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Préambule

L’obésité se définit comme « une accumulation anormale ou excessive de graisse qui
présente un risque pour la santé ». De nombreuses causes endogenes et environnementales peuvent
conduire a cet exces de lipides. Cependant, dans la plupart des cas, 'obésité est la conséquence d’un
déséquilibre chronique de la balance énergétique et plus spécifiquement de la balance de répartition
des graisses, entre [-oxydation et stockage. L’obésité est étroitement liée a une alimentation
déséquilibrée hypercalorique associée a une augmentation de la sédentarité. Il est maintenant
clairement établi que I'obésité est associée a une augmentation significative de la morbidité et de la
mortalité puisqu’elle constitue a elle seule un facteur de risque indépendant de maladies
cardiovasculaires, de certains cancers, mais aussi de dyslipidémies, d’insulino-résistance et de
diabete. Ainsi, obésité est le 5 facteur de risque de déces au niveau mondial et fait 2,8 millions de
victimes chaque année. Considérée comme une véritable pandémie, 'obésité concernait en 2014,

au niveau mondial, 600 millions d’adultes et 42 millions d’enfants de moins de 5 ans.

Depuis les années 60, 'alimentation occidentale connait un déséquilibre croissant des apports entre
les deux grandes familles d’acides gras polyinsaturés (AGPI) : les n-6 et les n-3. Cette évolution des
habitudes alimentaires provoque une diminution de la disponibilité tissulaire en AGPI en n-3 a
longue chailne, en particulier de l'acide eicosapentaénoique (EPA, 20 :5 n-3) et de lacide
docosapentaénoique (DHA, 22 :6 n-3). Ce déséquilibre pourrait ainsi avoir contribué a
I'augmentation du nombre de cas d’obésité qui s’est étendue dans les pays développés au cours des
derniéres décennies. De nombreuses anomalies métaboliques peuvent néanmoins survenir avant
méme que le stade d’obésité critique soit atteint. Parmi les facteurs de risques d’insulino-résistance
et de diabete, on retrouve une lipémie élevée et prolongée et une inflammation de faible intensité

qui s’installe de maniere chronique.

Récemment, l'intérét porté au microbiote intestinal (majoritairement composé de bactéries,
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 que
obésité. Une perturbation spécifique au niveau du phylum avec un ratio Bactéroidetes/ Firmicutes
diminué a d’abord été montrée comme étant associée a I'obésité, et 'analyse plus profonde du genre

a montré une augmentation de certains représentants du genre Lactobacillus chez les individus



obeses et une diminution du genre Verrucomicrobia. Ces données mettent en avant U'implication de
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 manicre continue par la lyse des bactéries, peuvent étre co-
absorbées avec les acides gras alimentaires puis incorporées aux chylomicrons et véhiculées ainsi
vers les tissus cibles. Ayant la capacité d’activer les cellules immunitaires et d’induire alors la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, ces endotoxines participeraient a I’établissement et au
maintien d’un état inflammatoire chronique. Ces observations soulévent ’hypothese d’un lien entre
une alimentation trop riche, le microbiote intestinal, I'inflaimmation de bas bruit (endotoxémie

métabolique) et 'obésité.

Un intérét tout particulier doit donc étre porté a la modulation de la lipémie et de
Iinflammation métabolique. Des stratégies de prévention nutritionnelle ont alors vu le jour. En
effet, de nombreux travaux démontrent que la qualité, la quantité des lipides alimentaires
composant nos membranes biologiques peuvent affecter leur absorption intestinale et seraient

donc a méme de modifier d’autres effets métaboliques associés.

Bien que les données a ce sujet restent incomplétes et font débat actuellement, les AGPI
en n-3 (principalement 'EPA et le DHA) semblent jouer un role dans les processus de résolution
de 'inflammation 2 bas bruit en lien avec 'obésité Ainsi, il a été montré une amélioration du statut
inflammatoire, de l'obésité et ses complications métaboliques associées chez des animaux
supplémentés en AGPI en n-3. De plus, selon des études épidémiologiques et d’intervention chez
I’Homme, des apports élevés en AGPI en n-3 pourraient réduire les dyslipidémies et améliorer la
tolérance au glucose, et également prévenir I'apparition d’un diabéte de type 2 et des maladies
cardiovasculaires. Les AGPI en n-3 semblent de plus impliqués dans ’homéostasie intestinale. Une
supplémentation en AGPI en n-3 pourrait moduler 'écologie microbienne et atténuer la réponse
inflammatoire de 'organisme. Enfin, les AGPI en n-3 semblent capable d’influer sur la fonction
barriere de lintestin, notamment par 'augmentation de l'expression de protéines de jonctions

serrées et d’hormones participant au maintien et au renouvellement de 'endothélium intestinal.

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 (stérols, vitamines,...) pouvant en partie expliquer

I’hétérogénéité des résultats observés.



Mettant en jeu des teneurs tissulaires en AGPI en n-3 augmentées artificiellement par conversion
des AGPI en n-6 alimentaires, le modele transgénique murin fat-1 joue un réle clé dans I’étude des
effets des AGPI en n-3 sur de nombreuses pathologies métaboliques, sans passer par une

intervention nutritionnelle d’enrichissement en AGPI en n-3.

Dans ce contexte bibliographique, ma these a pour but d’étudier le réle potentiellement
protecteur des AGPI en n-3 endogenes (produits de manicere artificielle par conversion des AGPI
en n-6 alimentaires) sur le développement d’une obésité et d'une endotoxémie métabolique. Pour

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

Une étude 77 vivo chez la souris (transgénique fat-1 et sauvage) nous a permis d’appréhender
le role joué parles AGPI en n-3 endogenes sur les altérations du métabolisme lipidique et glucidique
lors de 'obésité induite par un régime riche en lipides et en glucides. Nous nous sommes intéressés
a I’évolution de la prise de poids par des pesées hebdomadaires ; la composition corporelle par des
mesures en résonnance magnétique de la masse grasse et masse maigre ; le métabolisme glucidique
par la réalisation d’un test de tolérance au glucose, la mesure de la glycémie et insulinémie a jeun,
et le transport de glucose ; la manifestation d’une stéatose hépatique par une analyse histologique
a Thuile rouge, de la composition en acides gras hépatique et 'expression de marqueurs
d’adipogénicité. Ensuite, 'hypothése que I'endotoxémie métabolique est 'un des facteurs
déclencheurs de I'inflammation bas bruit associée a 'obésité a été étudiée. Pour cela, nous nous
sommes intéressés a la composition du microbiote caecal, ainsi qu’a la perméabilité intestinale par

I’étude de I'expression de protéines de jonction serrées et a la quantification des LPS plasmatiques.

Une étude i vitro sur le modéle cellulaire colique d’adénocarcinome humaine, Caco-2/TC7,
pré-traités ou non aux acides gras puis avec ou sans LPS, nous a permis d’analyser plus précisément

les effets du DHA au niveau de la barriere épithéliale intestinale.

Enfin, une deuxi¢me étude nutritionnelle nous a permis d’analyser Iimpact d’une
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, glycémie,
stéatose hépatique), de perméabilité intestinale et d’endotoxémie métabolique. Ainsi, les effets des
AGPI en n-3 endogeénes, combiné au microbiote, sur les manifestations l'obésité et ces

complications métaboliques associées, ont été étudiés.



Ce mémoire est constitué tout d’abord dune étude bibliographique organisée autour

de 12 chapitres.

Les chapitres 1 a 3 décrivent 'obésité, son étiologie et les pathologies associées. Le microbiote
intestinal, les maladies métaboliques associées, le concept d’endotoxémie métabolique et la
perméabilité intestinale sont ensuite détaillés dans les chapitres 4 a 7. Les AGPI, leur biosynthé¢se
et leurs roles, ainsi que certains aspects fonctionnels sont abordés dans les chapitres 8 et 9. Enfin,
les chapitres 10 a 12, qui décrivent les difficultés inhérentes aux études nutritionnelles sur les AGPI
en n-3 et de lintérét potentiel du modele transgénique murin fat-1 pour apporter une meilleure

compréhension, terminent cette revue bibliographique.

L’énoncé des hypothéses et objectifs fait suite aux données de la littérature, puis les résultats
obtenus sont présentés sous forme d’un article (1* auteur) soumis, suivi d’une discussion générale.

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, apres les

références bibliographiques.
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1 obésité

|. L2obésité

Lobésité est un enjeu majeur de santé publique qui a atteint des proportions pandémiques
depuis les années 1980. En dépit des efforts de la communauté scientifique et des professionnels
de santé pour la comprendre et la traiter, le nombre de personnes atteintes ne cesse d’augmenter.
Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 'obésité est une maladie chronique, présente
dans les pays développés comme dans les pays en développement et qui touche les enfants comme
les adultes. Elle est souvent définie simplement comme « une accumulation anormale ou excessive
de graisse qui présente un risque pour la santé ». Elle est la conséquence d’un déréglement prolongé
de la balance énergétique, résultant d’un exces de calories ingérées combiné a un manque de
dépenses énergétiques. La dépense énergétique totale se définit en trois compartiments : le
métabolisme basal ou dépense énergétique de repos (compte pour 60 % de la dépense totale), la

thermogenese post-prandiale (10 %) et I'activité physique (30 %) qui est la seule part variable.

La répartition anatomique de la masse grasse semble jouer un role important dans les
risques associés a 'obésité. Ainsi, une localisation abdominale de la masse grasse est un facteur de
risque accru de maladie (OMS (2000)). Pour une prise en charge appropriée de 'obésité, il est donc
utile de pouvoir distinguer les sujets présentant un risque accru du fait d’'une « répartition
abdominale de la graisse », connue sous le nom d’« obésité androide », de ceux qui montrent une
répartition « gynoide » avec moins de retentissements pour la santé, dans laquelle la graisse se

répartit plus uniformément et de fagon périphérique.

L’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
déficit pondéral, du surpoids et de Pobésité chez ’adulte. 1l y a obésité lorsque 'IMC est = 30,0.
Cette classification comprend une subdivision supplémentaire pour les IMC compris
entre 35,0 et 39,9 et des options de prise en charge différentes, les risques associés étant plus

séveres. Cette classification est principalement basée sur I'association entre IMC et mortalité

(tableau 1).

L’IMC possede cependant ses propres limites et ne permet pas de distinguer le poids associé
a la masse musculaire de celui associé au TA. Ainsi, le rapport entre IMC et masse grasse subit des
variations en fonction de la corpulence et de la constitution morphologique, et 'on a souvent
montré quun IMC donné ne correspond pas forcément au méme degré d’embonpoint d’une

population a l'autre (Swinburn et al., 1996, Forbes and Reina, 1970, Rolland-Cachera et al., 1991,



Statut IMC (kg/m?) Risque
Insuffisance pondérale < 18,50 Faible
Eventail normal 18,50-24,99 Moyen
Surpoids 25,00-29,99 Modéré
Obésité modérée, catégorie 1 30,00-34,99 Modéré
Obésité sévere, catégorie 2 35,00-39,99 Important
Obésité morbide, catégorie 3 = 40,00 Tres important

Tableau 1 : Seuils de corpulence en fonction de PIMC

D’aprés OMS 2000
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Ross et al., 1994). Il est donc intéressant de disposer de méthodes complémentaires pour identifier
les sujets qui présentent un risque accru de maladies liées a 'obésité du fait d’une accumulation
abdominale de graisse. Il existe aujourd’hui des calculs basés, par exemple, sur le rapport taille
assise/taille debout qui permettent de corriger 'IMC pour tenir compte d’une longueur inhabituelle
des jambes (Norgan and Jones, 1995) et la mesure du périmétre abdominal (ou tour de taille) (Han
et al, 1997c, Lean et al, 1995) qui 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). D’autres techniques plus précises permettent d’étudier la composition corporelle de
I'individu. Cette composition corporelle fait appel a la mesure de la masse et de la proportion de
chacun des constituants de ’'organisme suivants : eau corporelle totale, la masse maigre, le contenu
minéral osseux, la masse grasse segmentaire et totale. Il existe alors trois grands types de techniques
permettant d’évaluer la composition corporelle (Lukaski, 1987, Jebb and Elia, 1993). Le premier
type quantifie, de maniere indirecte, la masse grasse, soit par mesure des plis cutanés (Durnin and
Womersley, 1974), soit par calcul de la densité corporelle (Katch et al., 1967). Le second type
quantifie le volume d’eau corporelle par impédancemétrie par exemple (Segal et al., 1991). Enfin,
le dernier type de techniques permet d’évaluer de fagon directe la répartition du tissu adipeux (TA).
11 s’agit des techniques de scanner a rayons X (Seidell et al., 1990, Kvist et al., 1986), d’imagerie par
résonance magnétique ou IRM (Abate et al., 1994, Barnard et al., 1996, Han et al., 1997a) ou encore
d’absorptiométrie biphotonique DEXA (Dual Energy X-ray Absorptiometry) (Svendsen et al.,
1993, Jebb et al., 1995, Fuller et al., 1999, Wang et al., 1999).

