v) heat-inactivated fetal bovine serd@Q U/ml penicillin

and100 Ry/ P streptomycin &7 °C in a modified atmosphere of 5 %,@0air. Cells grown to
approximate\80 % confluence were released by trypsinization and subcultured at a density
of 6 x 10 cells/cnt on polycarbonate filters with a pore siz®.4fum (Transwellsl2 mm

diameter, Corning Incorporated, NY USA) for paracellular permeability experiments.

Fatty acids (FA) used in cell culture experiments were dilL@@&dmethanol, combined to lipid-

free bovine serum albumin (BSA) and us&@0aiM final concentrations in the culture medium.

In the control group, the medium consisting only of FA solvent and BSA was used to ensure the
same concentration of ethanol in all groups. In the experimental groups, OA, LA, DHA were
added to the cells on dbgof culture in regards to our results of the time-course expression of
the tight junction protein ZO-1 (data not shown). Monolayer of Caco-2@8I€7%vas pre-
incubated with FA fd24h. After pre-incubating with FA, Caco-2/TC7 cells were treated (or not)

for 24 hours with LPS &t0Oug/mL final concentration diluted in a saline solution.

Jejunum and liver fatty acid composition

The fatty acid composition in jejunum and liver was determined by gas chromatography as

described previously [26].

Glucose tolerance test

Oral glucose tolerance tests were performed after 16 weeks of diet as follows : 6-h-fasted mice
were injected with glucose by gavage (2 g/kg body weight gldéosggiicose solution). Blood

glucose concentration was determin@dlat30,60and120min following the glucose load with

a glucometer (One Touch Vita, LifeScan, Issy les Moulineaux, Frandeplmod! collected
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from the tip of the tail vein. The area under the curve (AUZDrin) was calculated for each

group of mice.

Effect of insulin on skeletal muscle glucose transport vitro

Gastrocnemius skeletal muscles (200 mg) were dissected intact in the fiber axis for the
measurement of skeletal muscle glucose transport as previously described bgtaldigvet

Briefly, muscles were incubated in Krebs-Heinseleit buff@.4p@20 mM NacCl,4.8 mM

KCI, 25mM NaHCGQ;, 2.5 mM Cagl1.2mM KH.PO, 1.2mM MgSQ, 5 mM HEPES, 2mM
pyruvate0.1% BSA, in the absence or presence of various concentratibnsai@d75nM) of

insulin (ActrapitPenfilP, Novo Nordisk, Danemark) and with 5 mM of 2-deoxi#dglucose

(2-DOG : 05 pCi/ml). Muscles were then rinsed, blotted, weighed and digestdNiaQH

solution 20 min at 80 °C for radioactivity determination [27]. Muscle glucose transport was
calculated by dividing the radioactivity within the gastrocnemius muscles by the specific activity of
the 2DOG into the incubation medium; it was expressed as nanomoles of 2-DOG per milligram
of muscle pet5min.

Histological and immunohistochemical analysis

Samples were analyzed by CelllmaP Core Facility (Faculty of Medicine, Dijon). Histological analysis
was conducted on formalin-fixed, paraffin-embedded liver sections stained with Oil-Red-O (ORO)

to study neutral lipid content.

Immunohistochemistry was performed on formalin-fixed organ sections stained with hematoxylin
and eosin. Jejunums were dehydrated and included in paraffin. Paraffin blocks were sectioned
5 -P WKLFN VHFWLRQ WZR GLIIHUHjguWNun®WweyeHiepdsi®dHdantoE O R F N

Superfrost Plus slides.

Z0O-1 (two slides per block at two different levels) immunohistofluorescence was performed using
an automated Leica Bond-Max. Briefly, after dewax, antigen retrieval with EDTA (pH 9) buffer,
and inhibition of endogenous peroxidases with 3 %), slides were saturated in BSA (3 %) in

PBS for20 min, then incubated with an avidin and biotin blockage kit (Vector Labs, SP2001)

for 15min twice. Then sections were incubated with primary antibodQhtiCell Signaling,
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D7D12, 1:100) for 1 h. The sections were then washed and incubated with secondary antibody
linked to biotin (Southern BiotecHd4608, 1:500) fo#5 min. After three washes, sections were
incubated in streptavidin peroxidase (Invitrogen, T20934, 1:100) and revealed in tyramide-
AlexaFluor568 (Invitrogen, T20934, 1:100). Sections were counterstained with DAPI (Sigma,
D9542, 2-J Pfor 10 min and rinsed. Negative controls (primary antibody omission) were

included.

After processing, the sections were imaged by the Cell Observer station (Zeiss). This station is
composed of an inverted motorized microscope, a mercury lamp for the fluorescence, a CCD
camera (Zeiss HRm), a computer, and the AxioVision software which controls the station. Images
were acquired using 10x objective; each image represeriscamtitAbout three images were

made by level (six images by organ). Image analysis was carried out using Visilog software. For the
Z0-1 surface, images were threshold, binarized, and surface measurement of the binarized images
was done. These surfaces were divided by the number of nuclei present in each image. This number

was found by determining the mean area of a nucleus.

Real-Time Quantitative PCR.

Total RNA was isolated from tissues using Tri-Reagent (Euromedex, France). Total RNA (1 ug)
was reverse transcribed using iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad, USA) and random primers
at42°C for 1 h. Quantitative PCRs were performed using StepOne Plus real-time PCR system
(Applied Biosystems, France). Primer sequences for the targeted human and mouse genes are
available upon request. The mRNA expression level of target genes was normalized to levels of
¢actin mRNA and the results were expressed as relative expression levels. The data were quantifiec
by the method of 2¢,

Western blot analysis

Frozen jejunums were ground to a fine powder under liquid nitrogen and transfer in RIPA protein
lysis buffer (50 mM TrgH 8.0 150mM NaCl,0.1% SDS0.5% sodium deoxycholate angol

Triton X-100) containing protease and phosphatase inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France). Proteins-{f§Qvere separated1§%6 SDS-PAGE and electroblotted

to Protran nitrocellulose membranes (Whatman, Dassel, Germany). After blocking nonspecific
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binding sites with 5 % BSA in Tris-buffered saline - TBS - (0.1 % AQweerBS), blots were

probed overnight at 4 °C with primary antibody agéindt (Cell signaling, Ozyme), abaktin
(Sigma-AldrichSaint-Quentin Fallavier, France) at a concentration ®0Q/and 1/5,000
respectively, washed in Tween-TBS (T-TBS), and incubated for 1 hour at room temperature with
horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG for all the antibodie$aekoepts

incubated with goat anti mouse IgG (Jackson ImmunoResearch Lahoiédsti€ove, PA).

Detection was performed using the enhanced chemiluminescence (ECL) Western blotting analysis

procedure (ECL Plus; Amersham, Freiburg, Germany).

Determination of intestinal permeability

Theinvitrantestinal paracellular permeability across cell monolayers was determined by measuring
the flux of FITC-Dextran 4 kDa. One mg/ml of FITC-Dextran 4 kDa (Sigma-Aldrich, St Louis,

MO) was added to the apical compartment and cells were incubated for BhtQr After

incubation, the basolateral medium was removed and fluorescence was determined using a
fluorescence spectrophotometer at excitation and emission waveletimnoand 535 nm

respectively.

The in vivo intestinal permeability is also based on the intestinal permeability of
FITC-Dextran 4 kDa. Briefly, 6-h-fasted mice were injected with FITC-Dextran 4 kDa&y gava
(600 mg/kg body weight20mg/ml). After 4 hours]20 P of blood were collected from each

mouse anesthetized by isofluran (TEM, Bordeaux, France) from the retro-orbital vein. The blood
was centrifuged at 4 “€500rpm, for10 minutes. Plasma was analyzed for FITC-Dextran 4kDa
concentration with a fluorescence spectrophotometer as mentioned above. Standard curves for
calculating the FITC-Dextran 4 kDa concentration in the samples were obtained by diluting

FITC-Dextran 4 kDa in non-treated plasma.

Plasma LPS quantification

LPS concentrations were assayed in total serum by using a recently published method developed
in our laboratory based on the direct quantitation@@fy@8roxymyristic acid by HPLC/MS/MS
according to the general procedure previously described [28]. This new approach is a relevant
method to quantitate endotoxin in a sample, and evaluate the proinflammatory potential of LPS

invivo
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Cecal microbiota analysis

Cecal DNA extraction

Ceca were recovered quickly after the mice were killed. The contents of each intact cecum was
recovered by manual extrusion and was snap fro2@i) until use. Frozen cecal samples
(y100mg) were used for whole community DNA extraction according guidelines of the QIAamp
DNA stool mini kit (Qiagen, Valencia, CA).

Amplicon generation and sequencing

DNA samples were sequenced using universal primers targeting the hyper variable region V4 of
the 16S rRNA gene (251 bglllumina MiSeq (lllumina) sequencing. We followed the method
described in Kozich and coworkers [29] to perform PCR amplification, indexing, pooling,
multiplexing and taxonomic identification using the SILVA SSU Rédfl8IRBatabase as a
reference (http://www.arb-silva.de/projects/ssu-refynr/

Bioinformatic analysis of the 16S rRNA amplicons

The paired-end sequences obtained were first quality-checked and assembled with the PEAR -
Pairedend read merger software [30]. The assembled sequences were then denoised and processec
with the QIIME software [31]. Briefly, reference-based chimera detection was performed using
greengenes representative set of 16S rRNA sequences. Sequences were then clustered ir
Operational Taxonomic Units (OTUs) at 97% similarity using USEARCH [32]. Representative
sequences for each OTU were then aligned using PyNAST [33] and their taxonomy assigned using
the greengenes database (http://greengenes.Ibl.gov/cgi-bin/nph-ind@xptyilogenetic tree

was then constructed using FastTree [34].

Diversity metrics,e.) DLW K -V 3 K\ O R J Bg] HitliheBs (absetvgd/dpEéies) and evenness
6LPSVRQ:V UHFLSURFDO L@e&dflinicroBigd drithutitieQwWerd/¢aldulatetl U X F V
based on rarefied OTU tabléd | I HU H Q Fdiéfsity dexes were tested using ANOVAs
followed by Tukey HSD tests. Unweighted and weighted UniFrac distance matrices [36] were also
computed to detect global variations in the composition of microbial communities. Principal

Coordinates Analyses (PCoA) were then calculated and plotted.
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Fecal microbiota transplantation

Preparation of fecal matter

Prior to each fecal transfer treatment, 1 g of fecal pellets were collected from 8 naive,donor mice
pooled togethr, and then placeda 5 PO RI 'XOEHFFR:V 3KRVSKDWH %XIIHU
Technologies, Grand Island, NY). The fecal pellets were vortexed at maximum speed for 1 min.
The fecal matter was then centrifuged for 3 nd@Cg and the supernatant slurry was collected

and used for transplantation into mice widdiminutes of excretion.

Fecal transplantation

The endogenous gut microbiotal@week old homozygous fat-1 transgenic and WT mice was
depleted by treating with a single dose of streptomycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). The
antibiotic was suspended in sterile watgd@ng/ml and50 - O ZDV SODFHG GLUHFWC
cavity of each mouse. After the oral antibiotic treatment, mice were housed on raised wire flooring
for 96h to prevent coprophagy. Fecal transplants (WT to fat-1 and fat-1 to WT) wer@itiated

later by placing® - O RlI WKH GRQRU IHFDO P RBwi\Wfkhe r&ipierd mivéO\ L QW
(n=6 per group). Control groups of mice (n=6) were gier O RI WUDQVIKAUMEXIIHU DC
received fecal transpla2ds48 72and96hours after the streptomycin treatment. After the fourth

fecal transplant, the wire flooring units were removed from the cages. Each group of mice (n=6)

received a total of two additional treatments over the next 4 days.