La prévalence du surpoids et de 'obésité augmente partout dans le monde a un rythme
alarmant, aussi bien chez enfant que chez I'adulte et les pays développés comme les pays en
développement sont touchés (Figure 1 et 2). De plus, ce probleme progresse rapidement. L’obésité
est plus fréquente chez la femme que chez 'homme, méme si le surpoids est plus fréquent chez ce
dernier (OMS (2000)). Aux Etats-Unis par exemple, 42 % des hommes et 28 % des femmes sont
en surpoids, et 21 % des hommes et 27 % des femmes sont obeses (Must et al., 1999). L’OMS
estimait en 2008 que 1,5 milliard de personnes de plus de 20 ans étaient en surpoids, parmi
lesquelles pres de 200 millions d’hommes et 300 millions de femmes étaient obeses. Une étude du
National Health and Nutrition Examination Survey en 2008 estime qu’en 2030, pres de 86 % de la
population pourrait étre en surpoids ou obéses et pres de 21 % d’adultes pourraient étre obeses si
aucune évolution dans la prise en charge n’apparait dans les années a venir. Ainsi, chez 'enfant et
’adolescent, la prévalence du surpoids pourrait augmenter d’un facteur 1,6 pour atteindre 30 %

d’ici 2030 (Wang et al., 2008).
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Enfin, en France, les différentes études ObEpi-Roche réalisées par I'Inserm
(entre 1997 et 2012) permettent d’observer une augmentation progressive de la prévalence de
Iobésité avec une augmentation relative de lobésité qui est estimée a 5,9 % par an

depuis 1997 (Figure 3).
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Figure 3 Répartition de Ia prévalence de I'obésité par tranche d’dge depuis 1997
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ll. Etiologie du surpoids et de ’obésité

Des changements environnementaux (urbanisation et mécanisation) et comportementaux
tels que la proportion croissante de lipides dans les régimes alimentaires, la valeur énergétique
accrue (tableau 2) (Drewnowski and Popkin, 1997), la diminution de lactivité physique,
I'augmentation des comportements sédentaires (Prentice and Jebb, 1995, Popkin, 2006) sont autant
de facteurs qui concourent a I'installation de 'obésité (OMS (2000)). Ces changements, opérés en
Iespace de quelques décennies, sont en partie responsables de la rapidité d’apparition de cette
pandémie d’obésité dans le monde (Popkin, 2006, Popkin and Nielsen, 2003). Popkin BM apporte
le concept de ‘transition nutritionnelle’, dévoilant une profonde modification des schémas
alimentaires (Popkin, 20006), se traduisant par une consommation accrue de produits d’origine
animale apportant des lipides partiellement hydrogénés — multiplication par 3 fois ces dernicres
années dans les pays en voie de développement et développés (Delgado, 2003) -, une diminution
de la consommation de fibres, une augmentation de la consommation de sucres raffinés (produits
suctés, boissons type soda) (Popkin and Nielsen, 2003) et enfin une augmentation de la taille des
portions et du grignotage. Par exemple, un exces énergétique de 10 kcal par jour équivaut a un
exces de poids de 0,45 kg par an, ce qui est alarmant puisque 'apport énergétique en exces se situe
plus pres des 49 a 133 keal, ce qui correspondrait a une prise de poids de 0,85 a 3,77 kg par an,
respectivement (Nielsen and Popkin, 2003).

La baisse de I'activité physique et/ou 'augmentation des comportements sédentaires jouent
un role important dans la prise de poids et 'apparition de 'obésité car ils réduisent fortement les
besoins énergétiques. Le changement majeur survenu dans ce domaine est lié aux avancées
technologiques ; ainsi les individus se dépensent moins pour les activités quotidiennes et loisirs.
Levine et collaborateurs ont montré une différence de dépense d’énergie entre individus obéses et
minces de 352 kcal par jour en moyenne, principalement due a une différence de posture (assis,
debout) et d’activité de marche journalicre. Sur une année, une dépense énergétique supplémentaire
de 352 kcal pourrait correspondre a une perte de poids de 15 kg si 'apport énergétique restait
inchangé. Le fait de se rendre sur son lieu de travail a pied plutot que par les transports motorisés
permettrait de dépenser en moyenne 150 kcal additionnelles par jour (Levine et al., 2005). Une
¢tude a estimé qu’il y a 150 ans, les individus dépensaient en moyenne 2,8 fois plus d’énergie
qu’aujourd’hui, cette différence représentant 16 km 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 prédictif de 'IMC quelques années plus tard (Dietz and Gortmaker,



Macronutriments Valeur énergétique

(Keal/g) K]/
Lipides 9 37
Alcool 7 29
Protéines 4 17
Glucides 4 16

Tableau 2 Teneur énergétique des macronutriments
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1985), tandis que Rissanen et collaborateurs ont montré qu’un faible degré d’activité physique
pendant les périodes de loisir est, chez I’adulte, un facteur prédictif d’une prise de poids importante

(= 5 kg) dans les 5 ans qui suivent (Rissanen et al., 1991).

Cependant, obésité ne peut se résoudre a simplement le résultat d’un changement dans
nos habitudes alimentaires et de notre absence d’activité physique, mais est communément
considérée comme une maladie multifactorielle complexe. Ainsi, des prédispositions génétiques
peuvent également concourir a apparition du surpoids et de I'obésité. Dans les années 1990, la
découverte du gene de la leptine a provoqué un regain d’intérét pour les influences génétiques et
métaboliques qui s’exercent lors du développement de 'obésité. En effet, une mutation du gene de
cette adipocytokine ou de celui de son récepteur entraine une obésité constitutive chez les souris
présentant ces mutations (Zhang et al., 1994). Chez ’'Homme, ces mutations conduisant a une prise
de poids excessive et une obésité sévere ne seraient qu’au nombre de 3, ne touchant qu’une dizaine
de personnes (Mazen et al., 2009). D’autre part, des mutations sur le géne codant pour 'enzyme
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 gene codant
le récepteur a la mélanocortine 4 (MC4R) représentent une forme assez fréquente d’obésité

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

D’autres facteurs peuvent également intervenir dans la prise de poids excessive. Selon
POMS (2000) le fait d’arréter de fumer, lapparition d’une maladie, ou les traitements
médicamenteux dont I'effet secondaire prédispose a une prise de poids plus importante de
lindividu. Les périodes de croissance, de l'enfance (rebond d’adiposité entre 5 et 7 ans) a
I’adolescence et les statuts physiologiques particuliers tels que la grossesse ou la ménopause

constituent également des périodes a risque pour le développement de 'obésité.

L’obésité augmente fortement les risques de développer certaines maladies et conduit a une
diminution générale de la qualit¢ 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 diabete de type 2 (DT2), lhypertension, les maladies cardiovasculaires, 'apnée du sommeil, la

dyslipidémie et certains cancers, mais également a divers problémes psychosociaux (OMS (2000)).

10



Pathologies associées a Pobésité

lll. Pathologies associées a ’obésité

III.1. Insulino-résistance et diabéte de type 2

Le maintien de ’homéostasie glucidique est assuré par existence de régulations impliquant
différents signaux endocriniens, métaboliques ou nerveux. Le glucagon et Iinsuline, deux
hormones peptidiques produites respectivement par les cellules « et 3 des ilots de Langerhans
pancréatiques, sont les principaux acteurs impliqués dans cette régulation. A jeun, ’homéostasie
glucidique est maintenue par une action hyperglycémiante du glucagon, et en période prandiale et
post-prandiale, par I'action hypoglycémiante de I'insuline. I’insuline joue un réle anabolique majeur
au niveau de 'organisme, dans la mise en réserve et l'utilisation des substrats énergétiques, qu'’ils
solent glucidiques ou lipidiques. Dans le muscle squelettique, I'insuline augmente le transport du
glucose et son oxydation, la synthése de glycogeéne et de protéines et inhibe la protéolyse et la
lipoprotéine lipase (LPL). Dans le TA, I'insuline augmente le transport du glucose et la LPL, et
inhibe la lipolyse. Dans le foie, I'insuline inhibe la glycogénolyse, la gluconéogencse et la sécrétion

de lipoprotéine de tres basse densité (VLDL) (Eckel, 1992).

IT1.1.1. L’insuline

Le gene de linsuline code pour une chaine peptidique, nommée pré-pro-insuline,
présentant un peptide signal de 24 acides 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 la
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 maturation de I'insuline,
formée alors des chaines A, comportant 21 acides aminés et B de 30 acides aminés (Figure 4). Le
monomere d’insuline est organisé sous forme de structure globulaire dont le centre est constitué
d’un noyau hydrophobe. La forme monomérique est la forme active de la protéine, cependant
insuline est capable de se dimériser spontanément : trois dimeres peuvent s’associer entre eux
pour former des hexameéres qui constituent la principale forme de stockage de I'insuline dans les

vésicules de sécrétion (Hua, 2010).

Il existe deux voies majeures d'action de l'insuline, l'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
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Figure 4 Maturation de Pinsuline

La pré-pro-insuline comporte un peptide signal qui sera clivé pour donner Ia pro-insuline. Le
peptide C présent au centre de Ia séquence de Ia pro-insuline sera ensuite éliminé pour donner
Pinsuline mature, composée de deux chaines A et B reliées entre elles par des ponts disulfures

(D’aprés Beta Cell Biology Consortium)
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I'IR est la voie passant par PI3K (Figure 5). L'insuline se lie 2 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 p85 de PI3K. Ainsi, lactivité
catalytique de la sous-unité p110 de PI3K entraine la phosphorylation de phosphoinositides,
interagissant avec la phosphatidylinositol-dependent kinase (PDK), qui active a son tour d’autres
kinases, la protéine kinase (PK)-B/Akt et PK-C. Ces derniéres vont étre impliquées dans
différentes réponses liées a I'insuline telles que la translocation des transporteurs de glucose
GLUT4 vers la membrane plasmique, la synthése de glycogene zia la phosphorylation de la
Glycogene synthétase kinase-3 (GSK-3) et la lipogenese vz I'activation de la synthese du gene de
la Fatty Acid Synthase (FAS). La fin du signal insulinique implique une déphosphorylation du
récepteur, assurée par des protéines tyrosine phosphatases (Capeau, 2003, Saltiel and Kahn, 2001)
et la dégradation de linsuline par l'internalisation du complexe insuline/récepteut et son transport

vers les lysosomes ou I'insuline est dégradée et les récepteurs sont recyclés (Carpentier, 1994).

I11.1.2. L’insulino-résistance

L’insulino-résistance (IR) est définie comme une réduction de la réponse cellulaire et
tissulaire a I'insuline. Ceci concerne les tissus cibles de I'insuline qui sont le muscle cardiaque, le
muscle squelettique, le TA et le foie. Ce défaut de réponse a I'insuline provoque une hausse de la
glycémie qui est compensée par une hypersécrétion d’insuline, se traduisant par une hyper-
insulinémie. La capacité insulino-sécrétrice du pancréas diminue progressivement du fait d’une
réduction de la masse des cellules B pancréatiques de 50 % environ par un phénomene d’apoptose,
interrompant toute production d’insuline (Pick et al., 1998). A terme, cette IR conduit a I'apparition
du DT2, qui associe un défaut de sensibilité a 'insuline a un défaut de sécrétion d’insuline (Kahn

and Flier, 2000, Wang et al., 2004).

Le principal organe impliqué dans la régulation de I’homéostasie du glucose est le muscle
squelettique, responsable de 80 % du captage du glucose (DeFronzo et al., 1985). I’IR au niveau
musculaire se traduit par une diminution du transport et du captage du glucose, mais également de
la phosphorylation et 'oxydation du glucose. L’intolérance au glucose, un indicateur indirect de
I'IR, concernait en 2007 environ 197 millions de personnes dans le monde. Vingt-cinq pourcent de
la population aux Etats-Unis serait insulino-résistante, ce qui représentait environ 60 millions
d’individus en 2007. En 2025, on estime a 420 millions le nombre de personnes intolérantes au

glucose (Hossain et al., 2007).
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Figure 5 Mécanisme de signalisation a 'insuline

La fixation de Pinsuline sur son récepteur permet [Pactivation de plusieurs voies de
signalisation : Ia voie de la PI3K (a gauche sur le schéma), permettant la translocation des
transporteurs du glucose GLUTH4 vers la membrane plasmique, la synthése du glycogéne et Ia
lipogenése ; Ia voie impliquant MAPK (a droite sur le schéma), impliquée dans Ia prolifération

et Ia diftérenciation cellulaire. (D’aprés The Chemical Biochemistry)
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I’IR est souvent une conséquence directe de 'obésité et de exposition chronique des
tissus-cibles a des concentrations élevées en glucose et en acides gras libres (gluco-lipotoxicité).
L’accumulation d’acides gras (AG) et triglycérides (TAG) dans les cellules 3 des ilots de Langerhans
provoque une inhibition de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose mais aussi la destruction
des cellules par apoptose, participant alors a I'installation d’un diabéte (Girard, 2005, Unger, 1995).
I’IR est également le résultat d’altérations moléculaires des principaux acteurs de la voie de
signalisation de linsuline, a un ou plusieurs niveaux de cette voie de transduction. Ce
dysfonctionnement est principalement causé par une augmentation de la phosphorylation des
résidus sérine ou thréonine du récepteur a I'insuline ou des IRS (Paz et al., 1997), favorisant leur
dissociation et provoquant ainsi un arrét de la transduction du signal insulinique (Zick, 2003). La
multiplication des cycles d’internalisation/recyclage du complexe insuline/récepteur lorsque le taux
d’insuline est trop important provoque également un déséquilibre entre la dégradation des
récepteurs a I'insuline et la création de nouveaux récepteurs, aboutissant a terme a une diminution
du nombre de récepteurs exprimés a la surface des cellules (Bertacca et al., 2007). Enfin,
I'augmentation de la déphosphorylation et 'absence d’interaction entre les différents intermédiaires
du signal insulinique participent a la mise en place de 'IR (Goldstein et al., 1998) et a terme d’un

diabéte.
I11.1.3. Le diabéte

Le diabéte est défini par une glycémie a jeun supérieure ou égale a 7,0 mmol/L
(126 mg/dL). Cette hyperglycémie résulte d’un défaut de sécrétion d’insuline associé a un défaut
d’action de cette hormone sur ses tissus cibles (Mendis et al., 2015). Hormis le cas particulier du
diabete gestationnel apparaissant pendant la grossesse — avec des valeurs glycémiques supérieures
a la normale mais inférieures a celles posant le diagnostic de diabéte - il existe deux types de diabéte :
le diabete de type 1, anciennement appelé diabete insulino-dépendant, et le diabéte de type 2 non
insulinodépendant (DT2). Le diabéte de type 1 concerne 10 % des cas de diabétes dans le monde,
et est la conséquence d’une destruction des cellules 3 pancréatiques des ilots de Langerhans,

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

Le DT2 représentant environ 90 a 95 % des cas, ne cesse d’augmenter depuis les vingt
derniéres années et continue de croitre. En 2002, pres de 171 millions de personnes dans le monde
¢taient diabétiques de type 2 (Wild et al., 2004), en 2009 cette prévalence était de 220 millions
(Mendis et al., 2015) et pourrait atteindre pres de 360 millions en 2030 (Wild et al., 2004). En
France, la prévalence du DT2 approchait les 4 % en 2008 soit 4,57 millions d’individus (Bringer et
al., 2009). Chez 75 a 80 % des patients, le DT2 est précédé d’une résistance a I'insuline, d’une hyper-
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insulinémie, d’une dyslipidémie et d’une obésité (Cornier et al., 2008, Lebovitz, 1999) et la plupart
des patients sont atteints d’un MetS avant I'apparition des signes cliniques du diabete (Cornier et
al., 2008, Reaven, 2002). La présence conjointe d’un MetS et d’une IR accroit jusqu’a 6 a 7 fois le
risque d’apparition d’un DT2 (Cornier et al., 2008). De plus, la prévalence du DT2 augmente parmi
les personnes en surpoids et obéses, qu’elles soient jeunes ou agées (Must et al., 1999, Nkondjock
and Receveur, 2003) et augmente progressivement avec 'IMC. Par exemple, les femmes pesant
plus de 70 kg ont 24 fois plus de risque de développer un DT2 que les femmes pesant moins
de 55 kg. Ce risque augmente progtressivement a partir d’'un IMC supérieur a 22 kg/m? (Colditz et
al., 1990).

I11.2. Inflammation du tissu adipeux

III.2.1. Le tissu adipeux

Chez la plupart des mammiferes, il existe deux types de tissu adipeux (TA) (Himms-Hagen,
1997) : le TA brun et le TA blanc.

Le TA brun, peu présent chez ’'Homme adulte, mais essentiel chez le rongeur, a pour
principal role de participer a la régulation de la température corporelle par le phénomeéne de
thermogénese (Nedergaard et al., 2007). Il est également capable de modifier la dépense énergétique
de Porganisme en réponse a divers événements tels qu'une diminution de la température corporelle

ou la présence d’insuline (Ouellet et al., 2012, Orava et al., 2011).

En 2009 est née le concept d’adipocyte beige, a la suite d’expérimentations sur des
adipocytes et pré-adipocytes en culture n’exprimant que certains genes spécifiques du TA brun,
telle que la protéine découplante UCP1 (Petrovic et al.,, 2010). Ces adipocytes beiges (ou brite,
« BRown in whITE ») semblent étre induits par le froid (Walden et al., 2012) et impliqués dans la
thermogenese, mais dans une moindre mesure par rapport au TA brun (Nedergaard and Cannon,
2013). L’origine cellulaire du TA beige reste a préciser. Ils pourraient provenir d’adipocytes ou pré-
adipocytes blancs, ou alors d’un autre type cellulaire proche des adipocytes bruns (Giralt and

Villarroya, 2013).

Le TA blanc est le plus abondant et constitue 'organe premier de stockage des lipides. 11
est de plus en plus considéré comme un véritable organe endocrine et participe a la libération de
molécules, portant le nom d’adipokines, capables d’agir par voie endocrine pour réguler différents
processus physiologiques et pathologiques et maintenir ’homéostasie énergétique au niveau

d’autres organes (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 TA blanc d’étre considéré comme un véritable

tissu sécréteur endocrine (Stephens and Caro, 1998).

La leptine, du grec /eptos signifiant mince, a été découverte en 1994 chez des souris obéses
ob/ob (Zhang et al., 1994). Chez les souris, une mutation sur le gene de la leptine (soutis 0b/0b) ou
de son récepteut (soutis db/db) conduit au développement d’une obésité sévere. Un traitement a la
leptine chez des soutis 0b/0b permet la réduction de la prise alimentaire, "augmentation de la
dépense énergétique et la diminution de la masse corporelle (Lago et al.,, 2007). L’adiponectine,
découverte en 1995 par Scherer et collaborateur (Scherer et al., 1995), est la seule adipokine dont
les taux soient corrélés négativement a 'IMC et positivement avec la sensibilité a 'insuline (Weyer
et al., 2001). L'adiponectine a des effets insulino-sensibilisateurs car elle renforce I'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 semble responsable de I'installation de I'IR
associée a 'obésité dans des modeles murins de DT2 (Tilg and Moschen, 2008). De plus, chez la
souris KO résistine -/-, les taux d’enzymes clés de la néoglucogenese telles que la GOP (Glucose 6
Phosphatase) et la PEPCK (Phosphoénolpyruvate carboxykinase) sont diminués (Schinner et al.,
2005).

III1.2.2. Inflammation du tissu adipeux et infiltration de macrophages

Le TA blanc est également le si¢ge et la cible d’une réaction inflammatoire de basse intensité
au cours des maladies métaboliques. Des études ont mis en évidence une corrélation positive entre

lincidence du DT2 et 'augmentation du niveau de marqueurs et de médiateurs de I'inflammation

adipocytaire (Pickup and Crook, 1998, Pickup, 2004). Dans des modeles d’obésité, de DT2 et

d’IR, des niveaux élevés en protéine C-réactive ont été retrouvés (Yudkin et al., 1999) mais
également de cytokines inflammatoires comme TNFo (Tumor Necrosis Factor-o) et les
interleukines IL6 ou IL13 (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, 2003). Cette inflammation décrite au niveau inflammatoire a été suggérée comme étant
un événement déterminant dans I'apparition des maladies métaboliques. L’obésité et le DT2 sont
en effet liés a un état inflammatoire de faible intensité, touchant plusieurs organes clés de

I’homéostasie métabolique, tel que le TA (Shoelson et al., 2000).
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Le TNFa supprime la transcription du gene de l'adiponectine dans les adipocytes, ce qui
pourrait expliquer la corrélation entre obésité et faibles taux d'adiponectine (Tilg and Moschen,
2008). En outre, la neutralisation du facteur inflammatoire TNFa, dans des modéles murins
d’obésité et de diabéte, améliore l'utilisation du glucose en réponse a I'insuline et permet une
meilleure sensibilité a 'insuline (Hotamisligil et al., 1993, Uysal et al., 1997). Au niveau moléculaire,
le TNFo altere la signalisation de l'insuline par phosphorylation de résidus serine sur IRS1 (Tilg
and Moschen, 2008) et diminue l'expression de GLUT4 (Schinner et al., 2005), faisant du TNFu le

médiateur pro-inflammatoire majeur faisant le lien entre inflammation, obésité et IR.

La production d’IL6, aux propriétés pro-inflammatoires, favorise I'apparition d’une IR
hépatique, malgré un effet insulino-sensibilisateur au niveau du muscle squelettique (Maury and

Brichard, 2010).

I’IL1B peut agir en synergie avec le TNFa et 'IL6 pour altérer le métabolisme des
adipocytes. Il s’agit d’un facteur important dans le développement de la résistance a I'insuline (Jager

et al., 2007).