Statistical analysis

Data were expressed as mean + SEM for each group. Statistical differences between more
than two test groups were evaluated by one-way analysis of va&#ia2c@$ ZLWK 7XNH\-\
multiple comparison post-tests. Data with different superscript letters are significantly different
(P < 0.05). Data with two groups were analyzed by unpaired two-tailed student T-@&5(*P <
**P < 0.01; **P < 0.001). Statistical analyses were performed using GraphPad Prign®%ersion
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Figure 1 Fat-1 transgenic mice are protected from HFHS-diet-induced obesity.

Mice (WT and fat-1 transgenic) were fed either a control or a high fat/high sucrose (HFHS) diet
for 18 weeksA : Weight gain curves (n=7 per graBp) Total weight gail€ : Representative
photographs for a side-by-side comparison of male WT and transgenic mice fed the HFHS diet
for 18 weeksD : Epididymal fat mass in WT and fat-1 mice fed HFHS diet (n=8 per Broup).
Body composition analysis (fat mass and lean mass) of WT and fat-1 mice befof8avakafter
on the HFHS diet using dual-energy X-ray absorptiometrytm#2@or control and HFHS
groups. Data are expressed as the mean + SEM. Data with different superscript letters are
significantly different at P<0.05, according to the post hoc ANOVA statistical analysis; *P<0.05

3 6 W X @&Bi)Q3IWniMr Msults have been obtained in five independent ex@eriment
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Fat-1 transgenic mice are protected from HFHS-diet-induced obesity

As expected, intake of a HFHS dietl®weeks induced obesity in WT mice as evidenced by the
significant increase in body weight gain (Fig 1B) and adiposity (Fig 1C, D and E). In contrast,
fat-1 transgenic mice were totally protected against HFHS diet-induced obesity : their body weight
remaining similar to controls (Fig 1A) and they exhibit much less adipose tissue compared to WT
(Fig 1C, D and E). These huge differences of body weight gain between the two genotypes occur
with no change in food intake in the HFHS diet-fed fat-1 mice when compared with HFHS diet-fed
WT mice (3.58 + 0.12g/day ver8u39+ 0.17g/day in WT and fat-1 mice respectively).
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Figure 2 Fat-1 transgenic animals are protected against whole body glucose intolerance.

Mice weréhfasted and an oral glucose tolerancedjestas performed after gavage with glucose

(2 g/kg body weight)B : Area under the curves for OGTTs. C: Animals were 12h fasted for
glycemia and insulinaemia determinablon.Dose-response histograms of insulin-stimulated
glucose transport in isolated gastrocnemius muscles from WT and transgenic mice fed a HFHS
diet after an overnight food deprivation. n&4iidB) ; n=8 C); n=6 D). Data are expressed as

the mean £ SEM. Data with different superscript letters are significantly different at P<0.05,
according to the post hoc ANOVA statistical analysis. *P<0.05 ; *P<®6.W X GtdpW -V W
Similar results have been obtained in five independent experiments.
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Fat-1 transgenic animals are protected against whole body glucose

intolerance

Along with adiposity, it is known that HFHS feeding has deleterious effects on glucose homeostasis
[37, 38]. This is evidenced in our study where the HFHS-diet fed WT mice exhibit a severe whole
body glucose intolerance indicated by a much higimen peak and a larger area under the curve

in response to a bolus glucose injection in the OGTT than the ones of the control diet-fed mice
(Fig 2A, B). This glucose intolerance is supported by an increased fasting glycaemia and insulinemia
(Fig 2C), In contrast, fat-1 transgenic mice were totally protected against whole body glucose
intolerance induced by the HFHS diet as evidenced by the fact that, in response to a bolus of
glucose, the area under the curve of the HFHS-diet fed fat-1 mice was statistically comparable to
the one of the controls (Fig 2B). Moreover, their fasting insulin and glucose levels remained similar
to the levels of the control diet-fed WT mice. In relation to this large whole-body glucose tolerance
improvement observed in the fat-1, we studied the effect of insulin on skeletal muscle glucose
transportin vitro We show that n-3 polyunsaturated fatty acids improve glucose uptake
independently of the presence of insulin because when the HFHS diet-fed WT mice exhibit an
insulin-dependent muscle glucose uptake level, this one is already maximum in the HFHS-fed

fat-1 mice without any insulin in the medium of incubation (Fig 2D).
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Figure 3 N-3 fatty acid enrichment protects fat-1 transgenic mice against HFHS-induced
hepatic steatosis.

Wild-type and transgenic animals were fed either a control or a high fat/high sucrose (HFHS) diet
for 18weeksA : Representative photographs of the liver of WT and fat-1 mice and representative
Oil Red O (ORO)-stained liver sections analysis (n=8 per d@oupiver total lipid levels in
animals fed either control or HFHS diet.Liver major fatty acid composition, total n-6 and total

n-3 are indicated for WT and fat-1 mice fed with control or HFHS diets [In=&)epatic
FATCD36 and PPARMRNA levels were measured by qRT-PCR. All mRNA levels were
normalized relative t&actin (n=10). The results are expressed as the mean £ SEM. Data with
different superscript letters are significantly different at P<0.05, according to the post hoc ANOVA
statistical analysis. FATCD36 : Fatty acid transporter cluster of differentiation 36); PPAR
peroxisome proliferator-activated receptor gamma. Similar results have been obtained in five
independent experiments.
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N-3 fatty acid enrichment protects fat-1 transgenic mice against HFHS-

induced hepatic steatosis

Since nonalcoholic fatty liver disease is positively associated with the development of obesity,
insulin resistance, and ultimately type 2 diabetes mellitus, it is often regarded as the hepatic
manifestation of the metabolic syndrome. Remarkably, histological analysis after an
Oil Red O staining indicates very few and small lipid droplets in HFHS-fed fat-1 mice (Fig 3A)
when, as expected, an accumulation of large and numerous lipid droplets was observed in
HFHS-fed WT mice. These histological observations were confirmed by a severe hepatic steatosis
in HFHS-fed WT mice as depict by the representative liver pictures (Fig 3A) and measurement of
hepatic lipid level which is 3-fold increased; in contrast, hepatic lipid levels of all transgenic mice
remained similar to those of the WT control mice (Fig 3B). When feeding the HFHS diet, the WT
mice present a 2-fold increase of oleic acid level (a marker of hepatic steatosis) when its level in the
HFHS-fed fat-1 mice remains similar to controls (Fig 3C). Moreover, in accordance with this liver
steatosis prevention, the mRNA expressions of FATCD36 (a fatty acid transport protein) and
PPARJ an adipogenic marker) remain comparable to controls in the liver of HFHS-fed fat-1 mice

when they were 2 and 2.5-fold enhanced respectively in the HFHS-fed WT mice (Fig 3D).
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A : Jejunum major fatty acid composition, total n-6 and total n-3 for WT and fat-1 transgenic mice
fed with thel0 % safflower oil diet (mean + SEM).. Jejunum fatty acid ratios in WT and

fat-1 mice fed with thE)% safflower oil die€ : Jejunum total lipid level in WT and fat-1 animals.
Results are presented as mean + SEM. *P<0.05 ; *P<®WIX GtQW=8SWU JURXS %o
The n-6/n-3 ratio is given by (18:2 n-6 + 20:4 n-6 + 22:4 n-6 + 22:5 n-6) / (18:3 n-3 + 20:5 n-3 +
22:5n-3 + 22:6 n-3).
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Jejunum n-3 fatty acid enrichment and total lipid level

Fatty acid composition of jejunum total lipids aD&b6 safflower oil diet-fed mice (Fig 4A)
revealed higher levels of alpha-linolenic acid (#8:3n-3), EPA (20:5 n-3), docosapentaenoic

acid (DPA, 22:5 n-3) and DHA (22:6 n-3) in fat-1 transgenic animals compared with WT mice,
whereas arachidonic acid (2&:4n-6) was decreased®@. In addition, the ratio of n-6 PUFA

to the long chain n-3 PUFA (Fig 4B) was drastically reduced (P < 0.01) in jejunum from fat-1 mice
(3.46 + 0.25), compared with WT animals (19.8 £ 3.43) despite the animals being fed the same
diet. These data indicate that expression of the fat-1 gene enriches the jejunum of the transgenic
animals in n-3 PUFAs at the expense of the n-6 PUFAs, giving a more balanced rao,

when jejunum total lipid level remained unchanged in both genotypes (Fig 4C).
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Figure 5 N-3 PUFASs protect fat-1 mice from intestinal epithelial barrier dysfunction, tight
Jjunction protein impairment and reduce metabolic endotoxemia.

A : Intestinal permeability assay: plasma FITC-Dextran oral challenge was measured in WT and
fat-1 mice fed a control or a HFHS diet ¥@weeksB : Representative immunofluorescence
staining for ZO-1 in the jejunum of WT and fat-1 mice fed a control or a HFHS tidat/éarks,

and ZO 1 immunostaining quantification of WT and fat-1 mice presented as ZO-1 area/DAPI
area ratioC : Direct plasma quantitation of &8ydroxymyristic acid concentration by gas
chromatography-mass spectrometry in WT and fat-1 mice fed with a HEB{&ckeks (n=8 per

group). Data are means + SEM. Data with different superscript letters are significantly different at
P<0.05, according to the post hoc ANOVA statistical analysis. CTL, control diet ; HFHS, high
fat/high sucrose diet ZO-1, Zonula Occludens-1 ; FITC, fluorescein isothiocyanate ; LPS,
lipopolysaccharide (8--14:0: 3-¢hydroxymyristic acid.
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N-3 PUFAs protect fat-1 mice against intestinal epithelial barrier

dysfunction, tight junction protein impairment and reduce metabolic

endotoxemia

As a putative link between obesity, insulin-resistance and low-grade systemic inflammation has
already been mentioned, we then hypothesized that protection of the fat-1 mice against diet-
induced obesity and related metabolic disorders could occurs through prevention of epithelial
barrier dysfunction and endotoxemia. Dextran flux, an indicator of epithelial paracellular
permeability to uncharged macromolecules and tight junction protein immunostaining was

employed to assess barrier function.

We first evidenced that fat-1 CTL mice exhBi% decrease of intestinal permeability compared

with WT CTL mice. Aftet7 weeks of a HFHS diet, a higher flux of 4 kDa FITC-Dextran was
observed in WT mice than, when the one of the fat-1 transgenic animals was not affected by the
diet and remains in both control and HFHS groups lower than in the WT animals fed the control
diet (Fig 5A). These data suggest that the jejunum n-3 PUFAs-enrichment in fat-1 mice is capable
of dampening intestinal epithelial barrier dysfunction induced by a HFHS diet. It has been reported
that the alteration of tight junction protein expression is involved in the intestinal barrier disruption
caused by a diet-induced obesity [6, 39]. Thus, we investigated, in the jejunum, the effect of high
n-3 tissue content in fatAlice of immunofluorescence and the total protein expression of the
tight junction protein ZO-1. Our results show that ZO-1 immunostaini@gshigher in the

fat-1 CTL mice than in the WT CTL. Moreot8weeks of a HFHS diet decreaseddand50%

the jejunum ZO-1 immunofluorescence in the WT and fat-1 mice respectively, but the
Z0O-1 immunostaining quantified in the fat-1 HFHS mice remains very closed to that of the WT
control diet-fed mice (Fig 5B). Altogether, these results highlight that intestinal enrichment in
n-3 fatty acids protects transgenic animals from HFHS diet-induced tight junction protein
disruption. It has been observed that increased intestinal permeability leads to translocation of
inflammatory molecules such as lipopolysaccharides across the gut wall, when then act as
continuous triggers for low level systemic inflammation called endotoxemia [6, 8]. We then
guantified the plasma LPS level and found that, compared to the WT HFHS-fed mice,
n-3 enrichement in fat-1 mice was associated with reduced metabolic endotoxemia to be similar to
that of the WT control animals (Fig 5C).
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Figure 6 Effects of unsaturated fatty acids Caco-2 enriched cells on barrier integrity and

tight junction expression.