Enfin, la protéine MCP-1 est une chimiokine impliquée 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 inflaimmation au niveau du TA semblent étre en grande
partie les macrophages. En effet, une accumulation de ces cellules immunitaires dans le TA au
cours de 'obésité a été largement observée chez des modeles murins et chez ’'Homme (Weisberg
et al., 2003, Xu et al., 2003). Ainsi, le TA de soutis 0b/0b présente des amas de macrophages par
rapport a celui des soutis sauvages C57BL/6] (Shoelson et al., 2007). Cette infiltration
macrophagique est corrélée avec 'IMC et avec la taille des adipocytes présents (Weisberg et al.,
2003). Cette infiltration résulte du recrutement et de I'activation de monocyte vz plusieurs facteurs
tels que MCP-1, mais aussi la leptine et ’hypoxie. Une fois activés en macrophages, ceux-ci
sécretent plusieurs molécules pro-inflaimmatoires 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
lintégrité du tissu et également sa plasticité (Gordon and Taylor, 2005). Le pourcentage de
macrophages dans le TA d’individus sains est d’environ 10 % et il peut atteindre 40 % dans le TA
d’individus obeéses. Ces macrophages infiltrés sont organisés en agrégats entourant des adipocytes

sénescents ou morts (Cinti et al., 2005). Deux types de macrophages peuvent étre observés dans le
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TA : les macrophages M2 présents en faible quantité dans le TA sain et possédant des propriétés
anti-inflammatoires (sécrétion par exemple d’ILL10) (Maury and Brichard, 2010) et les macrophages
M1 activés aux propriétés pro-inflammatoires (expression fortement augmentée de CD14, TNF o
et IL6) (Maus et al., 2001, Lumeng et al., 2007, Hotamisligil et al., 1993). L’activation de type M2 a
lieu dans un contexte parasitaire, stimulé par les cytokines 1.4 et IL13, avec une activité
d’endocytose et également impliqué dans la réparation et le remodelage tissulaire (Gordon, 2003).
L’activation de type M1 a lieu en réponse a une stimulation de type bactérienne, pouvant étre
induite par des LPS (lipopolysaccharide) et stimulée en présence d’IFNY, un produit de la voie de
signalisation du TNFa. Le macrophage acquiert alors des propriétés hautement inflammatoires
avec une activité phagocytaire et anti-microbienne importante, jouant un role dans les dommages

tissulaires.

II1.3. Atteintes hépatiques

En plus du TA et du muscle, le foie est un organe également touché. En effet, les cytokines
produites par le TA blanc peuvent passer dans la circulation sanguine et atteindre le foie (Neyrinck

et al., 2009).

Le foie est constitué a pres de 5 % de cellules de Kupffer (macrophages résidents) inactives
en condition normale, mais qui peuvent s’activer en réponse a des stimuli inflammatoires. Une
étude a montré que 'expression des facteurs inflammatoires au niveau hépatique était corrélée a
I'importance de la stéatose hépatique non alcoolique, qui est caractérisée par la présence de
gouttelettes lipidiques dans les hépatocytes (Cai et al., 2005). Chez les individus obeses, 95 %
seraient atteints de stéatose hépatique et 70 % chez les diabétiques de type 2 (Cornier et al., 2008).
Par conséquent, la stéatose hépatique est corrélée a I'apparition de I'obésité et 'IR (Souza et al.,
2012). Cette atteinte hépatique touche 10 % de la population dans les pays en voie de
développement contre 30 % dans les pays industrialisés (Smith and Adams, 2011). L’incidence de
cette pathologie est augmentée de 11 fois 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). La
stéatose peut évoluer en inflaimmation hépatique nommée stéatohépatite souvent accompagnée
d’une fibrose, mais également en cirrhose pour parfois aboutir a un hépatocarcinome (Musso et al.,
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 se
déposer dans des régions ectopiques telles que le foie. On patle alors de « débordement lipidique »

(Figure 7) (Despres and Lemieux, 2006) qui participe fortement au développement du MetS.
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L’accumulation de lipides dans les hépatocytes pourrait participer a augmentation de
Pexpression de cytokines inflammatoires, potentialisant les effets de la stéatose hépatique. Un
controle de cette réponse inflaimmatoire permettrait d’améliorer la tolérance au glucose et la
sensibilité a I'insuline au niveau du foie, chez des animaux obéses et diabétiques (Neyrinck et al.,
2009). En effet, une résistance a I'insuline dans les hépatocytes a pour conséquence un stockage
post-prandial diminué sous forme de glycogene et une augmentation de la production de glucose a
jeun médiée par une régulation positive des génes de la néoglucogenése tels que la PEPCK et la
GOP (Capeau, 2008). Des facteurs de transcription tels que SREBP-1c¢ (Sterol 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 des
enzymes lipogéniques dans le foie (ACC pour Acyl-CoA Carboxylase et FAS) participant a
I'apparition d’une stéatose. Le facteur SREBP-1c est impliqué dans la stéatose hépatique (Yahagi
et al,, 2002), la perte de la fonction sécrétrice 3 pancréatique par une régulation négative de
IRS2 (Takahashi et al., 2005, Shimano, 2009) et sa surexpression chez la souris conduit a une
stéatose hépatique. Les facteurs de transcription PPARs (peroxisome proliferator activated
receptor) sont également exprimés dans le foie. Ils participent fortement a la régulation de
Ioxydation des AG et la différenciation cellulaire (Francis et al., 2003) et dans I'inflammation (Hong
and Tontonoz, 2008). Dans le foie, PPARx conduit a expression de genes d’oxydation de AG
(Mandard et al., 2004) et une perte d’expression de ces facteurs conduit a une accumulation de
TAG hépatiques et une IR. Les études utilisant les fibrates qui sont des agonistes des PPAR« ont
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

Le microbiote intestinal regroupe I'ensemble des microorganismes (bactéries
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 de 10' bactéries (contre 10" cellules) 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
d’exercer les mécanismes physiologiques nécessaires pour assurer la bonne santé de I’héte. La
diversité génétique de ce microbiote est estimée a 300 000 genes alors que notre organisme n’en
comprend que 30 000 et représente environ 500 a 1000 especes différentes. C’est pourquoi le
microbiote intestinal est considéré comme un organe a part enticre (Turnbaugh et al., 2007, Walter

and Ley, 2011).

IV.1. Acquisition du microbiote

Le microbiote se met en place progressivement chez I'Homme au cours
des 2 voire 4 premicres années de vie (Koenig et al., 2011, Scholtens et al., 2012), age ou I'individu
acquiert un microbiote proche de celui de I'adulte. Durant I’'accouchement par voie basse, le tractus
digestif du nouveau-né stérile est colonisé par des bactéries anaérobies facultatives telles que les
Entérobactéries, les Entérocoques et les Staphylocogues, qui consomment Poxygene présent dans le tractus
(Favier et al., 2002). Ces bactéries proviennent de la flore vaginale et anale de la mere (Fanaro et
al., 2003, Palmer et al., 2007). La consommation de 'oxygene du tractus digestif de 'enfant favorise
la supplantation progressive de bactéries anaérobies strictes telles que le genre Firmicutes (Favier et
al., 2002). Ce phénomene de colonisation par les bactéries est influencé par 'entourage de 'enfant
mais aussi par des facteurs environnementaux comme le mode d’accouchement (par césarienne ou
vole basse), les mesures d’hygi¢ne lors de 'accouchement, le type d’alimentation du nourrisson
(allaitement ou lait artificiel) (Dethlefsen et al., 2006). Les enfants nés pas césarienne présentent
ainsi peu de Bactéroides et Bifidobactéries dans leur tractus digestif, puisqu’ils n’auront pas été exposés
a la flore vaginale de la mére tandis que parallélement la proportion d’E. co/z, de Staphylococcus, de
Streptococcus et de Clostridium sera plus importante. En outre, 'implantation de la flore anaérobie
stricte est plus tardive (Biasucci et al., 2008, Penders et al., 2006). Un nouveau-né nourti au lait
infantile présentera plus de Bacteroides, Clostridium et Staphylococens qu’un nouveau-né nourri au sein,

développant une flore dominée par des Bifidobactéries. Sa flore intestinale sera plus complexe et
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diversifiée que le nourrisson allaité, mais cette différence en matiére de diversification tend a se
réduire au moment de I'introduction d’une alimentation mixte dans son régime alimentaire (Di
Mauro et al., 2013, Penders et al., 2000). L’équilibre écologique de la flore intestinale de 'adulte
peut également étre modulé par des changements hormonaux, des habitudes de vie et de soin et le

statut sanitaire (Figure 8) (Ottman et al., 2012).

IV.2. Méthodes d’¢tude du microbiote et composition

11 existe une réelle diversité bactérienne, tant quantitatif que qualitatif, au niveau du systeme
digestif. I.’étude de cette diversité n’est pas simple et les premicres techniques de mise en culture
ne permettent pas la mise en évidence de la totalité des especes présentes. En effet, ces techniques
classiques basées sur des caractéristiques morphologiques et métaboliques telles que la coloration
de Gram, la fermentation des sucres ou encore la présence d’enzymes spécifiques n’ont pu mettre
en évidence que 5 phyla bactériens dominants cultivables du microbiote fécal a savoir les Bacterozdes,
Eubacterium, Ruminococcus, Clostridinm et Bifidobacterinm (Eckburg et al., 2005) contre 30 existants.
Cette différence dans la diversité des bactéries détectées a pour principale cause la difficulté de mise
en culture des bactéries anaérobies. A partir des années 1980, les nouvelles techniques
d’identification basées sur le séquencage des ADN codants pour les ARN ribosomiques ont permis
une classification plus fine des familles, genres, et especes bactériennes qui constituent la flore
intestinale (Turnbaugh et al., 2007, Zaneveld et al., 2008, Mahowald et al., 2009). Ces études
métagénomiques ont permis I'identification d’un grand nombre de micro-organismes de notre
tractus intestinal (De Preter and Verbeke, 2013, Lagier et al., 2012). Elles sont basées sur des criteres
de proximité génétique par ’étude de PARN ribosomal 16S (ARNr 16S) et de PADN ribosomal 168
(ADNr 16S). La molécule d’ADNTr 16S est ubiquiste chez toutes les bactéries et sa région constante
définit le phylum, tandis que sa région variable caractérise le genre et espece de la bactérie

considérée. La molécule ’ARNr 168 est présente dans toutes les bactéries et sa fonction ne varie
pas.

Les méthodes moléculaires quantitatives classiques sont les techniques d’hybridation
ponctuelle ou dot plot (semi-quantitative), d’hybridation 7 sizu en fluorescence (FISH), la PCR
(réaction de polymérisation en chaine) en temps réel, le multiplexage (amplification de plusieurs
segments d’ADN distincts) et le pyroséquencage. Ces techniques donnent a la fois des
renseignements sur la proportion de bactéries mais également sur sa distribution au sein de
I’échantillon considéré. Les méthodes moléculaires qualitatives classiques permettant d’identifier

les souches bactériennes et d’analyser leurs liens phylogéniques sont le polymorphisme de longueur
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des fragments de restriction (PLEFR), électrophorése en champ pulsé et I’électrophorese sur gel
dénaturant. Ces techniques demandent une étape préliminaire d’amplification de certaines parties
du geéne codant PARNr 16S par PCR et l'utilisation d’enzymes de restrictions sélectives du genre

bactérien étudié.

L’analyse du microbiote par ces nouvelles techniques fait ressortir 4 phyla bactériens,
communs a Pensemble des individus et représentatifs de la plus grande part des bactéries
intestinales dominantes : Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria et Proteobacteria, et plusieurs mineurs
(Chlamydiae, — Cyanobacteria,  Deferribacteres,  Deinococcus—Thermus, — Fusobacteria, — Spirochaetes,
Verrucomicrobia). Ces especes trés majoritairement commensales ne jouent pas de roles pathogenes
(Ley et al.,, 2006, Chan et al., 2013). Bien que 85 % des séquences de PARN ribosomal 16S
retrouvées chez la souris correspondent a un genre bactérien qui n’est pas détecté chez 'Homme,
il y a des similitudes considérables entre le microbiote intestinal de 'Homme et celui de la souris.
Comme chez 'Homme, les deux principales divisions bactériennes sont les Fermicutes (60% a 80 %

des séquences) et les Bactéroidetes (20 % a 40 %) (Figure 9) (Ley et al., 2005, Ley et al., 2000).

Les Firmicutes sont des bactéries a Gram positif possédant un large éventail d’enzymes
pouvant métaboliser les carbohydrates et ainsi former du butyrate et du lactate. Elles présentent
des diversités dans leur morphologie (forme spiralée ou coccoide,...), dans leur rapport a 'oxygene
(métabolisme aérobie ou anaérobie) ou dans leur capacité a produire ou non des spores (bactéries
résistantes ou non). Le phylum Fimwicutes est toujours fortement représenté et réunit plus de la
moitié des bactéries du microbiote intestinal et se compose de trois classes : Bacill, Clostridia et

Mollicutes (Duncan et al., 2007, Arumugam et al., 2011).

Les Bactéroidetes (également nommées CFB  pour Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides)
partagent la dominance avec les Firmicutes. Ce phylum comporte 3 classes : Bacteroidetes, Flavobacteria
et Sphingobacteria. Les espéces apparentées au genre Bacteroides permettent principalement

'absorption des nutriments, la maturation et 'intégrité des cellules épithéliales (Qin et al., 2010).

Les Actinobacteria sont des bactéries a Gram positif représentant environ 10 % des bactéries
totales du microbiote. Les deux genres retrouvés en abondance dans les selles sont Bifidobacterium

et Collinsella (Arumugam et al., 2011).

D’autres phyla sont également représentés mais en faible quantité : il s’agit des Profeobacteria,

Fusobacteria, TM7 (ce dernier n’ayant pour I'instant aucun représentant cultivable) et | errucomicrobia
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avec comme especes Akkermansia muciniphila (Derrien et al., 2004) et Victivallis vadensisi (Zoetendal

et al., 2003).

I’étude phylogénétique ne permet cependant pas de comprendre la complexité du role joué
par le microbiote dans la biologie humaine (Davies, 2001). Une étude métagénomique des
communautés bactériennes de la bouche, du tractus intestinal, de Pappareil reproducteur et de la
peau a été entreprise en 2002 (Relman, 2002). Les termes « métagénome » et « microbiome »
désignent alors 'ensemble du génome de tous les membres de la communauté bactérienne. Le
projet de recherche nommé « MetaHIT » pour Metagenomics of the human intestinal Tract
(www.matahit.eu) coordonné par linstitut scientifique de recherche agronomique (INRA) est a
Iinitiative d’une large investigation sur le microbiome humain (Group et al., 2009) et a permis
d’identifier 3 groupes de bactéries intestinales (Bacteroides, Prevotella et Ruminococcus) permettant de
différencier les individus. Ces signatures bactériennes sont nommeées des entérotypes (Arumugam
et al., 2011). La classification en entérotypes a été déterminée par 'abondance de certains types de
bactéries mais aussi par le potentiel génétique (fonctions biologiques) de ces bactéries,

sur 39 échantillons provenant de 3 continents (Europe, Amérique, Asie).

IV.3. Fonctions physiologiques du microbiote

L’utilisation d’animaux axéniques (dépourvus de microbiote intestinal) dans le cadre
d’études combinant microbiologie, physiologie et génomique a notamment permis de révéler
I'implication de ce microbiote dans des fonctions biologiques extrémement diversifiées. Ces

fonctions physiologiques spécifiques peuvent étre métaboliques, trophiques et protectrices.

IV.3.1. Fonctions métaboliques du microbiote intestinal

L’une des fonctions physiologiques principale du microbiote intestinal est la fermentation
des résidus alimentaires non digestibles par '’hote. Les substrats produits sont alors absorbés
principalement au niveau du jéjunum, I'iléon et le colon. Le résultat final est une récupération
d’énergie additionnelle et de substrats assimilables pour I’héte, mais aussi une croissance et une
prolifération bactériennes. Cette source d’énergie « additionnelle » représenterait plus de 10 % de

I’énergie alimentaire totale apportée a 'Homme (McNeil, 1984).
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Le microbiote du tractus intestinal intervient dans le métabolisme des glucides dit
complexes ou fermentescibles composant les fibres alimentaires (10 a 60 g par jour en fonction du
régime alimentaire). Il s’agit d’une dégradation anaérobie de ces substrats par 'intervention d’une
grande variété d’hydrolases (polysaccharidases, glycosidases...), enzymes inexistantes chez I’hote.
Les principales especes concernées sont des bactéries a Gram positif appartenant aux genres
Bactéroides, Bifidobacterium, Ruminococcus et Roseburia (et quelques especes des genres Enferococcus,
Clostridium et Enbacterinmz) (Cammings and Macfarlane, 1991). Cette fermentation des glucides non
digestibles (polysaccharides, amidon résistant, cellulose, hémicellulose, pectines, oligosaccharides,
sucres-alcools) produit des acides gras a courte chaine (AGCC), tels que 'acétate, le propionate et
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 al., 2003). Enfin, la grande quantité de
gaz formés (hydrogene) lors de ces processus fermentaires est en majeure partie réutilisée par le

microbiote intestinal (Figure 10) (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,
modulation de ’AMPc) (Ulloa-Aguirre et al., 1999, Gether, 2000). Ils appartiennent a une grande
famille et partagent un motif structural commun (sept hélices transmembranaires) et la capacité
d’activer des protéines G hétérotrimériques (Gas, Gai et Gaq). Les ligands interagissent
spécifiquement avec les GPRs afin de stimuler et induire des réponses cellulaires diverses vz de
nombreux messagers secondaires (Ulloa-Aguirre et al., 1999, Gether, 2000). Des études ont montré
que les GPR orphelins 40, 41, 43, 84 et 120 sont activés par des AG libres. Les AGCC sont des
agonistes spécifiques de GPR41 et GPR43 (Brown et al., 2003, Tazoe et al., 2008), et les AG a
chaine moyenne sont spécifiques de GPR84 (Wang et al., 2006a). Les AG a chaine longue activent
quant a eux les GPR40 (Itoh et al., 2003) et GPR120 (Hirasawa et al., 2005). Les GPR120 sont tres
exprimés dans le TA et dans les macrophages pro-inflammatoires et présentent des propriétés anti-

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

Le microbiote permet également le métabolisme anaérobie des protéines et peptides
résiduels dans le colon, produisant également des AGCC accompagnés cependant de substances
potentiellement toxiques pour 'organisme, telles que 'ammoniaque, des phénols, indoles et amines
(Macfarlane et al., 1986, Smith and Macfarlane, 1997). Ce métabolisme fait intervenir un nombre

important d’interactions bactériennes mais il est quantitativement moins important que celui des
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glucides, en particulier dans le colon (6 a 18 g par jour, dont 1 a 2 g proviendraient de Ieffluent

iléal proximal) (Cummings and Macfarlane, 1991).

Enfin, le microbiote intestinal participe au métabolisme des lipides (AG et TAG) mais
également des stérols (cholestérol, acides biliaires, hormones stéroidiennes), n’ayant pas été
absorbés au niveau de I'intestin gréle (Wostmann, 1973, Macdonald et al., 1983, Ridlon et al., 20006,
Gerard et al., 2007). Les lipides présents dans le colon ont plusieurs origines : cycle entéro-
hépatique (acides biliaires, hormones stéroides), alimentation, desquamation de I’épithélium colique
ou bactéries et représentent entre 5 et 8 g par jour. Les acides biliaires permettent leur
(ré)absorption par la barri¢re intestinale grace a acquisition de propriétés hydrophobes. De plus,
de nombreuses espcces bactériennes posseédent les lipases nécessaires a I’hydrolyse des TAG a
chaines longues (Jaeger et al., 1994). Les AG insaturés a 18 atomes de carbone sont métabolisés
par le microbiote intestinal, tandis que les AG a 20 ou 22 atomes de carbone ne le sont pas (Howard

and Henderson, 1999).

IV.3.2. Fonctions trophiques et protectrices du microbiote intestinal

Les effets trophiques du microbiote intestinal s’exercent sur la muqueuse digestive, par un
apport d’éléments assimilables comme les AGCC provenant des différents métabolismes. Ces
AGCC stimulent la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales de I'intestin gréle et

du célon (Frankel et al., 1994).

Le microbiote intestinal développe des réponses protectrices cellulaires et humorales envers
les virus, bactéries ou parasites entéropathogenes et exerce de nombreux effets structuraux et
métaboliques sur I'épithélium colique avec lequel il est en contact (Mowat, 2003). Il exerce ainsi un
role de protection en empéchant et en prévenant 'implantation de pathogenes et influence le
développement et la maturation du systeme immunitaire de notre intestin. Par exemple, Bacteroides
thetaiotaomicron est une bactérie commensale qui a montré des propriétés pro-angiogéniques
bénéfiques dans le développement des villosités intestinales ; le polysaccharide A de Bacteroides
fragilis inhibe les lymphocytes Th17 et augmente la production d’IL10 (Stephani et al., 2011). En
outre, les bactéries sont en compétition directe pour les sites d’adhérence situés dans la bordure en
brosse des cellules épithéliales, ce qui permet un controle de 'écologie microbienne (Bernet et al.,

1994).

D’autre part, le microbiote intestinal est également impliqué dans le maintien de la fonction

barriere de I'intestin. Certaines bactéries 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
barriere de Iépithélium et assurant son intégrité (Di Mauro et al, 2013). De plus, certains
Lactobacilles stimulent la synthese 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 barriere protectrice de mucus (Stephani et al., 2011).
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V. Microbiote intestinal et maladies métaboliques

Le microbiote intestinal, considéré comme un organe extériorisé, est un facteur clé dans
’homéostasie et la régulation du stockage énergétique de I’hote, suggérant un role dans la mise en
place de maladies métaboliques. Des études récentes utilisant des animaux dépourvus de toute flore
microbienne (dits axéniques), ont permis de mettre en évidence, lors d’expériences de colonisation
par inoculation du tube digestif avec une ou plusieurs especes bactériennes, I'implication du

microbiote intestinal dans 'obésité et 'IR. (Clavel et al., 2014, Backhed et al., 2004)

C’est en 2004 que le lien entre la flore intestinale et ’homéostasie énergétique de I’hote a
été 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 conventionnelles
(normalement pourvues de microorganismes). De plus, ces souris nouvellement colonisées avec
une flore microbienne de souris témoins, présentaient une prise de poids (développement de la
masse adipeuse de 60 %) et ’émergence d’une IR deux semaines seulement apres cette colonisation.
Ces modifications métaboliques ont de plus été associées a une diminution de l'expression
intestinale du facteur circulant Fiaf (fasting-induced adipose factor, également nommé
angiopoietin-like protein 4) (Backhed et al., 2004). Le facteur Fiaf est un inhibiteur de I'enzyme
lipoprotéine lipase (LPL) produite notamment par le foie et le TA, participant au stockage d’AG
alimentaires sous forme de TAG dans le TA. Backhed et collaborateurs ont montré que des souris
invalidées pour Fiaf présentaient une augmentation de l'activité de la LPL dans les adipocytes,
conduisant au captage des AG et a Paccumulation des TAG dans les adipocytes. 11 a également été
montré, au niveau du foie, une augmentation de Iexpression de ChREBP et SREBP-1, deux
facteurs de transcription impliqués dans la lipogenese hépatique (ciblant ACC et FAS) en réponse
a linsuline et au glucose, et agissant de maniere synergique. Ceci entraine une lipotoxicité et
P’accumulation de lipides dans les tissus périphériques, favorisant 'augmentation de la masse grasse
(Backhed et al., 2004). En 2006, il a été montré que des souris axéniques colonisées avec la flore
microbienne de soutis obeses (0b/0b), présentaient une augmentation rapide de leur poids. Cette
prise de poids est plus importante que celle observée pour des souris axéniques colonisées avec le
microbiote de souris minces (Turnbaugh et al., 2006). Enfin, des souris invalidées pour GPR41,
conventionnelles ou axéniques, prennent moins de poids que des souris sauvages malgré un régime
alimentaire similaire. La déficience de GPR41 chez ces soutis a pu étre associé¢e a une augmentation
du transit intestinal, une diminution de l'extraction de Iénergie des aliments et une diminution de
la lipogenese hépatique. En effet, GPR41, stimulé par des AGCC tels que I'acétate et le propionate

serait a l'origine d’une augmentation de I'absorption des lipides »ia une motilité intestinale
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augmentée et une vitesse de transit réduite. De plus, GPR41 est capable d’inhiber la lipase
adipocytaire, de moduler la production de leptine avec pour conséquence de favoriser le stockage
d’énergie dans le TA (Samuel et al., 2008). L’ensemble de ces phénomenes est a origine d’une
nouvelle théorie, dite de la rentabilité énergétique (Figure 11) expliquant le lien entre le microbiote

intestinal et Papparition de maladies métaboliques (Delzenne and Cani, 2008).