Effect of fatty acids on FITC-Dextran permeabi#y ZO-1 protein and mRNA expressién (

andC respectively) and ZO-1 mRNA expression after LPS challenging in Caco-2 monolayer cells
(D). Cells were treated withOuM of OA, LA or DHA for 24h, with or withod00g/ml of LPS

for 24h, and BSA treatment served as control. The results are means £+ SEM. Mean values with
different superscript letters are significantly different at p<0.05, according to the post hoc ANOVA
statistical analysis. FITC-Dextran : Fluorescein Isothiocyanate-Dexityi : Zonula
Occludens-1 ; LPS : lipopolysaccharide ; OA : oleic acid ; LA : linoleic acid :; DHA
docosahexaenoic acid ; BSA : bovine serum albumin.
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Effects of unsaturated fatty acids Caco-2 enriched cells on barrier

integrity and tight junction expression

In order to extend and reinforce the in vivo effects of n-3 fatty acids on intestinal barrier function,
we adopted an in vitro model in which human colonic Caco-2/TC7 epithelial cell monolayers (a
subclone of Caco-2 cells validated iforvitro permeability assessment) were treated

for 24h with 100 pM of DHA or linoleic acid (LA, a n-6 PUFA) or oleic acid (OA, a
monounsaturated FA) used as control alone o @@ig/ml of LPS for24 additional hours. As

shown in Fig 6A, DHA decreased26%6 paracellular permeability to 4 kDa FITC-Dextran in
Caco-2/TC7 monolayers when no statistical difference was observed with the other FA. This
preserved barrier integrity observed with DHA could be related to the fact that DHA also maintains
tight junction ZO-1 protein and mRNA expressions (Fig 6B and C respectively) in our
Caco-2/TC7 experimental conditions. It has recently been demonstrated that LPS induced
epithelial barrier dysfunction and decreased the expression of tight junction proteins in
Caco-2 monolayers [40, 41]. Moreover, studies have demonstrated a correlation between an
increase in intestinal permeability and plasma LPS level. We then tested the effects of LPS on the
MRNA expression encoding for ZO-1. Our results showed that DHA could increase the
expression of this tight junction protein when Caco-2/TC7 cells were challenged with LPS. These
results indicate that DHA treatment protects the Caco-2/TC7 monolayer barrier against tight
junction breakdown and has beneficial effects on paracellular permeability. Then, these in vitro
data support the observed in vivo protective effect of n-3 PUFA on intestinal epithelial barrier

dysfunction under diet-induced obesity conditions.
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Figure 7 N-3 fatty acid enrichment affects the proportion of different phyla in

fat-1 transgenic mice.

A : Principal coordinates analysis of the unweighted UniFrac distance matrix. Orange, mauve, red
and violet dots represent wild-type (WT) mice to the control (CTL) diet, Fat-1 mice (Fat-1) to the
CTL diet, WT mice to the Diet-Induced Obesity (DIO) diet, and Fat-1 mice to the DIO diet,
respectiveB 9 DULDWLRQ EHWZHHQ JURXSV RI )DLWK:V 3K\ORJt
different letters are significantly different (Tukey HSD test, p<0.05). Means * SEM are
represented. Colors are the same A3$.1@:(Mean phylum abundances across the four treatments.
Means £ SEM are represeni2dMean relative abundances of the most responding OTUs across

the four treatments. Means + SEM are represented.
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N-3 fatty acid enrichment affects the proportion of different phyla in

fat-1 transgenic mice

Given that we observed a prevention of metabolic endotoxemia and gut dysbiosis in fat-1 mice fed
a HFHS diet and that altered gut microbiota composition contribute to the development of obesity
[42], we then next used 16S rRNA sequencing to survey changes in the fecal microbiota between
fat-1 and WT mice subjected to either control or HFHS diet. A Principal Coordinates Analysis
(PCoA) of the unweighted UniFrac distance matrix showed drastic and significant changes
(ANalysis Of SIMilarity, R=0.78 ; p < 0.001) in the composition of the fecal microbiota caused by
both mice genotype and diet (Fig 7A). Shifts in composition were associated with significant
changes in diversity levels (Faith Phylogenetic Diversity) also influenced by both mice genotype
and diet (F1,25 = 15.9, p = 0.001). Fat-1 mice under the HFHS diet displayed a significantly higher
diversity level than WT mice under the same diet (Tukey HSD test, p<0.05 ; Fig 7B). The fecal
microbiota of all mice were dominatedripgnicutesrdBacteroiddiasdifferences in community
composition were observed at the phylum level, with fat-1 mice having a fecal microbiota enriched
in OTUs belonging to théerrucomicropleylum, especially under the control diet (Fig 7C). We

also noted a strong decrease in the levidradricuties both genotypes under the HFHS diet

(Fig & 8VLQJ D VXSHUYLVHG F O D VOKU XRMNWM IQR QHMS\SWRDE K~ Z
OTUs that were particularly responsive to the interaction between mice genotype and their diet
(Fig 7D). Fecal microbiota of fat-1 mice proved to be enriched in OTUs belonging to the
Akkermansigenus, especially under the control diet, compared to WT mice. We also identified
OTUs belonging to thRuminococgasus as particularly responsive to the HFHS diet for both
genotypes, but with significantly lower relative abundance in fat-1 mice compared to WT mice.
Members of th&lostridialésmily seemed to be impacted by the HFHS diet, with decreasing
relative abundance compared to control for both genotypes. Finally, we identified a differential
response of the relative abundance of members of the S24-7 family to the diet depending on the
genotype of mice. While they seemed to be unaffected by the HFHS diet in fat-1 mice, their relative

abundance dramatically dropped in WT mice under the control diet.
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Figure 8 Transplantation of fat-1 microbiota to wild-type animals decreases weight gain,
improves whole body glucose tolerance and prevents intestinal permeability under HFHS
diet.

After reciprocal transplantation, WT and fat-1 transgenic mice were fed a HFHScdietdks.

A : Weight gain curves (n=6 per group). The inset represents the total body weight gain (g, n=6 per
group). Mice wergh fasted and an oral glucose toleranceBjestas performed after gavage with
glucose (2 g/kg body weight). The inset represents the area under the curve (AUC) of the four
different groups. Plasma FITC-Dextran oral challenge was measured for intestinal permeability
assay in WT and fat-1 mice fed a HFHS didittfareeks@). D : Principal coordinates analysis

of the weighted UniFrac distance makix. 9DULDWLRQ EHWZHHQ JURXSV RI
Diversity index. Groups with different superscript letters are significantly different (Tukey HSD
test, p<0.05). Fatid WT : WT mice transplanted with the fat-1 fecal microbiotap\Wat-1.

fat-1 mice transplanted with the WT fecal microbiota.
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Transplantation of fat-1 microbiota to wild-type animals decreases

weight gain, improves whole body glucose tolerance and prevents

intestinal permeability under HFHS diet

In order to confirm that n-3 PUFA would exert their protective effect against diet-induced obesity
and associated metabolic disorders through changes in gut microbiota composition we performed
reciprocal fecal transplant before feeding the mice with a HFHS diet. As depigi@é, invé

first confirmed the weight gain prevention in HFHS-fed fat-1 mice versus WT, but, more
importantly, we showed that WT mice colonized with a fat-1 microbiota exhibited a significantly
lower total weight gain 40 %) over sixteen weeks than that of WT mice

(10.2 +1.1versud 6.3+ 0.79g respectively). Additionally, we observed in fat-1 mice colonized with

a WT microbiota, a higher total weight gain (+53 %) than in fat-1 micé.(buérsu.6+ 0.89

respectively).

We next determined the impact of these transplantations on glucose homeostasis. Firstly, in
comparison with HFHS-fed WT mice, HFHS-fed fat-1 mice showed (as expected and already
shown Fig 2A, B) a decrease in the area under the curve (Fig 8B). Interestingly, compared with WT

mice, fat-1 microbiota transplanted to WT mice induced a large improvement in glucose tolerance.

To further determine whether changes in the gut microbiota could be associated with modulation
of gut permeability, we next measured the intestinal permeability to FITC-Dextran 4 (Fig 8C).
Paracellular permeability was significantly decreased (-65 %) in HFHS-fed fat-1 mice compared
with HFHS-fed WT mice. Moreover, compared with HFHS-fed WT mice, intestinal permeability
was decreased B8 % when fat-1 microbiota was transplanted to WT mice. Additionally,
transplanting WT gut microbiota to fadriimals increased the permeability (+35 %).

We next examined changes in the fecal microbiota between the different groups. We thus used 16S
rRNA sequencing of the fecal microbiota of WT and fat-1 mice under the HFHS diet, as well as
WT-transplanted fat-1 mice and fat-1 transplanted WT mice under the same diet. Using PCoA of
weighted UniFrac distance matrix, we detected a strong clustering of mice according to the
genotype of the mice (Fig 8D) along the first axis of the PCoA plot which é§faiosthe

observed variation in fecal microbiota community composition. However, within each genotype
cluster, transplanted mice differed significantly from control mice in fecal microbial composition
(ANOSIM, R=0.47; p< :KHQ FRQVLGH UL QJddivBrity/ e Yousdkth@ R HQ HW
non-transplanted fat-1 mice displayed significantly higher (Tukey HSD test, p<0.05) diversity levels
than the non-transplanted WT mice under the HFHS diet (Fig 8E), as detected in the first
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experiment (Fig 7B). Diversity levels of transplanted mice did not significantly differ from controls
of the same genotype; however fat-1 mice transplanted with WT mice fecal content displayed
significant higher levels of diversity in their feces than WT mice transplanted with fat-1 mice fecal
content (Tukey HSD test, P05; Fig 8E).
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Fat-1 genotyping (supplementary figure)

Figure 1S Fat-1 genotyping

Representative picture of the genotyping exhibiting distinct amplicons for WT (770 bp) and homoz
and both amplicons for heterozygous animals

98



DISCUSSION

The present study demonstrates for the first time that under diet-induced obesity (DIO) conditions,
fat-1 mice - enriched in n-3 PUFASs - are protected against metabolic endotoxemia : lowered plasma
LPS level, decreased gut permeability, enhanced jejunal tight junction protein expression were
observed in comparison with wild-type littermates control mice. Such a prevention occurs with a
resistance to weight gain and associated metabolic disorders, usually observed under DIO
conditions. Moreover, n-3 fatty acid tissue-enrichment incAddszthansipopulation in gut
microbiota of fat-1 mice, and fat-1 fecal matter transplantation to WT mice limited their weight
gain, normalized whole-body glucose tolerance, and hugely decreased intestinal permeability. We
therefore conclude that the ability of n-3 fatty acids to raise the relative propakikenménsia

is playing a key role in decreasing LPS translocation and consequent endotoxemia-induced
metabolic disorders in DIO.

When the WT mice developed severe obesity, fat-1 expression led to a strong suppression
of both body weight and fat mass gain in mice fed a HFHS diet. Moreover, fat-1 transgenic animals
were also totally protected against obesity associated metabolic disorders namely glucose
intolerance and hepatic steatosis. Our results agree with data recently reported on fat-1 mice [43]
showing that endogenous elevation of n-3 PUFAs and reduction of n-6 PUFAs levels in the
fat-1 mice favor a lean phenotype, primarily through stimulation of increased energy expenditure.
However, two earlier studies reported that fat-1 heterozygous mice were protected against
obesity-linked inflammation and insulin resistance [44] and exhibited amelioration of non-alcoholic
fatty liver disease [45] but with a similar body weight than that of WT mice under DIO. We also
found that fat-1 heterozygous mice failed to prevent weight gain when fed a HFHS diet (data not
shown).This is the reason why we carefully selected, by an easy and quick genotyping method

developed in additional material section, homozygous fat-1 mice for the present study.

In addition to a large whole-body glucose tolerance improvement, we also showed that fat-1 mice
exhibit an enhanced muscle glucose uptake, independently of the presence of insulin. White and
coworkers [44] evidenced that compared with high fat-fed WT, the high fat-fed fat-1 mice displayed
increased docosanoid biosynthesis in muscle. Indeed, the pro-resolving lipid mediator,
PD1 (10R,17S-dihydroxy docosa-4Z,7Z,11E,13E,15Z,19Z-hexaenoic acid) was increased
by ~176 % in muscle tissue of fat-1 mice versus WT mice. In addition, a recent study demonstrated
that administration of PD1 to obese diabelidbmice substantially improved their insulin

sensitivity [46]. In the light of these data, we may assume that the high muscle glucose uptake
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observed in our study could be due, at least in part, to increased n-3 bioavailatmlity for p

resolution mediator synthesis (as PD1) in the muscle of1he fat-

In association with the obesity and glucose intolerance prevention observed in the fat-1 mice versus
WT, we also clearly showed that endogenously synthesized n-3 PUFAs totally prevent
HFHS-induced fatty liver. These results agree with thosm eta{ [45] and Letal [43] who

evidenced that fat-1 gene expression protects against high-fat diet-induced hypercholesterolemia

and hepatic steatosis.

Chronic low-grade inflammation is now considered to be a critical factor underlying obesity
and type 2 diabetes [47] where significant alterations in the intestinal barrier occur [8, 48, 49]
resulting in a twite-threefold increase of LPS in serum concentrations, a threshold named
metabolic endotoxemia [8]. Moreover, as n-3 PUFAs have shown to reduce intestinal permeability
[50], we therefore speculated that fat-1 mice could be protected from DIO and associated
metabolic disorders partly through prevention of decreased tight junction (TJ) protein expression,

leaky gut, and consequent metabolic endotoxemia.

High-fat diet-fed mice have been characterized by an increase in gut permeability and metabolic
endotoxemia [6, 48, 51] associated with the reduced expression of genes encoding for TJ proteins
[6]. Nevertheless, to the best of our knowledge, very few in vivo studies have investigated the
effects of n-3 PUFAs on intestinal permeability and metabolic endotoxemia [15, 19], despite a
paper published very recently showing that WT mice fed a diet high in n-6 FA exhibit higher levels
of metabolic endotoxemia and systemic low-grade inflammation, while endotoxemic and
inflammatory status were alleviated in fat-1 mice [23]. Nevertheless, until nhow metabolic
endotoxemia has never been investigated in fat-1 mice challenged by a diet inducing obesity known
to disrupt intestinal permeability leading to endotoxemia : we report here that when HFHS-fed WT
mice exhibit enhanced gut permeability in association with an alteration of TJs intestinal expression
of, n-3 PUFAs protect fat-1 mice against a decreasedWtHpkdQ H[SUHVVLRQ D "OHD
epithelial barrier, thus giving rise to reduced metabolic endotoxemiain Mnestata are
strengthened by ourvitraesults obtained on Caco-2/TC7 cells challenged by different FA where
DHA improves paracellular permeability compared with OA and LA. These results are supported
by Li etal.[17] and Willemsegtal.[18], who reported that DHA maintained epithelial barrier
integrity by improving transepithelial electrical resistance and by RatgH&&jzvho showed

that DHA treatment of Caco-monolayers increased paracefpelaneability via the intracellular
redistribution of the TJ proteins [52]. keital. [19] also showed that fish oil improved intestinal

100



barrier function compared with corn oil. Consistent with the improved intestinal barrier function,
we also observed that DHA-treated Caco-2/TC7 cells maintained ZO-1 protein expression after
LPS challenge. Similarlyetal.[17] mentioned that fish oil protected against altered membrane
microdomain localization of TJ proteins, increased the expression of ZO-1, and attenuated the
disruption of TJ structure in rat colitis induce@,By6trinitrobenzenesulfonic acid. Then, both

our in vivo and in vitro data evidence that n-3 PUFAs protect HFHS-fed mice from DIO, glucose
intolerance and liver steatosis in association with alleviation of intestinal paracellular permeability

and metabolic endotoxemia.

This prompted us to investigate the impact of the transgenic n-3 PUFA-enrichment in
fat-1 mice on the gut microbiota. Indeed, growing evidence supports that gut microbiota plays a
decisive role in energy homeostasis through modulating energy balance [53, 54], glucose
metabolism [6, 8, 55], and chronic inflammatory state associated with obesity [6,. 8, 55, 56]
Accordingly, it has been demonstrated that gut microbiota-derived LPS plays an important role in
the onset and progression of inflammation and related metabolic diseases [8]. Our results show
that, besides significant differences in gut microbiota between the two genotypes, fat-1 mice display
a significantly higher diversity level than WT mice when fed the HFHS diet. Moreover, fat-1 mice
exhibit a fecal microbiota enriched in OTUs belonging Yetinecomicropieylum and, by using
a supervised classification approach, we proved the transgenic mice to be highly enriched (fiftyfold
increased) in thekkermansigenus compared to WT where this genus was almost not present
(14.9 £5.1% versu9.4+ 0.4% in fat-1 CTL and WT CTL respectively). These results agree with
dietary experimentation conducted by Andessah[57] who reported that, compared with
sunflower oil supplementation, fish oil affected changes in large bacterial groups [57]. Moreover,
Yu etal.[21]showed that fish oil is capable of producing significant changes in gut microbiota [21]
especially suppressionH#licobactardFirmicuteggowth, known to play a significant role in the
pathogenesis of peptic ulcer disease and obesity respectively. Finally, a just recently published pape
support our data by showing that a host-microbiome interaction mediates the opposing effects of
n-6 and n-3 FA on metabolic endotoxemia [23]. Nevertheless, to the best of our knowledge this is
the first study reporting such a major effect of n-3 on the proportidkkefmansia the
intestinal microbiotaAkkermansiarepresenting 1 %-5 % of the total gut microbiota, is a
Gram-negative, mucin-degrading bacterium that lives in the mucus layer of the intestine. The
population size of this bacterium has been shown to be inversely correlated with body weight [58-
60] Although we have not directly established the causal relationship between transgenic
n-3 PUFA induced increase in the relative proportidkkefrmansjgopulation and the improved

features of obesity and the associated metabolic disorders in fat-1 HFHS-fed mice, recent studies
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have already reported that increased intestinal abundakldesrmhansiaan protect against
obesity-linked metabolic syndromeg3pinterestingly, besides the fact thidéermansiases

mucins as a food supply, it seems to be crucial for the mucus layer integritpk&&rrdahsia
administration as a probiotic has been reported to reduce systemic LPS levels in high-fat-fed mice,
possibly through mucus layer thickness prevention, and then reduction of gut permeability and
LPS leakage [61]. Moreov@kkermansi@opulation changes and their putative effects on
obesity-driven dysbiosis occurs without major modifications in the proporfamsi@ftesnd
Bacteroidetesalready mentioned by Aeted.[60] who studied the effects of a polyphenol-rich
cranberry extract. Taken together, our observations highlight that n-3 PUFA-enrichment - by
increasing b$0 % the presence ékkermansia fat-1 versus WT mice - may reduce intestinal
permeability and LPS translocation, therefore preventing weight gain, whole-body glucose
intolerance, and hepatic steatosis partly through mechanisms associated with metabolic

functionalities assumed by gut microbéklesrmansia fat-1 HFHS-fed mice.

In order to validate the fact that n-3 PUFA-enrichment in fat-1 mice impact their gut
microbiota by enhancing the proliferation of beneficial bacteria leading to DIO and associated
disorders prevention, we performed reciprocal microbiota transplantation experiments, which
strikingly evidenced that WT mice colonized with a fat-1 microbiota exhibited a significantly lower
total weight gain than WT mice (10.2.*versudl 6.3+ 0.7g respectively) over sixteen weeks of
HFHS diet. In addition to this weight gain attenuation, WT mice colonized with a fat-1 microbiota

hugely improved glucose tolerance and exhibited much lower gut pgrmeabilit

In addition to preventing obesity and associated metabolic disorders, we found in the
present paper that n-3 PUFA tissue-enrichment lowered plasma LPS level, decreased gut
permeability, enhanced jejunal tight junction protein expression in HFHS-fed fat-1 mice versus
WT leading to metabolic endotoxemia alleviation. Altogether, our results show for the first time
that under DIO conditions, endogenous n-3 PUFA-enrichment in fat-1 mice induced an
unexpected change in gut microbiota composition (a peculiarly incAé&sensangian favor
of a lean phenotype. We also demonstrated that transplanting gut microbes from fat-1 mice into
WT mice replicated the protection against DIO and metabolic disorders, unequivocally showing
that n-3 PUFAs impact gut microbiota, which in turn affects host metabolism. Consequently, we
may assume that modulating the gut microbiota, aimed at increasikhkegrtin@nsipopulation,
by appropriate n-3 PUFAS represents a promising strategy to control or prevent obesity and related

diseases.
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'DQV FH WUDYDLO QRXV DYRQV PLV HQ pYLGHQFH O
nutritionnelle, une réponse différentielle des souris transgéniques fat-1 et sauvages soumises a deu:
régimes distincts (contrdle et riche en lipides et en glucides, high-fat/high-sucrose). Plus encore,
QRXV DYRQV PRQWUp XQH SUpYHQWLRQ GH O-REppdtWp DOL
rapport aux souris sauvages soumises a un régime riche en lipides et en glucides, sans modificatiot
de la prise alimentaire (résultat non présenté). Dans une étude chez les souris transgéniques fat-1
/L HW FROODERUDWHXUV RQW pJDOHPHQW PRQWUe TXH O-
animaux est associé a un phénotype mince et a une augmentation de la dépense énergétique (Li ¢
al., 2014a). Cependant, des études préalables (Li et al., 2008a, White et al., 2010) ont montré qu
des souris fat-1 et sauvages nourries avec un régime HF riche en lipides (55 % kcal) développaient

une obésité similaire. Cette différence peut se justifier de plusieurs maniéres.

7TRXW G-DERUG QRXV DY R Q¥highWlciOde figches)e@lipites ¢t BriHglkcidéd | D W
(research diet D12451) apportant 3% H O-pQHUJLH VRXV 4RUGBH GCGH JBNXFLHE
sous forme de lipides et dont la composition (en % pondéral sec) est présentée ci-aprés
Glucides 41, Protéines 24, Fibres/Vitamines/Minéraux/Cendres 11, Lidetont

AGS 31,4/AGMI 39,8/AG en n-6 26,6/ AG en n232 (rapport n-6/n-3 /IH FKRL[ G-XQ
régime don#t5 % des kcals sont apportés par les lipides est considérés moins extréme et plus
UHOHYDQW G-XQ SRLQW GH YXH QX8 (CMhaRAY & HIO2®DB,U UDS
Johnston et al., 20073 LQVL pWXGLHU OHV HIlittbwdleGuid@preverdanL S X O D

des effets des régimes extrémes est moins difficile dans ces conditions (Wang and Liao, 2012).