La colonisation de souris sauvages avec une flore de souris minces ou obéses n’induit pas
le méme phénotype chez ’'animal colonisé. Ainsi, la présence du microbiote en lui-méme ne semble
pas étre le seul vecteur d’apparition de maladies métaboliques. La qualité de ce dernier semble
affecter directement I’homéostasie énergétique et participer a DPapparition de maladies
métaboliques. L’étude et la comparaison des phyla bactériens retrouvés dans le tractus digestif de
soutis 0b/ob ou sauvages ont montré des différences. En effet, le microbiote d’animaux obeéses
possede moitié moins de Bactéroidetes et deux fois plus de Firmicutes que celui d’animaux minces (Ley
et al., 2005, Backhed et al., 2007). L’étude menée par Turnbaugh et collaborateurs révele que 75 %
des geénes associés a 'obésité proviendraient des Actinobactéries, les 25 % restants provenant des
Firmicutes; alors que 42 % des geénes chez les individus minces proviennent des Bactéroidetes
(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 spécifiquement certains genres, voire
souches de bactéries, peuvent étre reliées a 'obésité et que toutes les bactéries ne joueraient pas un
role identique dans le dialogue métabolique avec ’héte. Everard et collaborateurs ont également
montré, chez des souris obeses et diabétiques, une diminution importante de I'abondance en
Akkermansia muciniphila, et ce que 'obésité soit génétique ou nutritionnelle (régime riche en lipides).
Cette souche bactérienne jouerait un role-clé dans la physiopathologie de I'obésité, du DT2 et de
linflaimmation métabolique (Everard et al, 2013). L’abondance de cette souche semblerait
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). L’administration de la souche vivante Akkermansia muciniphila, a des souris rendues obeses
et diabétiques par un régime hyperlipidique, renverse le phénotype pathologique des souris. En
effet, le gain de poids corporel des souris est deux fois moins important en présence qu’en absence
du traitement avec Akkermansia muciniphila. Cette protection est reflétée par une diminution de
moitié des graisses viscérales et sous-cutanées et par une augmentation des marqueurs d’oxydation

des graisses tissulaires. De plus, les animaux recevant Akkermansia muciniphila ne présentaient plus
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Figure 11 Théorie de Ia rentabilité énergétique

L’énergie contenue dans les glucides digestibles (majoritaires) échappant a la digestion par
les enzymes du tractus digestif supérieur peut étre rendue disponible pour P’héte a
Pintervention des bactéries intestinales, qui les fermentent en acides gras a chaine courte. Ces
derniers peuvent étre utilisés comme substrats lipogéniques et gluconéogéniques par le foie.
Par ailleurs, Ia flore intestinale régule I'expression de la protéine Fiaf modulant Pactivité de Ia
lipoprotéine lipase et permettant aux acides gras d’étre captés par les tissus périphériques pour

étre stockés ou oxydés (D’aprés (Delzenne and Cani, 2008)
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d’IR, ni d’infiltration de cellules inflammatoires caractéristiques de obésité et de 'inflammation de

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

Il a été démontré suite a I'ingestion d’une alimentation hyperlipidique, 'implication du
microbiote dans le développement d’une inflammation du TA et de désordres métaboliques. Ainsi,
la relation entre I'inflammation de bas grade, les désordres métaboliques et le microbiote intestinal
semblent étre dépendants de P'activité des lipopolysaccharides (LPS), un composant de la 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
VI.1.1. Structure

Les LPS sont des glycolipides de la paroi des bactéries a Gram négatif, telles que les
Bactéroides (Salmonella et Escherichia). Les 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., 1960). Les LPS sont essentiels a la croissance et a la survie de la bactérie. 1ls
interviennent dans le maintien de l'intégrité de la paroi et la forme de la cellule (Sonesson et al.,
1994). Chaque genre et chaque espece de bactérie produit un LPS spécifique. Le feuillet externe
des bactéries contient environ 45 % de LPS qui recouvrent pres de 75 % de sa surface. Ainsi, chez
Escherichia coli, on 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. Ils sont ensuite absorbés et transportés dans 'organisme viz les lipoprotéines (Petsch

and Anspach, 2000, Yaron et al., 2000).

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

polysaccharidique composée du noyau et du core.

Le lipide A permet 'ancrage a la membrane de par son caractere hydrophobe. 1l a la
particularité de contenir des AG hydroxylés liés a deux sucres aminés. Le lipide A est responsable
du pouvoir toxique inflammatoire des LPS lorsqu’il y a lyse bactérienne. La nature des sucres

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

La fraction noyau interne liée au lipide A.
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La fraction polysaccharidique est constituée d’un noyau ou core oligosaccharidique interne
lié au lipide A et d’un core externe lié a des polysaccharides débordant de la membrane externe
également appelé chaine O. Le core est similaire pour les souches d'une méme espéce mais varie
entre les especes. La chaine O est liée a la partie variable des LPS. Elle est constituée de chaines
répétitives comprenant chacune de 3 a 8 sucres et dont le nombre est variable selon les especes.

(Figure 12) (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
transportés dans 'organisme zza les lipoprotéines chylomicrons en phase post-prandiale. Ils sont
ensuite libérés suite a ’hydrolyse par la LPL et pris en charge par la lipopolysaccharide binding
protein (LBP). La LBP est une glycolipoprotéine principalement produite par le foie qui se lie avec
une forte affinité au lipide A des LPS (Tobias et al., 1989). Toutes les lipoprotéines sont capables
de séquestrer les LPS (Levels et al., 2001) et les véhiculer 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, 'activité des LPS pourrait alors étre atténuée (Levine et al., 1993). En effet, les
phospholipides sont capables de lier la LBP qui délivre les LPS qu’elle transporte 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 vecteurs des LPS
(Levine et al., 1993, Kitchens et al., 2003) et contribuent ainsi a leur détoxification. Au cours
d’inflammation ou d’infection, le taux plasmatique de HDL et de cholestérol est diminué alors que
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 LBP
et HDL/LDL est un processus important dans la réponse du systéme immunitaire (Levine et al.,
1993) en participant notamment a I’épuration hépatique des toxines de 'organisme. En cas de choc
septique par exemple, les grandes quantités de LBP inhibent ainsi Iactivité des LPS (Lamping et
al., 1998, Zweigner et al., 2001). De plus, la liaison du LPS avec les lipoprotéines et notamment

avec les chylomicrons prévient partiellement Dactivation de cellules de Iimmunité
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(macrophages/monocytes) et la sécrétion de cytokines inflammatoires en téponse a une

endotoxémie (Cavaillon et al., 1990, Harris et al., 1993, Vreugdenhil et al., 2003).

VI.1.3. Signalisation

Le complexe LPS/LBP transportés vers les tissus cibles de 'hote se lie au complexe
trimoléculaite CD14 (cluster of differentiation 14)/MD2 (myeloid differentiation protein-2)
/TLR4 (toll-like receptor 4) présent a la surface des cellules immunitaires innées (macrophages),
stimulant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que TNFa, IL1, IL6 et ILS8, des
eicosanoides tels que les prostaglandines E2, et d’autres médiateurs impliqués dans le recrutement
d'autres cellules immunitaires. Cette communication entre le systeme immunitaire inné et adaptatif
participe ainsi au développement de maladies métaboliques telles que 'obésité et 'IR chroniques
(Abreu, 2010, Beutler, 2004, Cani et al., 2007a, Spruss et al., 2009, Neal et al., 2006, Vreugdenhil et
al., 2003, Wright et al., 1990, Wolowczuk et al., 2008).

La LBP transfere 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
TLR4 activé permet le recrutement de différents adaptateurs aboutissant a I’activation des voies de
signalisation NF-kB (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 quant a lui, est exprimé lors d’un exces de LPS, par clivage de la forme membranaire ou
sécrétion directe par les cellules endothéliales majoritairement et permet P'activation de cellules
dépourvues de mCD14 (Tomlinson and Blikslager, 2004, Marcos et al., 2010). Le sCD14 peut en
effet se lier avec le complexe LPS/LBP qui a son tour est capable de d’interagir avec des cellules
n’exprimant pas le CD14 membranaire (Heumann and Roger, 2002). De plus, la prise en charge
des LPS par la forme sCD14 permet son adressage aux HDL, I'inhibition de son activité et ainsi sa
détoxification (Wurfel et al., 1994). Dans une étude chez 'homme, Laugerette et collaborateurs ont
montré que Papparition d’un état inflammatoire lors de la prise de poids était liée a une variation
des teneurs en LBP et sCD14, proposant alors le rapport LBP/sCD14 comme un marqueur

d’endotoxémie (Laugerette et al., 2014).
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Les effets de TLR4 sont ensuite médiés par la voie de signalisation dépendante de

Myd88 (Myeloid Differenciation factor 88)/IRAK (IL-1R Associated Kinase), l'activation
(translocation nucléaire) de NF-kB. Une voie alternative indépendante conduit a I'activation de
IRF3 (interferon regulatory factor 3) mais également de NF-kB (Figure 13) (Verstrepen et al,,
2008). Le facteur NF-kB existe sous forme d’hétérotrimere inactif dans le cytosol des cellules
inflammatoires en condition basale, sous I'action de la sous-unité inhibitrice IkB. En réponse a un
stimulus, une cascade de signalisation active un complexe protéique IkB kinase (IKK). Ce
complexe IkB kinase activé phosphoryle IkB, ce qui induit sa dissociation du reste du trimere.

L’hétérodimere NF-kB est alors rapidement transloqué au noyau ou il se lie a son élément de
réponse, régulant ainsi la transcription de ses genes cibles pro-inflammatoires (Calder, 2002, Cohen,

2002).

VI1.1.4. Inflammation

Des travaux en 2006 (Shi et al., 2006) ont montré que les bactéries intestinales peuvent
initier un état d’obésité et d’IR suite a I'activité des endotoxines LLPS. Chez des souris obéses et
diabétiques, en plus d’une modification de I’écologie microbienne intestinale, il a été montré une
augmentation importante des taux circulants en LPS. Cette augmentation des LPS circulants a été
qualifiée d’endotoxémie métabolique, par opposition a 'endotoxémie classique associée a un choc
septique aux concentrations en endotoxines bien plus élevées (environ 50 fois) (Cani et al., 2007a).
Il apparait alors que la qualit¢é du microbiote intestinal jouerait un role sur les variations de

I’endotoxémie métabolique et sur le déclenchement des altérations associées.