Ensuite, des souris hétérozygotes pour le transgene fat-1 étaient utilisées pour ces travaux (Li et al.
2008a, White et al., 2010) alors que notre étude a été réalisée sur des souris homozygotes pour ¢
transgéne, tout comme celle de (Li et al., 2014a), ce qui laisse supposer que la présence du transget
sur un seul allele ne semble pds RWpJHU VXIILVDPPHQW FHV VRXULV GH
montré que leur enrichissement tissulaire en AGPI en n-3 soit important (Kang et al., 2004). Il a

HQ HIIHW pWp PRQWUp TXH O-HQUL FXdhezViesBoucsViat-4 €t& R J g Q H
dépendant de leur activité de conversion des AGPI en n-6 et AGPI en n-3. Une expression

homozygote est plus efficace. Mais il a aussi été rapporté que ce taux de conversion était égalemen
JUDQGHPHQW GpSHQGDQW GH 6(Dba8 siIR20WMaH Cette BisaratiorDaw $* 3
justifié le fait que dans notre étude les animaux étaient nourris, dés le sevrage, avec un régime
contenant pour unigd VRXUFH GH OLSLGHV GH O-KXLOH GH FDUWKDF

/- XWLOLVDWLRQ G-XQ UpJLPH GH PDLQWHQDQFH HQULFKLW
sevrés et maintenu sur une période2demaines est doublement intéressant pour notre étude. Il
perPHW G-XQH SDUW O-REWHQWLRQ GH SURILOV OLSLGL’
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transgéniques fat-1 (riche en AG en n-3 et pauvre en AG en n-6) et sauvages (riche en AG en n-6 et
déficient en AG en n-3) lors du démarrage du régime obésogénel.ce)Q -pWDLW SDV OH
O-pWXGH PHQpH SDU /L HW FR OO D(E BtdD2008a White-evdl.; ROLAY H H W
"“DXWUH $pIJUWHFRHUPHW GH VHQVLELOLVHU OHV VRXULV VD
UpJLPH G-LQWHUYHQWLRQ ULFKH HQ OLSLGHV HW HQ JOX
VXSSOpPHQWpPp HQ DFLGH OLQROPpPLTXH RabwhRévéldpdeméhti GD Q Vv
GX WLVVX DGLSHX[ EODQF FKH] OD UDWH HQ JiHiaeériawW LR Q DI
etal., 1991). De plus,ilaété &tk TXH O-DFLGH OLQROpPLTXH FRPELQp DX
DOWpUDWLRQ GH O:-DFWLR-@ @M \OWIDAMAO LEHY HAR P S(@LH D QYL R
(Storlien et al., 1987)

&HV GLIIpUHQWY SRLQWY SHXYHQW DORUV H[SOLTXHU HQ S

alimentaire observée chez les souris fat-1, sous nos conditions expérimentales.

De plus, notre travail met en évidence une amélioration du profil glucidique - meilleure
WROpPUDQFH DX JOXFRVH HW +cHdz@Odontib tdt-V dd@riskEdu@dgviep j O
HF/HS, comparativement aux souris sauvages. Ces résultats sont en accord avec la littérature qui
a montré que les AGPlenn- SULQFLSDOHPHQW O-(3%$ HW OH '+$ SHUPI
O - L QvexiQdn@eRFedor and Kelley, 2009, Gonzalez-Periz et al., 2009). De méme, Smith et
collaborateurs ont montré que la diminution du rapport n-6/n-3 des souris fat-1 était associée a
une amélioration de la tolérance au glucose (Smith et al., 2010). Enfin, Belchior et collaborateurs
ont également montré une amélioration de la tolérance au glucose chez des souris fat-1 ainsi que
chez des souris nourries avec un régime riche en lipides et en glucides enrichi en AGPI en
n-3 (Belchior et al., 2015). En relation avec cette meilleure tolérance au glucose, les souris
fat-1 présentent un captage musculaire du glucose supérieur a celui des souris sauvages,
LQGPpSHQGDPPHQW GH OD SUpVHQFH RX QRQ G-LQVXOLQH
LPSOLTXpHV GDQV OHV pWDSHV SUpFRFHRSGHREIDPBRLH GH \
HVW REVHUYpH DX QLYHDX KpSDWLTXH UpVXOWDW QRQ ¢
protection par les AGPI en n-3 des souris fat-1, a la foisnvisse-GH O-REpVLWp HW G
UpVLVWDQFH GX IDLW G :XexH chbrgé mBsEulamepukicoseckcuaht eOde S U
O-LQWHIQVFELOLWpP KpSDWLTXH ,0 HVW3E&SEesndmbtanes L Q FR
cellulaires augmente la fluidité des membranes (Feskens et al., 1991). Ce qui pourrait stimuler
O-DFWLYLWp GHV UpFHSWHXUV j O-LQVXOLQH HW OH WUDQV
des tissus cibles (Field et al., 198BWRUOLHQ HW FROODERUDWHXUV RQ
O-LQWHUQDOLVDWLRQp BXKSRMRPSDH{W [ OQUBEOHYNDJIH GHV WU
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membrane des cellules était facilité par ces changements de la fluidité membranaire suite a
O:-LQFRUSRUDW LRdanslés phéspBolipid®s @es membranes (Storlien et al., 1987).

'H SOXV DX QLYHDX KpSDWLTXH O -DFFXRHOBMLRQ G|
O-DXJPHQWDWLRQ GH OD PDVVH GH OLSLGHV WRWDX[ REVF
régime obésogéne, ne sont pas retrouvées chez les souris fat-1. Les souris fat-1 apparaissent don
SURWpPJIJpHY GH O-DSSDULWphaRIgs BGH @H-3, demDi \AsRevi ldcdén SeV L T X
une expression réduite de FATCDBBW GH 33$5£ FKH] FHV VRXULV GDC
HISpPULPHQWDOHY FHV GHX[ PDUTXHXUV VRQW JpQpUDOHPFE
stéatose hépatique (Miquilena-Colina et al., 2011). Ces résultats sont en accord avec diverses étude
QXWULWLRQQHOOHYV PR Qrithd BnQipides, Xie suppdmentatiok én AGRI P H
n-3 réduisait la stéatose hépatique (Mori et al., 2007, Valenzuela and Videla, 2011). Cependant, il
été récemment montré, dans une étude chez des souris fat-1 et des souris sauvages supplément
en AGPlenn- TXH O-DFFXPXODWLRQ GHV 7%$* KpSDWLTXHV HVW
la source des AGPI en n-3 utilisés. La présence de ces AG au niveau tissulaire chez les souris fat-1
Q:-D SDV pWp VXIILVDQWH GDQV FHWWH pWXGH SRXU SURW
6HXOH OD VXSSO pP H®parDavdgR«3t tankenhGe abb@vepir cette accumulation de

OLSLGHV sSDU OH IRLH 'DQLHO HW DO &HV DXWHXUV I
O -D[H HeeWahy MsLeflets bénéfiques attribués aux AGPI en n-3. Lors de cette étude, les

souris ont été maitQ XHV VRXV XQ ULFKH HQ OLSLGHYV GHV NFD(
maintenues sous un régime enrichiten AGenhbQLHO HW DO $LQVL O-F

AGPI en n-3 chez les souris fat-1 a pu ne pas étre suffisant et ces deux faits peuvent expliquer la

différence de résultats obtenus par rapport a notre étude expérimentale.

8QH DXJPHQWDWLRQ GH O-LQIODPPDWLRQ HVW O-XQ GH
O-REpVLWp DX GpYH O Ri$gssthircH. QQ&/ AGPDeQH3 MssulQreopeulvepiRéduire
cette inflammatiowiala production de médiateurs lipidiques dérivant du DHA 1&siBoHE
HW VHV PpWDEROLWHY FRPPH OD SURWHFWIZ&taU nivéaR QW OD
musculaire chez des souris fat-1 comparativement aux souris sauvages (White et al., 2010, White e
al.,,2014) TXL SURWqJHQW OHV KpSDWRF\WHV FRQWUH OH VWUFL
de lésions nécroinflammatoires du foie (Rius et al., 2012). lls sont également a méme de modifier
OD FRPSRVLWLRQ GHV PHPEUDQHYV OLSLGL TiKfladmato@eG XLV D Q
GHV F\WRNLQH V(MaletjalHH20W04). @onzalez-Periz et collaborateurs ont egalement
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montré une réduction du statut inflammatadee- LQKLELWLRQ GH OD IRUPDWLRQ
inflammatoires dérivés des AGPI en n-6, chez desawalmupplémentées en AGPI en n-3, en

lien avec une prévention de la stéatose hépatique (Gonzalez-Periz et al., 2009). Ces données
VXJIJqQUHQW TXH OD SUpYHQWLRQ GH O-REpVLWp HW GHV Gp)\
H[SpPULPHQWDOHY SHXW V-H[SOLTXHU pJDOHPHQW HQ SDU

seconds messagers lipidiques aux propriétés anti-inflammatoires et insulino-sensibilisantes.

La plus faible perméabilité intestinale observée chez les souria datshaintien de
O-H[SUHVVLRQ GH SURWpLAHKVOGHN (MRIQFLMROQE pobr deltp HV =2
derniereH[SOLTXH HQ SDUWLH OH IDLW TXH O-HQGRWRdpPLH Pp'
plus faible que celle des souris sauvages. Une étude trés récente rapporte une prévention du risque
endotoxique par les AGPI en n-3 chez des souris transgéniques fat-1 soumises a un régime riche
en AGPI en n-6 (Kaliannan et al., 2015). Un tel impact des AGPI en n-3 endogenes sur
O-HQGRWR[pPLH PpWDEROLTXH VHPEOH GRQF V-H[WUFHU j C
G-XQ UpJLPH GpVpTXL anBlLOan&|BuRélfude, HKaliBDrigus &t tboNeb@ateurs ont
proposé un autre mécanisme quant aux réles des AGPlI &y OD UpGXFWLRQ GH O
PPWDEROLTXH ,0V RQW FRQVWDaN AGPXeéth nB- Eh@zUlésF3olrie VH P H ¢
fat-1 était associé a une production et sécrétion accrue de la phosphatase alcaline intestinale (I1AP)
FH TXL LQGXLW XQH PRGXODWLRQ GH O-pFRORJLH EDFWpUL
des LPS (et de leur activité par une déphosphorylation des lipides porté par la partie lipide A), une
UpGXFWLRQ GH OD SHUPpDELOLWpPp LQWHVWLQDOH HW SD
PPWDEROLTXH HW(Kalldnanletal O2DIBPHD WOREY LO VHPEOHUDLW TX
le facteur de croissance VEGF (Wang et al., 2015), soulevant le rétro-contréle négatif de ce facteur
VXU O-H[SUHVVLRQ GH SURWpL Q HRoutBodbakiRe) & VW0RY VHUUpPpHYV

,O HVW D QRWp TXH OHV /36 SHXYHQW pJDOHPHQW HQWUHU
notamment par une perméabilité transcellulaire a travers les domaines des radeaux lipidiques des
membranes, ce qui implique une endocytose médiee par des récepteurs (FABP, TLR4) (Triantafilou
et al., 2002), et aussa une permeéabilité facilité par la formation de micelles, apres la
consommation de lipides alimentaires, qui transportent les LPS vers les cellules intestinales. Puis
les chylomicrons formés au niveau des entérocytes vont les transporter principalement aux organes
périphériques (Ghoshal et al.,, 2009). Méme si plusieurs mécanismes entrent en jeu, la
FRQVRPPDWLRQ G:-XQ UpJLPH ULFKH HQ OLSLGHV IDYRULYV
augmente la perméabilité paracellulaire aux macro-molécules dont les endotoxines LPS (Cani et al.
2008)
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Les résultats obtenus dans notre éindeitrosur des cellules coliques humaines
Caco-2/lTCTWUDLWPpPHY DX '+$ HQ SUpVHQFH RX QRQ GH /36 PRQ’
des protéines de jonctions serrées ZO-1 (et OCLN, résultat non présenté) et une amélioration de
la perméabilité para-cellulaire comparativement a des traitements au LA et OA, confortant ainsi les
UpVXOWDWY SUpFpGHQWY '"-DXWUHV DSSURFKHV RQW pJD
mainten O-LQWpJULWp GH OD EDUULqQUH pSLWKpOLDOH SDU
électrique transépithéliale (Li et al., 2008b, Willemsen et al., 2008) ou par une redistribution
intracellulaire des protéines de jonctions serrées (Roig-Perez et al., 2004). De telles protections de
la barriere intestinale par les AGPI en n-3 ont également été mises en évidence chez le porc (Liu et
al., 2012a), et dans un modele de colite chez le rat (Li et al., 2008c)

(Q O\OHV HW DO RQW GpPRQWU®atesHowis Destarited L VW U
affecte le microbiote de leur progéniture en entrainant la diminution de la réponse inflammatoire.
Cela suggere que les propriétés anti-inflammatoires de ces AG pourraient perdurer de génération
HQ JpQpUDWLRQ DSUQqV O :H[BRWOQWLLRI® O Mtadt QUM rdapiatd Y HU V
(Myles et al.,, 2014)/H PLFURELRWH LQWHVWLQDO MRXDQW XQ U
PQHUJpWLT XBackhed € aK,{2004, Turnbaugh et al., 2006), le métabolisme glucidique
(Cani et al., 2007a, Cani et al., 2008, Cani et al., 2008) O-LQIOD P P Bagbti®&e@ FKUR C
O - R E{dri &t @l., 2007a, Cani et al., 2008, Cani et al., 2005, Geurts et al., 2011) et les LPS
EDFWpULHQV MRXDQW XQ U{OH LPSRUWDQW GDQV O:-DSSDL
maladies métaboliques associées (Cani et al., 2007a), nous nous sommes donc par la suite intéress
j O-LPSDFW G143 %ur$e @icrbb@teQntestinal en conditions obésogénes.

Dans notre premiere expérimentation nutritionnelle, une analyse du microbiome caecal a révélé
une abondance similaire des grands phyla badi&itéroideteBirmicutes/ec néanmoins une
abondance relative plus importanteBdetéroide®2#7 chez les souris sauvages et les souris
transgéniques fat-1 soumises a un régime hyperlipidique et glucidique. Des résultats différents ont
été obtenus par Ley et collaborateurs, qui ont montré une réduction signifiéati/e ds
Bactéroidetesne plus forte proportion EBirmicutetans le microbiote caecal de souris obéses par
rapport a des souris minces (Ley et al., 2005). Cependant, cette analyse montre une diversité
microbienne plus importante chez les souris transgéniques fat-1 par rapport aux souris sauvages,
FH TXL D UpFHPPHQW pWp PRQWUp FRPPH IDFWEBXIAr'SsUpGLFV
et al., 2013).

113



Discussion générale

De plus, nous avons montré que le microbiote caecal des souris transgéniques fat-1 était enrichi en
phylumVerrucomicrolataiplus particulieremehkkermansial XH O-RQ UHWURXYH HQYL
de15% chez les souris fat-1 comparativement aux souris sauvages. Cette bactérie & Gram négatif,
résidant dans la couche de mucus ou elle utilise les protéines mucines comme substrats

énergétiques, représente généralement 1 a 5 % du microbiote intestinal (Belzer and de Vos, 2012)

Sécrétée par les cellules caliciformes, la mugueuse constitue un milieu de choix pour les bactéries
en tant que source nutritionnelle, ce qui permet de confiner les agents pathogénes dans sa couche
externe (Etzold and Juge, 2014HV pWXGHV RQW PRQWUpPV O-LQIOXHQFF
envers le microbiote et la défectuosité en mucines (par exemple MUC2), menerait a un déséquilibre
du microbiote en faveur @dostridium diffil@ebo et al., 2015), tandis que certaines populations

bactériennes protégeraient la muqueuse (Jakobsson et al., 2015).

%LHQ TXH QRXV Q-D\RQV SDV pWDEOL GH OLHQ e6UHFW H
proportion relative eAkkermansigf HWWH PRGLILFDW L RRkenans@iez @& VWULE
souris fat-1 pourrait également expliquer en partie les effets de ces acides gras sur la prévention de
O-REpVLWp FKHEn@et\c&X bdctérié B ¥fe montrée comme étant impliquée dans le
contrdle de la fonction barriére intestinale (Cani et al., 2013, Zhang et al., 2013) et son abondance
dans le microbiote intestinal ayant été inversement corrélée au poids corporel (Anhe et al., 2015,
Shinetal., 2014)(O0OH SRXUUDLW GRQF SHUP HMAWdIdéveRQppedEhR W H F W
G-XQ VIQGURPH PpWD ERO(EVerart d .YVRE3. Rogpthardeet al., 2015). Des
FKDQJHPHQWYV G AkikeraBFHXYQIRMWHER QF DSSDUDVWUH HQ O-I
des proportions drirmicutesidBactéroidetesnmeFHOD D pWp PRQWUp UpFHPPHQ\
VXU OHV HITHWV G- XQ H[WUDLW(/&h &dDDDEBEHUUN ULFKH HQ ST

Ainsi, les AGPl en n-3,@ DXJPHQWDQW O D E R Q GkReinfaHsidui €W LYH G
microbiote intestinal des souris fat-1 comparativement a des souris sauvages, peuvent réduire la
perméabilité intestinale et le passage des LPS au niveau systémique, protégeant ainsi ces sour
G-XQH SULVH GH SRLGVY H[FHVVLYH HW GHV SHUWXUEDWLR

Dans une seconde nutritionnelle réalisée suite a la transplantation réciproque de microbiote
fécal entre souris sauvages et souris fat-1, nous avons monfrésaprases de régime HFHS,
gue des souris sauvages transplantées avec du microbiote de souris transgéniques fat-1 présentaie
une prise de poids réduite, comparativement a des souris sauvages non transplantées. Ceci
V-DFFRPSDJQH G-XQH DPpOLRUD WleRGonctidn bebriew Rtegina@.QFH D
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En revanche, la transplantation du microbiote des souris sauvages vers les sQuriBfa&DV R X
SHX G-HIIHW VLJQLILFDWLI &HWWH REVHUYDWLRQ HVW HQ
du microbiote WHVWLQDO GDQV OD SK\WWLRORJLH GH O-K{WH I
GpYHORSSHPHQW G-XQH REpVLWpPp LQGXLWH SDU XQ UpJLPH
des AGPI en n-3 dans la prévention de ce phénoméne de prise de poids et désordres associés.
&RQFHUQDQW O -pWXGH GX PLFURELRWH OHV VRXULV WUDQ
FHX[ UHWURXYpV FKH] OHV VRXULV VD X¥ruddinicrofsBuliats LO QH
non présentés). Le méme constat est faitcddcgw OD FRPSDUDLVRQ GH O-pFRO|
les souris sauvages transplantées et les souris fat-1 transplantées (résultats noGgqmésentés).
SRXUUDLW rWUH H[SOLTXp HQ SDUWLH SDU XQ ELDLV GH S
streptomycine sur 24h, qui pourrait orienter le microbiote intestinal vers une espece opportuniste
UpVLVWDQFH j FHW DQWLELRWLTXH HPSrFKDQW SHXW rWUF

telles que légerrucomicrobia
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/[ -HQVHPEOH GH FH W UjDeYI&slsQuriP trevsgEin@QupsyfatG prréserttent une
teneur élevée en phylum bactéAdermansi@omparativement aux souris sauvages, chez
lesquelles il est pratiguement absetd, PHWWDQW GH SUpVHUYHU O-LQWpJUL
O -LQWVAD\HWR. QL QW LHQ Gptiot€inds [d8 [dhtiovid SR1IQEeS, ldn particulier ZO-1. Ce
phénomene permeXQH SUpYHQWLRQ GH O-K\SHUSHUPpDELOLWp
métabdOLTXH DYHF HQ FRQVPTXHQFH XQH UpGXFWLRQ GHV W
G-XQH REpVLWp DOLPHQW D L lhMitrggaHW tkdipevhXrDaly DHA e veRu@sY FR Q
Caco-2/TC7, qui montre un maintien de la perméabilité épithéliale en relation avec une
DXJPHQWDWLRQ GH O-H[SUH Y VdrrBed, ¢b HréSadde Wupriodé¢ U PS ¢hnsI R Q

le milieu de culture.

&HYV UpVXOWDWY VRQW DXWDQW ea fdartiel 4 priéventiov ds HU P H \
O-REpVLWp nécetau @luca3dVdr Qe la Bstéatose hépatique observées chez les souris

transgéniques fat-1 soumises a un régime obésogene.

[-K\SRWKqVH G- XQH LPSOLFDWLRQ GX PLFURELRWH GDQ
T X - Xt@é$plantation de bactéries fécales provenant de souris fat-1 a des souris sauvages
maintenues sous régime obésogeéene atténue la prise de poids et le développement de désordre:

associés.

$LQVL O XWdacidds \gasVvdoRitsatGresVen n-3 afin de endeluhicrobiote
intestinal en faveu® - X Q H D X J P AkievkhBrdidpRapait&emme une stratégie prometteuse
de préventionoudERQWU{OH GH O -LQWMUBEEZDODWLRQ GH O-REpVLWp
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Figure 24 Schéma récapitulatif des actions des AGPI en3-

Les AGPlenn- SUpYLHQQHQW GX GpYHORSSHPHQW G-XQH REpVLW
intestinale. Ils préviennent des altérations du microlR WH HW PDLQWLHQQHQW O
O-H[SUHVVLRQ GHV SURWpLQHV GH MRQFWLRQV $LQVL LOV I
UpGXLVHQW O-HQGRWR[pPLH PpINaDissénOdgdientént SH VesiridadietQ Q
meétaboliques secondaires associdé j O -REpVLWp ,0V SUpYLHQQHQW OH
stéatose hépatique et améliorent la tolérance au glucose, principalement au niveau musculaire



Conclusion et Perspectives

En perspectivesLO FRQYLHQGUDLW @dmpidsKasdnttantioud e tdibles WV G -
doses de LP8iades pompes a diffusion sous-cutanée, couplée a un régime obésogéne afin
G-H[DFHUEHU OD FRPSRVDQWH LQIODPPDWRLWHSGHHUO -HQGR"
pourrons vérifier si les souris fat-1 sont également résistantes a une prise de poids induite par un
régime obésogene couplé a une infusion continue de LPS. Pour cela, des souris sauvages e
transgéniques fat-1, seront soumises a un régime obésdgemeini-pompes osmotiques Alzet
contenant soit du LPS soit une solution saline leur seront implantées par voie intrapéritonéale. Au
cours de cette période, des mesures anthropométriques seront séaigéesdéral, mesure de
la prise alimentaire, quantification de la masse grasse et de la masse maigre par QNMR
(Quantitative Nuclear Magnetic Resonnance). Les composantes intestinales des animaux seront
ensuite envisagées par des approches expérimentales semblables a celles utilisées durant ce trav
de thése.