L’implication de TLR4 dans les maladies métaboliques telles que I'obésité et 'IR a été
confirmée chez des souris déplétées en TLR4 (Shi et al., 2006) et invalidées pour le récepteur
mCD14 (Cani et al., 2007a) qui ne présentaient pas de gain de poids ou d’IR malgré un régime riche
en lipides ou des injections de LPS. De plus, ces souris présentaient aussi une hypersensibilité a
Iinsuline méme lors de régime pauvre en graisse, ce qui suggere que les TLR4 pourraient moduler
Pefficacité d’action de I'insuline dans des conditions physiologiques (Cani et al., 2007a). Un régime
riche en lipides induit une augmentation significative post-prandiale du taux de LPS, accompagnée
d’une augmentation de I'expression des TLR4 et du NF-xB sur les cellules mononuclées (Anderson
etal.,, 2007). Par ailleurs, il a également été décrit une activation des TLR4 dans I'iléon de rats obeses

(de La Serre et al., 2010). Une étude récente a également mis en évidence une augmentation de la
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régulation des genes des TLR dans le T'A de souris nourries avec un régime induisant 'obésité (Kim
et al., 2012). De plus, les concentrations plasmatiques de LPS chez des patients obeses sont plus
élevées que leurs controles (Burcelin et al., 2011, Troseid et al., 2013). Un autre récepteur Toll-like
a récemment été associé a I'inflammation médiée par le microbiote, il s’agit du TLR5 (Vijay-Kumar
et al., 2010). En effet, des souris invalidées pour le gene codant pour TLR5 présentent un
microbiote intestinal altéré, des signes d’un MetS tels qu'une obésité et une résistance a I'insuline.
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 phénotype de ’hote (Zhang et al., 2010). L’apport de fibres
alimentaires par exemple augmente la proportion de Bifidobactéries (a Gram positif) dans le tractus
intestinal, ce qui a pour effet de normaliser 'endotoxémie métabolique (Cani et al., 2007b).En
revanche, 4 semaines d’une alimentation 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., 2007a) et de 'expression de genes codants des
adipokines inflammatoires chez les souris (Leuwer et al., 2009). De plus, la présence de lipides dans
le bol alimentaire facilite le transport des LPS de la lumicre intestinale vers la circulation sanguine
mais également la translocation active des bactéries vivantes a Gram négatif productrices des LPS,
de I'intestin vers le TA mésentérique et vers la circulation sanguine (Cani et al., 2007b, Amar et al.,
2008, Laugerette et al., 2012). Chez le rat obése, les taux en LPS circulants sont également
augmentés ce qui a été principalement associé a une diminution de lactivité de enzyme IAP
(Intestinal Alcalin Phosphatase) intervenant dans la dégradation du LPS (de La Serre et al., 2010).
Plusieurs études ont montré qu’un régime riche en lipides se caractérise par le développement d’un
DT2 et d’'une obésité, eux-mémes liés a un état inflaimmatoire 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
traitement antibiotique réduit ’endotoxémie métabolique et I'inflammation a bas bruit associée et
maintient intégrité intestinale chez les soutis obeses 0b/0b et chez les soutis nourties par un régime

riche en lipides (Cani et al., 2008).
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VIl. Perméabilité intestinale

L’épithélium intestinal présente une perméabilité sélective conférant a la muqueuse
intestinale une barricre de protection. Néanmoins, les LPS bactériens du lumen peuvent entrer
dans la circulation v/ trois voies principales : 1) une perméabilité transcellulaire impliquant alors
une endocytose médiée par des récepteurs des domaines lipidiques membranaires (notamment
TLRs) ; 2) une perméabilité facilitée par la production de micelles lors de la digestion des lipides
alimentaires dans I'intestin gréle ; 3) une perméabilité paracellulaire non spécifique a travers les
cellules épithéliales (Kelly et al., 2012, Tomlinson and Blikslager, 2004). Cette perméabilité
paracellulaire est assurée par des jonctions serrées, consolidée par d’autres complexes jonctionnels
conférant une résistance mécanique a la monocouche épithéliale : les desmosomes et les jonctions

adhérentes (Groschwitz and Hogan, 2009).

Les jonctions serrées sont situées a la fronticre avec le podle apical des
entérocytes/colonocytes de Iépithélium intestinal. Il s’agit d'un complexe multiprotéique
comportant des protéines transmembranaires de la famille des occludines, claudines et JAM
(junctional adhesion molecules) auquel sont reliées des protéines intracellulaires (zonula occludens

ou Z0) (Figure 14) (Nusrat et al., 2000, Niessen, 2007, Natividad and Verdu, 2013).

L’occludine (OCLN) est la premicre a avoir été identifiée dans ce complexe protéique et
est une des protéines clé des jonctions serrées qui participe a 'adhésion cellulaire et au passage
sélectif des molécules entre le pole apical et basolatéral. Cette protéine possede quatre domaines
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 ZO-1 a 3. L’occludine permet de renforcer la barriere épithéliale et confere une
sélectivité de passage des molécules du pole apical au pole basolatéral (Howarth and Stevenson,

1995).

Les claudines possedent une organisation membranaire similaire a celle de PTOCLN, mais
avec un poids moléculaire moins important. Elles sont responsables du scellement des jonctions
intercellulaires. II existe au moins 24 isoformes de claudines (Elkouby-Naor and Ben-Yosef, 2010),
parfois 27 membres sont reportés (Mineta et al., 2011). Un méme tissu peut exprimer plusieurs

isoformes de claudines agissant ainsi sur le renforcement de la barri¢re épithéliale, mais aussi sur la
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formation de pores qui permettent une diffusion sélective des ions et des molécules a travers
Iespace paracellulaire (Amasheh et al.,, 2011), et des modifications dans 'expression des divers

isoformes conduisent a des modulations de la perméabilité épithéliale (Balkovetz, 2000).

Les JAM sont une superfamille d’immunoglobulines transmembranaire, constituée
de 5 membres : JAM-A, JAM-B, JAM-C, JAM-4 et JAM-/ike. La JAM-A, qui est la protéine
majoritaire, est constituée d’un peptide signal N-terminal, de deux domaines Ig-/£e extracellulaires,
d’un domaine unique intra-membranaire et d’une courte queue cytoplasmique (40 acides aminés).
Elle joue un role fondamental dans le maintien de Iintégrité de la barriére en controlant la
perméabilité intestinale vz des 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

Z.0-1 (Laukoetter et al., 2007, Severson et al., 2008, Nava et al., 2011, Monteiro et al., 2013).

Le recrutement des ZO (ZO-1, ZO-2 et ZO-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
qui reconnaissent une séquence cible a Dextrémité carboxy-terminale des protéines
transmembranaire. La structure des protéines ZO se caractérise par trois domaines PDZ, un
domaine SH-3 (sequence homology 3) et un domaine GUK (guanylate kinase-/£e¢) (Furuse et al.,
1994, Morita et al., 1999). Les ZO sont également capables de se lier aux protéines du cytosquelette
d’actine et de myosine. Ainsi, les protéines ZO jouent donc un role d’adaptateur permettant la
liaison des jonctions serrées a de multiples protéines régulatrices, mais également au cytosquelette

d’actine (Guillemot et al., 2008, Howarth and Stevenson, 1995).

Lorsque la barricre intestinale est rompue, on parle d’hyperperméabilité intestinale. Cette
hyperperméabilité intestinale permet le passage d’éléments pathogenes, d’allergenes et de toxiques
(dont les endotoxines LPS), entrainant une inflammation qui va entretenir les 1ésions de la barriere
intestinale et participe a apparition de maladies métaboliques telles que I'obésité, I'IR, le diabéte
mais aussi des atteintes hépatiques. Des régimes hypercaloriques, notamment par Papport de lipides
en exces, sont capables de perturber Iintégrité de la barricre intestinale et ainsi moduler la
perméabilité des LPS du contenu intestinal (Amar et al., 2008, Erridge et al., 2007, Brun et al.,
2007). 11 a en effet été montré qu'un régime riche en lipides altere le profil du microbiote intestinal
et augmente la perméabilité intestinale notamment #z la diminution de I'expression et de la
distribution de protéines participant a I’établissement des jonctions serrées telles que ZO-1 (zona

occludens 1) et TOCLN (Cani et 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 obéses
— via une alimentation hyperlipidique ou une altération génétique (0b/0b) — traitées avec des
antibiotiques récupéraient une intégrité de 'épithélium (Cani and Delzenne, 2007, Cani et al., 2008).
I’administration de la souche vivante .Akkermansia muciniphila, a des souris obeses et diabétiques,
empéche totalement le développement d’une endotoxémie métabolique en réponse a I'ingestion
d’un régime riche en lipides. De plus, cette souche bactérienne permet d’augmenter 'épaisseur de
la couche de mucus (réduite lors de 'obésité et du DT2), contribue a restaurer totalement la
fonction barriere de I'intestin et réduit ainsi 'endotoxémie et 'inflammation métabolique. Cette
souche bactérienne rétablit également la production endogene de peptides antimicrobiens, ce qui
contribuerait a une meilleure réponse du systeme immunitaire de I’hote et donc au maintien des
bactéries a distance des cellules épithéliales de I'intestin (Cani et al., 2013, Everard et al., 2013,
Zhang et al., 2013). Cette souche Akkermansia muciniphila semble donc impliquée dans le maintien
de P’homéostasie de I'hote et la prévention de I'apparition de maladies métaboliques en lien avec

Pinflammation et ’obésité.

De la Serre et collaborateurs ont alors suggéré ce schéma d’apparition des événements
intestinaux conduisant a I'apparition d’'une endotoxémie métabolique (Figure 15). (1) libération
importante des LPS dans la lumiére intestinale résultant d’une altération du microbiote intestinal,
(2) diminution de I'activité de IAP (alcaline phosphatase intestinale) - une enzyme impliquée dans
I'inactivation des LPS (Bates et al., 2007, Goldberg et al., 2008) - et une augmentation de I'activation
de TLR4 au niveau de I'épithélium, (3) portant atteinte aux jonctions serrées de I'épithélium et
provoquant une augmentation de la perméabilité et de I'inflammation intestinale. Il a été montré
qu'une augmentation de la perméabilité intestinale entraine le passage des LPS de la lumicre
intestinale a la /lamina propria, augmentant les teneurs en LPS plasmatiques, mais également la
translocation bactérienne a travers la muqueuse intestinale et le développement d’une endotoxémie

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 intestinale aux LPS a l'origine de 'endotoxémie métabolique,
qui est reconnue comme une composante inflammatoire importante de 'obésité et du MetS (Cani
et al., 2008). Du fait que le régime alimentaire occidental actuel, principalement composé d’acides
gras saturés (AGS), monoinsaturés (AGMI) et polyinsaturés (AGPI) en n-6, est corrélé a des

maladies inflaimmatoires (Maslowski and Mackay, 2011, Calder, 20006), le r6le des AGPI mérite
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Figure 15 Evénements intestinaux conduisant a ’apparition d’une inflammation métabolique

Un régime déséquilibré entraine des modifications profondes de Ia population microbienne
Intestinale, augmentant les teneurs en LPS dans la lumiére intestinale ainsi que Ia production
d’AGCC (SCFA) et conduisant a une diminution de Ia production de facteurs tels que Fiaf,
IAP et GLP-2. Ces événements conduisent a une perte d’expression des protéines de jonctions
serrées ZO-1 et OCLN, favorisant la translocation des LPS et bactéries vers la circulation
sanguine, a Iorigine de I'apparition d’une inflammation métabolique, dont le fore, le muscle
et le tissu adipeux sont les principaux organes touchés, développant une insulino-résistance et

Initiant Pinstallation d’un syndrome métabolique et d’une obésité.
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d’étre étudié. Un des mécanismes expliquant ces désordres inflammatoires serait une
consommation excessive d’AGPI en n-6 aux effets plutot pro-inflammatoires (Calder, 2010)
comparativement aux AGPI en n-3 aux effets plutot anti-inflammatoires (Calder, 2009, Weylandt

etal., 2012).
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VIII. Les acides gras

Les acides gras sont constitués d’un groupement carboxyle -COOH, responsable du
caractere acide et polaire au pH de la cellule, et d'une chaine linéaire hydrocarbonée
de 2 a 22 atomes de carbone a caractere hydrophobe. La chaine hydrocarbonée peut étre saturée,

monoinsaturée ou polyinsaturée lorsqu’elle possede au moins une double liaison (Figure 16).