Par ailleurs, les effets des AGPI en n-3 sur le trarsspguin des LPS et leur
détoxification en conditions obésogénes pourraient étre étudiés. En effet, il a été observé que la
lisison des LPS avec les lipoprotéines préveia@ UWLHOOHPHQW O-DFW
macrophages/monocytes et la sécrétion de cytokines inflammatoires en réponse a une
endotoxémie (Cavaillon et al., 1990, Harris et al., 1898H] OHV PDPPLIgQUHV O:-pO
LPS se fait de fagon comparable a la voie métabolique du transport inverse du cholestérol et son
captage par les récepteurs hépatiques (Glomset, 1968, Hampton et al., 1991, Hampton and Raetz,
1991, Acton et al., 1996). Il a été montré que la PLTP (protéine de transfert des phospholipides),
jouait un r6leLPSRUWDQW GDQV O {pautid? leQdd W2008)Q Cler s /Daris
transgéniques fat-1, la prise en charge des LPS par la PLTP et leur élimination par la voie hépato-
biliaire pourrait étre modifilms G- XQH O L Q G X F Wadr RaQpo@ H leDrshhanpoloy W
VDXYDJHV HW FH G-DXWDQW TXH GDQV XQH IDLEOH SURSRL
par le microbiote en acides biliaires secondaires (Gerard et al/ROGpYHORSSHPHQW
modele PLTPKO/fat-1 permettrait de conforter les résultats de cette étude.

Enfin, dans le but d6 R P S O p W HeltrabspamatiGnHroisée de matiere fécale entre
des souris sauvages et transgéniques fat-1, il serait intéressant de réaliser des transptsntations féca
provenant de souris transgeéniques fat-1 et sauvages chez des souristakénigjués- pbyaiswWHU OH
eventuels enlienavec: XWLOLV DW kRtZe@ lX@x\Wousredinve stdndatd et sous régime
obésogeéne.
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Overexpression of the tyrosine kinase receptor ErbB2/HER2/Neu, occurs in 25% e 30% of invasive breast
cancer (BC) with poor patient prognosis. Even if numerous studies have shown prevention of breast
cancer by n-3 fatty acid intake, the experimental conditions under which n-3 fatty acids exert their
protective effect have been variable from study to study, preventing unifying conclusions. Due to con-
founding factors, inconsistencies still remain regarding protective effects of n-3 polyunsaturated fatty
acids (PUFA) on BC. When animals are fed with dietary supplementation in n-3 fatty acids (the traditional
approach to modify tissue content and decrease the n-6/n-3 ratio) complex dietary interactions can occur
among dietary lipids (antioxidants, vitamins

. ) that can modulate the activity of n-3 fatty acids. So, what

are the speci c roles of these n-3 PUFA in reducing breast cancer risk and particularly preventing HER2-
positive breast cancer? In this review, we discuss crucial points that may account for discrepancies of
results and provide a highly effective genetic approach that can eliminate confounding factors of diet for
evaluating the molecular mechanisms of n-3 PUFA in HER2 signaling pathway regulation. The fat-1
transgenic mouse model is capable of converting n-6 to n-3 fatty acids leading to an increase in n-3
fatty acid content with a balanced n-6/n-3 fatty acid ratio in all tissues. The fat-1 mouse model allows
well-controlled studies in HER2-positive breast cancer prevention to be performed, without the con ict
of potential confounding factors of diet.

2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Breast cancer (BC) is the most frequent cancer in woman.
Considered as one of the cancers of better prognosis, it however
remains, with a current mortality rate of 40%, one of the most
threatening mortality factors throughout the world despite signif-
icant advancements in early detection techniques and relevant
therapeutic approaches. Breast cancer is a highly heterogeneous
disease in its clinical and histologic forms. Five subtypes of breast
cancer are proposed according to molecular analysis: 1) Normal-
like, 2) Luminal A and luminal B, both of which being estrogen
receptor (ER)-positive; 3) basal (ER-negative) and HER2-
overexpressing [1]. HER2 is a member of the epidermal growth
factor family of transmembrane receptors (Erbb family) which are
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known to be potent mediators of normal cell growth and devel-
opment [2,3]. The individual HER proteins have nonredundant
functions and unique attributes, and heterodimerization consti-
tutes the predominant mode of signaling in this family [4]. So,
binding of small peptide ligand molecules to HER receptors triggers
homo- or heterodimerization and autophosphorylation, which re-
sults in enhanced cell proliferation, migration and invasion  [5,6] via
PI3K/AKT/b-catenin downstream signaling pathway [7]. The HER2/
HER3 heterodimer is considered to be the most active HER dimer
and is crucial for signaling in tumors containing ampli cation of
HER2[8,9] with respect to strength of interaction, ligand-induced
tyrosine kinase phosphorylation and downstream signaling  [8,10]
and functions as an oncogenic unit.

1. HER2/HERS process in breast cancer
HER2 has no de ned ligand but possesses an active tyrosine

kinase domain [11] whilst, in contrast, HER3 has several ligands,
including the neuregulins (NRG) 1 e4, but lacks intrinsic tyrosine
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kinase activity. HER2 ampli cation and overexpression have been
reported in a number of human tumors, occurs in 25% e 30% of
invasive BCs[12] and is associated with a more aggressive pheno-
type and a poor patient prognosis [13] because of a high incidence
of metastasis [14] and intrinsic resistance to endocrine and con-
ventional chemotherapy [15,16]. HERS3 is often expressed together
with HER2 in this disease [17]. While both receptors are considered
promising targets for therapy, the overemphasis on HER2 has
shadowed the important role of HER3 in resistance to HER2-
targeted therapies [18,19]. HER3 seems to be the preferred dimer-
ization partner when signaling occurs through the PI3K pathway
[3] and, as such, is emerging as a key target for inhibition of Errb
signaling. The HER2/HER3 dimer is crucial for HER2-mediated
signaling in tumors containing ampli  cations of HER2 [8e 10].
Moreover, HERS3 is as crucial as HER2 in maintaining cell prolifer-
ation in BC cells overexpressing HER2 [20,21] . In three-dimensional
culture and in xenograft BC models, loss of HER3 function results in
areduced Akt phosphorylation of 50% and a rapid tumor regression.
Interfering with signaling through the HER2/HER3 dimer offers
an alternative therapeutic strategy to targeting HER2 alone. Then,
Anti-Erbb tyrosine kinase inhibitors might block HER3-dependent
signaling through the PI3K-Akt pathway [22], requisite step in the
ability of HERS3 to interact with and activate downstream compo-
nents of the PI3K-Akt pathway ( Fig. 1). Xenograft studies with tu-
mors generated using breast cancer cell lines or mouse embryonic
broblasts transformed with HER2 indicated that targeting HER2
with murine monoclonal antibodies is a lasting approach for
inhibiting HER2 and leading to anti-tumor activity [23,24]. The
monoclonal antibody Trastuzumab binds to the extracellular
membrane portion of HER2 and suppresses HER2 signaling activ-
ity, resulting in inhibition of downstream signaling pathways, cell
arrest and a reduction in angiogenesis [25e 27]. It has been sug-
gested that the anti-signaling effect of trastuzumab might be

Fig. 1. Proposed schematic HER2/HER3b-catenin signaling pathway. Binding of small
peptide ligand molecules (Heregulin) to HER receptors triggers HER2/HER3 hetero-
dimerization to form an oncogenic unit activating the PI3K/Akt downstream signaling
pathway which phosphorylates b-catenin. When phoshorylated, b-catenin translocates
to the nucleus and binds to the transcription factor TCF/LEF that induces transcription
of important downstream target genes implicated in cell proliferation, differentiation

and apoptosis such as c-Myc e.g.

mediated through the inhibition of PI3K-Akt pathway activation
[28,29].

2. Breast cancer prevention by n-3 polyunsaturated fatty
acids

As tumors overexpressing HER2 are generally resistant to ther-
apeutic agents, nutrition interventions might be promising thera-
peutic strategies in preventing and treating this aggressive subtype
of cancer, by ablating HER2/HER3 expression and/or interfering
with the interaction of HER2/HER3 heterodimers. Among other
factors, changes in food patterns are more often associated with an
increased incidence of cancers, as illustrated in migrant studies [30]
and nutritional recommendations are followed by a decreased
incidence of BC [31]. The contribution to mammary carcinogenesis
of the speci c fatty acid (FA) composition of the diet has received
considerable attention in the literature. Among the FA, n-3 and n-6
FA have been suggested to respectively decrease and increase
breast cancer risk [32]. Sources of n-3 FA include cold-water sh
[rich in eicosapentaenoic, EPA (20:5) and docosahexaenoic acid,
DHA (22:6)], seeds ( ax) and nuts, and some vegetable oils (soy
bean) [rich in a-linolenic acid (ALA, 18:3)]. Sources of n-6 FA are
vegetable oils (corn or saf ower oils) containing linoleic acid (LA,
18:2). Epidemiological and preclinical studies suggest a protective
effect of sh oil towards breast cancer [33,34]. Numerous experi-
mental studies indicate that n-3 FA may exert an antitumor action
by altering the cell-membrane phospholipid composition and,
consequently, affecting the expression and function of numerous
receptors, proteins, and lipid-derived signaling molecules. In
addition, in vivo studies demonstrate that n-3 fatty acids or their
metabolites are able to reduce cellular proliferation and increase
apoptosis in BC models [35]. Several of them show that animals
treated with n-3 or its metabolites exhibit mammary tumor pre-
vention [36e 38], with increments of reactive oxygen species for-
mation [38] and lipid peroxidation [39]. Akt is able to protect from
apoptosis by activating antiapoptotic genes [40] and directly pro-
moting cell survival by phosphorylating and inactivating compo-
nents of the apoptotic machinery. Akt also can activate
transcription factors such as NF- kB. In line of this, in vivo studies
show an increased apoptotic index of MCF-7 cells injected into

axseed oil-fed nude mice. This effect was probably due to the
downregulation of tyrosine kinase receptors such as EGFR and
HER2, and the subsequent downregulation of Akt [41]. It has also
been reported that n-3 FA suppressed HER2/neu signaling path-
ways involved in the pathogenesis of BC [42,43]. Moreover, a very
recent report showed that mice expressing MMTV-neu(ndl)-YD5
(Mouse Mammary Tumor Virus) an aggressive HER-2-positive BC
model, and endogenously synthesizing n-3 PUFA from n-6 can
mitigate tumor development [44]. Nevertheless, when the lifelong
tumor development has been investigated in this mammary
tumorigenesis model over-expressing HER2, mechanisms under-
lying such anti-cancer role of n-3 PUFA have not been elucidated.
Then, the relevance of HER2 pathway involvement remains to be
explored, as inhibitory dietary effects of eicosapentaenoic and do-
cosahexaenoic acids e the two main n-3 polyunsaturated fatty
acids (PUFAs) found in  sh oils e have been reported on HER family
members [45,46].

3. Con icting data and discrepancies regarding n-3-related
studies in breast cancer

Despite research providing evidence that dietary or exogenously
derived fatty acids may play a bene cial role in the etiology, evo-
lution and/or progression of BC, many inconsistencies and dis-
crepancies preclude de nitive conclusions [47]. So, epidemiologic
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studies have been inconclusive relative to the protective effects of
n-3 FA against breast cancer development [33]. In regards to these
observations, no recommendation can be proposed to women
about n-3 FA ingestion for reduction of BC risk. Preclinical studies
tend to support a protective effect of n-3 fatty acids in breast cancer
prevention [39,43], but other studies showed no protection with
increasing n-3 fatty acid intake [48,49], and some reported pro-
motion of mammary carcinogenesis by  sh oil [39,50e 52]. More-
over, Holmes MD et al. [53], found an increased risk of BC associated
with higher dietary marine n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA)

in a cohort study with 88,795 women.

Most of the discrepancies described above (no protection, pro-
tection or promotion of BC by n-3 FA) may be explain by the fact
that the experimental conditions (source of fatty acids, doses,
duration of diet . ) under which n-3 fatty acids exert their protec-
tive effect have been variable from study to study, preventing
regular conclusions. Although feeding animals with dietary sup-
plementation in n-3 PUFA is a traditional and safe approach to
modify tissue nutrient composition and to establish an n-6/n-3
ratio close to 2 e 5:1, it has a number of limitations.

One of the rst limitations is the variability in n-3 fatty acid
content of the diet which is likely to have introduced signi cant
experimental variability among studies, because n-3 FA levels differ
among sh species, as well as within same species, owing to their
developmental age, the season, and their diet at time of harvest,

thus making it dif cult to compare them to another [54]. Such
variations may be biologically important if the bene cial effect of
sh oil is restricted to a narrow n-6/n-3 ratio or to speci c FA.

Therefore, it appears that DHA is more active than EPA in inhibiting
mammary tumorigenesis by interfering with prostaglandin meta-
bolism [55,56].

Feeding animals sh oil supplement by gavage instead of mixing
itinthe diet [57,58] could modify the biological ef  ciency of the n-3
fatty acids.

Feeding animals with different diets that consist of many com-
ponents with different materials can bring in many variations be-
tween experimental groups. So, these variations act as confounding
factors and may contribute to inconsistentor con icting results. For
example, sh oils and plant seed or vegetable oils are generally
used to provide n-3 and n-6 FA, respectively. These FA are derived
from different sources and probably contain other bioactive com-
pounds that may interact and therefore add further complexity to
their evaluation and affect the study outcomes of interest. Indeed,
marine oils, generally used in nutritional studies contain EPA and
DHA but also other fatty acids and are particularly rich in vitamin D.
Thus, it has been shown that oleic acid (18:1n-9) activates phos-
phatidylinositol 3-kinase, promotes proliferation and reduces
apoptosis of MDA-MB-231 BC cells [59] and Chatterjee M and col-
leagues [58] showed, in a multitargeted approach, that the com-
bination of vitamin D with Max-epa (a sh oil supplement) was
twice as effective as the individual treatments in reducing tumor
incidence and multiplicity. Consequently, it is still very dif cult to
understand the speci c roles of n-3 PUFAs on BC prevention
regarding the numerous variables arising from the diets.

To achieve a signi cant increase of n-3 PUFA in tissue concen-
tration in vivo requires a chronic intake of high doses of n-3 PUFA
for a period of several weeks. It is well recognized that the poly-
unsaturated fatty acids are highly unstable and susceptible to
oxidation. Therefore many variables arising from the diet and
feeding procedure can potentially impose confounding factors.
Moreover, dietary fatty acid bioavailability to cells involves a series
of physiological processes including fatty acid digestion, absorp-
tion, transport, and metabolism which are altered in cancer.

It looks clear that diets and particularly n-3 FA supplementa-
tions bring many other components that may interfere and also add

further complexity to their evaluation. Nevertheless, factors such as
oil origin, preparation and storage of the diets, feeding procedures
are not often discussed in n-3-related studies. Thus, the use of a
mouse genetic model would allow to modify tissue essential fatty
acid composition and particularly balanced the n-6/n-3 ratio
under well-controlled conditions and be essential for identifying
the speci ¢ roles of n-3 PUFA and addressing nutrient e gene
interactions.

4. The fat-1 transgenic mouse model

Although mammals contain the enzymatic activity to convert LA
(18:2n-6) and ALA (18:3 n-3) to the longer-chain PUFA (where the
rate of conversion is limiting), they lack the 12- and 15-desaturase
activities necessary to synthesize the precursor (parent) PUFA, LA,
and ALA [60,61]: so these last must be present in our diet.
Furthermore, the n-3 and n-6 PUFA are not interconvertible in
mammalian cells [62]. Thus, LA, ALA and their elongation and
desaturation products are considered essential fatty acids in
mammalian and particularly in humans  [63]. In 1997, a fat-1 gene
encoding a n-3 fatty acid desaturase has been cloned from the
roundworm Caenorhabditis elegang64] . Interestingly, this enzyme,
when expressed in the plant Arabidopsis, can catalyze the conver-
sion of n-6 PUFA to n-3 PUFA by introducing a n-3 double bond into
their hydrocarbon chains. A study has demonstrated clearly that
the fat-1 gene can be expressed functionally in mammalian cells,
and its expression could confer cells capability of converting n-6
PUFA to corresponding n-3 PUFA, leading to a balanced n-6/n-3
ratio and a change in eicosanoid production [65]. Thus, this fat-1
gene has been used to create a transgenic mouse model [66] e the
fat-1 mouse e able of converting n-6 to n-3 fatty acids ( Fig. 2). By
the use of a diet rich in n-6 PUFA and containing very little n-3 PUFA
(similar to the western diet), fat-1 mice exhibit a tissue lipid pro le
very different from that of the wild-type mice: tissues of the wild-
type mice are essentially constituted by n-6 PUFA (especially LA
and AA) and have little n-3 PUFA in their tissues as the animals
cannot naturally produce n-3 from n-6 FA, these n-3 FA resulting
exclusively from food supply. On the other hand, tissues of the fat-1
mice are rich in n-3 PUFA (especially ALA, EPA and DHA derived
from n-6 fatty acids). The n-6 PUFA tissue levels of these mice are
strongly reduced compared to those observed in the wild type mice
[67]. The fat-1 mice n-6 PUFA are massively converted into n-3
PUFA changing their n-6/n-3 ratio from 20 to 50:1 to approximately
1:1. This n-3-rich pro le with drastic decrease of the n-6/n-3 ratio
can be observed in all the organs and tissues such as liver, heart,
kidneys, brain, muscles, and lungs [64] without changing the mass
of tissue fatty acids [67]. These data clearly show that, contrary to
the wild-type animals, the transgenic mice expressing the fat-1
gene are able to produce n-3 FA from n-6 FA leading to a n-3 tissue
enrichment without the need of dietary n-3 supply, source of
confounding factors.

Thus, the use of fat-1 transgenic mice is such a desirable animal
model that can quickly and effectively evidence therapeutic and
disease-preventive effects of n-3 fatty acids in breast cancer,
without the need of ingestion of supplements or change in dietary
habits. In comparison with conventional dietary intervention, this
approach is more effective in balancing the n-6 to n-3 ratio not only
because it does elevate tissue concentrations of n-3 PUFA, but also
because it does decrease the levels of excessive endogenous n-6
PUFA [66] that is ideal for identifying the speci c roles of n-3
PUFA and addressing nutrient e gene interactions. Then, this
mouse model would represent a useful in vivo system for giving
new insights of the role of n-6/n-3 fatty acid ratio in breast
cancer tumorigenesis. We very recently examined the impact of
enhanced n-3 PUFA production, by inducing xenografts in the fat-1
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Fig. 2. Alteration of HER2 signaling pathway by balancing n-6/n-3 fatty acid ratio: the fat-1 transgenic mouse model. The transgenic mouse model was genetically engineered to
carry a gene from the roundworm Caenorhabditis elegans namely fat-1, which encodes a n-3 fatty acid desaturase (A). The n-3 desaturase (that does not exist in mammalian cells)
can catalyze introduction of a double bound into n-6 fatty acids at the n-3 position of their hydrocarbon chain to form n-3 fatty acids (B). The wild-type animals exhibit little or no n-

3 fatty acids in their tissues, whereas the fat-1 transgenic mice have signi cant amounts of n-3 fatty acids and their resulting n-6/n-3 fatty acid ratio is close to 1 in all of their
organsftissues (C). The fat-1 transgenic mouse model would be a useful in vivo system for giving new insights of the role of a balanced n-6/n-3 fatty acid ratio and the impact of
enhanced n-3 PUFA production toward the development of breast cancer and more particularly the regulation of HER2/HER3/  b-catenin/ c-Myc signaling pathway (D).
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ABSTRACT

Obesity is associated with chronic low-grade inflammatory state and secondary metabolic
disorders, such as insulin-resistance, glucose intolerance and hepatic steatosis. Gut microbiota
seems to play an important role in these obesity features. Moreover, microbiota dysbiosis has been
shown to be associated with increased systemic lipopolysaccharides levels, called metabolic
endotoxemia. N-3 PUFAs are anti-obesity and anti-inflammatory molecules able to modulate gut
microbiota and prevent metabolic endotoxemia. We showed that fat-1 transgenic mice,
endogenously synthetizing n-3 PUFAs, resist to obesity development and comorbidities when
submitted to diet-induced obesity ¥8mweeks. These mice exhibit a maintained intestinal barrier
function and a prevention of metabolic endotoxemia. Moreover, cecal microbiota analysis revealed
an increase of Akkermansia phylum. Microbiota transplantataii ehite to wild type mice
was shown to exert proteeteffects against diet-induced obesity and associated disorders. Thus,
increasing gut microbiofkkermansipopulation by appropriate n-3 PUFAs may represent a

promising strategy to prevent obesity, insulin-resistance, glucose intolerance and hepatic steatosis.

Key words: Obesity ; intestinal permeability ; metabolic endotoxemia ; gut microbiota

n-3 PUFAs ; fat-1 mice



RESUME

L - R E p ¥st Aépociée a un état inflammatoire chronique de basDdrd@& L TX-j GH\
FRPSOLFDWLRQV PpWDEROLTXHM PHRFRWOGOEY HY - WHW R @ yUD>
la stéatose hépatiquea composition bactérienne intestinale semble tenir une place importante
GDQV O-DSSDULWLRQ GH FHVY FRPSOLFDWLRQV ,0 D HQ HIIF
un régime obésogene était associée a une endotoxémie métabolique caractérisée par une
augmentation des concentrations circulantes de lipopolysaccharides bactériens. Les AGPI en
n-3 possedent des propriétés anti-obésogenes et anti-inflammatoires qui pourraient passer par une
PRGXODWLRQ GX PLFURELRWH LQWHVWLQDO HW XQH SUpYH
montré que des souris transgéniques fat-1, présentant des teneurs tissulaires en AGPI en
n-3 élevéesoumises durat8 VHPDLQHV j XQ UpJLPH REpVRJgqQH pWDLH
aux troubles métaboliques associés. Ces animaux présentent un maintien de la fonction barriere
LQWHVWLQDOH HW XQH SUpYH@VWE RIE, G atalys€ddd Risrébjqie® LH P
caecal révéle une augmentation du ptAkliermansig QILQ QRXV DYRQV PRQWUp T
de matériel fécal de souris fat-1 a des souris sauvages maintenues sous régime obésogéne prote
ces derniéres du développd QW G-XQH REpVLWp HW GHV FRPRUELG
augmentation de la teneur Akkermansiau niveau intestinal par les AGPI en n-3, peut
représenter une stratégie intéressartte SUpYHQWLRQ GH O-RE pé&istdhge, DLQVL

O tdlé@ance au glucose et la stéatose hépatique qui lui sont associées.

Mots-clés : Obésité ; perméabilité intestinale ; endotoxémie métabolique ; microbiote; intestinale

AGPI en n-3 ; souris transgéniques fat-1