Dans la suite de ce mémoire ne seront décrits que les acides gras polyinsaturés.
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IX. Les acides gras polyinsaturés : biosynthése et rdles

Chez les mammiféres, les deux familles &’ AGPI essentiels en n-6 et en n-3 sont classées
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., 2011). L’acide linoléique (LA ; 18 :2 n-06) et
l'acide o-linolénique (ALA ; 18 :3 n-3), précurseurs respectifs de la famille en n-6 et en
n-3 (Figure 17), sont qualifiés d’indispensables chez les mammiferes, car 'organisme ne peut pas
les synthétiser de novo du fait de 'absence des enzymes A5, A6 et A15 désaturase nécessaires a leur
synthése (Hornstra et al., 1995). Par conséquent, ils doivent obligatoirement étre apportés par
'alimentation (Simopoulos, 1991). Les AGPI en n-3 et n-6 sont également dits essentiels puisqu’ils
peuvent prévenir ou guérir les symptomes 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

Malgré lincapacité des mammiferes a synthétiser LA et ALA, ils peuvent cependant
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, par
des enzymes du réticulum endoplasmique, des désaturases et des élongases (Lauritzen et al., 2001)
(Figure 18). Ainsi, LA est principalement converti en acide arachidonique (AA, 20 :4 n-6) et ALA
est converti - par les mémes enzymes - principalement en acide eicosapentaénoique
(EPA, 20 :5 n-3) et docosahexaénoique (DHA, 22 :6 n-3) (Calder, 2012). Il existe donc une
compétition entre substrats pour ces enzymes de biosynthese (Lauritzen et al.,, 2001). De plus, les
AGPI sont capables d’un rétro-controle négatif de leur propre voie de biosynthéese en exercant des

régulations sur les désaturases (Nakamura and Nara, 2004).

IX.1.1. L’¢longation

L’¢élongation est I'ajout a la chaine acyl des AG, de deux carbones, par condensation avec
un malonyl-CoA. Cette étape est médiée 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 'humain (Jakobsson et al., 2006). Chez les
mammiferes, il semblerait qu’il existe sept enzymes ELOVL (ELOVLI1 a 7) (Guillou et al., 2010).

L'homologie de séquence entre les différentes ELOVL, et inter-especes, est d'environ 30 %
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Figure 18 Biosynthése des acides gras polyinsaturés chez les mammiféres

LA : acide Ilinoléique ; GLA : acide y-linolénique ; DGLA : acide di homo y-linolénique ; AA :

acide arachidonique ; DTA : acide docosatétraénoiques (ou adrénique) ; TTA : acide

tétracasatétraénoique ; TPA : acide tétracosapentaénoique ; ALA : acide e-linolénique ; SDA :

acide stéaridonique ; EPA : acide eicosapentaénoique ; DPA : acide docosapentaénoique ;

THA : acide tétracosahéxaénoique ; DHA : acide docosahexaénoique
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(Leonard et al., 2004). Toutes les ELOVL n’ont pas la méme spécificité de substrats, ainsi,
ELOVL1, 3, 6 et 7 sont spécifiques de I'élongation des AGS et AGMI, alors que
ELOVL2, 4 et 5 ont pour substrats préférentiels les AGPI (Guillou et al., 2010). Les genes
Elovll, 5 et 6 sont exprimés de fagon ubiquitaire tandis que Elovl2, 3, 4 et 7 sont spécifiques de
certains tissus ou organes (Figure 19) (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 diabéte ou I'obésité. Par exemple, la surexpression de
SREBP-1c impliquée dans le développement de la masse adipeuse, induit l'expression du gene
Elovl2 (Wang et al., 2006b). L’enzyme ELOVLO est également régulée par des acteurs géniques ou
nutritionnels tels que SREBP-1, ChREBP, PPAR« ou encore I'insuline (Wang et al., 2006b). 11 a
également été montré une augmentation de I'expression ’ELOVLS5 régulée par PPARx et lors de
l'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 AGPI : il s’agit des A6, A5 et A4 désaturations. La A6 désaturation est médiée par
la A6 désaturase (D6D), qui introduit une double liaison entre les carbones 6 et 7 de LA et ALA.
La A5 désaturation est médiée par la A5 désaturase (D5D), qui introduit une double liaison entre
les carbones 5 et 6 de I'acide DGLA 20 :3 n-6 et du 20 :4 n-3. Quant a la A4 désaturation, elle
s'effectue par un mécanisme de désaturation/rétroconversion peroxysomale (Voss et al., 1991). Les
AGPI tels que PAA et PTEPA peuvent subir deux étapes d’élongations successives, pour étre ensuite
A6-désaturés. Ce mécanisme permet 'obtention d’AG a 24 atomes de carbone et 5 ou 6 doubles
liaisons. Ces AGPI a tres longues chaines vont donner l'acide docosapentaénoique (DPA, 22 :5 n-06)

et le DHA par B-oxydation peroxysomale (Voss et al., 1991).

La D6D convertit LA en acide y-linolénique (GLA, 18 :3 n-6) et ALA en acide
stéaridonique (18 :4 n-3). Chez les mammiferes, D6D est la premicere enzyme de la biosynthése des
AGPI, et représente l'étape limitante de l'ensemble des réactions conduisant a la formation de
DGLA, AA et EPA, précurseurs respectifs des eicosanoides des séries 1, 2 et 3 (Brenner, 1971). La
Do6D est également impliquée dans les mécanismes permettant la synthése des AGPI a 22 atomes

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 19 Elongases ELOVL chez les mammiféres

D’apreés (Jakobsson et al., 2006, Guillou et al., 2010)
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La D5D convertit le DGLA en AA etl'acide eicosatétraénoique (20 :4 n-3) en EPA. 11 s’agit
de la deuxieme désaturase de la cascade de biosynthese des AGPI intervenant apres les premicres
étapes de désaturation et d’élongation par la DO6D et ELOVL5. La D5D ne semble exister que sous
une seule isoforme. Elle est cependant capable de convertir les AGPI en n-6 et en n-3, avec une
préférence de substrat pour les AGPI en n-3 (Ninno et al., 1974, Jeffcoat et al., 1978). La D5D est
quantitativement 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'nypercholestérolémie (Garg et al., 1988), I'hyperglycémie (Das,
2005), I'hypoinsulinémie (Brenner, 2003, Das, 2005), les AGPI (Brenner, 2003), ’hypertension
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 rétrocontrole 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 al., 2002) vzz son clivage de SREBP-1c (Hannah
et al, 2001) et linhibition de l'expression génique de SREBP-1 (Yoshikawa et al., 2002).
L’expression des genes codants D6D et D5D est aussi augmentée par PPARa, qui tient une place
importante dans 'activation des genes d’oxydation des AG au niveau hépatique (Gulick et al., 1994,
Kroetz et al., 1998). Il existe donc une dualité de régulation des désaturases par SREBP-1c et
PPAR«, car les voies métaboliques impliquant ces facteurs de transcription sont opposées :
SREBP-1c induit les genes de la syntheése des AG, alors que PPARa induit ceux de 'oxydation
(Nakamura and Nara, 2004).

IX.2. Roéles des acides gras polyinsaturés

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

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

Les AG sont une source d’énergie pour l'organisme des mammiféres. Les lipides
représentant environ 35 % de l'apport calorique journalier chez 'Homme. Les AGPI sont
principalement estérifiés en position sn-2 des TAG, et constituent alors un réservoir énergétique a
l'organisme (Novikov et al.,, 1999). Cependant, la B-oxydation des AGPI est plus couteuse en
énergie comparativement a la B-oxydation des AGS, en raison de la présence de doubles liaisons,
obligeant I'activité de deux enzymes supplémentaires pour supprimer chaque double liaison et
permettre 'oxydation complete de ces AGPI (Novikov et al., 1999). La B-oxydation des AGPI
semblerait destinée au recyclage des atomes de carbone pour la synthése de novo ’AGS et AGMI

(a partir de 'acétate), plutot que la production d’énergie (Cunnane et al., 2003, Brenna, 2002).

IX.2.2. Réle structural

Les lipides membranaires constituent 20 a 40 % des membranes biologiques. 1l existe trois
classes de lipides membranaires : les stérols (majoritairement le cholestérol), les sphingolipides, et
les phospholipides (PL). Le LA, TAA et le DHA sont les principaux constituants des PL
membranaires, créant un microenvironnement flexible, ce qui facilite les changements de
conformation nécessaires a Iactivité de protéines intrinseques (Shaikh et al., 2003, Wassall et al.,
2004, Ikeda et al., 2000) 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
estérifiés deux AG a longues chaines en position sn-1 et sn-2 et d'un phosphate en position
sn-3 rattaché au groupement hydrophile constituant la téte du PL. Les AGPI
contenant 1 a 5 doubles liaisons sont généralement estérifiés en sn-2 (Capper and Marshall, 2001).
Au sein des PL, dont la phosphatidylcholine est la plus abondante (environ 50 % des PL), les AGPI
induisent aussi la ségrégation de domaines membranaires complexes - les rafts - auxquels sont

associés des complexes protéiques actifs (Shaikh et al., 2003, Wassall et al., 2004, Ikeda et al., 2000).

IX.2.3. Régulation génique

Les AG régulent expression d’un grand nombre de genes par l'intermédiaire de facteurs
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 en AGPI membranaire peut moduler P'activité des
enzymes liées a la membrane (Stubbs and Smith, 1990, Spector and Yorek, 1985). Le role des AGPI
en tant que régulateur génique a principalement été étudié au niveau des métabolismes lipidiques
et glucidiques. Chez la souris maintenue sous un régime alipidique et supplémentée en LLA, I'activité
d’enzymes de la lipogenéese telles que I'enzyme malique et la FAS est diminuée (Allmann and
Gibson, 1965, Muto et al.,, 1975). Les AGPI exercent un effet inhibiteur sur d’autres genes
lipogéniques tels que I'acétyl-CoA carboxylase (ACC) (Salati and Clarke, 1980), et la stéaroyl-CoA
desaturase-1 (SCD-1) (Jones et al., 1996) et activent I'expression des génes d’oxydation des AG,
tels que l'acyl-CoA oxydase ou la carnitine palmitoyl transferase-1 (CPT-1) (Clarke and Jump,
1997) via PPARa (Clarke, 2001). Les AGPI peuvent également agir sur la différenciation des

adipocytes, inhiber NF-kB et certaines cytokines par le biais de PPARy (Desvergne and Wahli,
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

Les AGPI tels que l'acide dihomo-y-linolénique (DGLA), PAA et 'EPA sont les
précurseurs de médiateurs lipidiques biologiquement actifs, tels que les eicosanoides, vz leur
mobilisation par des enzymes phospholipases, principalement par la PLA2 (phospholipase A2) et
leur métabolisme par les enzymes oxygénases qui leur conférent un role métabolique et fonctionnel
(Calder, 2002, Lauritzen et al., 2001, Sprecher, 2000, Tapiero et al., 2002). Parmi les eicosanoides
se trouvent les protaglandines, les thromboxanes, les leucotrienes et d’autres dérivés oxygénés des
AGPI, produits principalement par trois classes d’enzymes : les cyclooxygénases (COX), les
lipoxygénases et les cytochromes P450 époxygénases (Figure 20) (Tapiero 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 impliquées dans la douleur,
I'inflammation (Rouzer and Marnett, 2009). La voie de la 5-LOX (lipoxygénase) produit des
leucotrienes des séries 3,4 et 5, respectivement a partir de DGLA, AA et EPA (Tapiero et al., 2002).

Les eicosanoides issus du métabolisme de ’AA sont les prostanoides, principalement les
prostaglandines PGE2, PGI2 et le thromboxane A2 (TXA2). Les prostaglandines exercent des
effets par voies autocrines ou paracrines. La majorité des prostaglandines agissent sur des

récepteurs membranaires couplés aux protéines G (GPR), intermédiaires pour des voies de
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