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Résumé / Abstract

Résumeé

Les LPS (lipopolysaccharides), endotoxines provenant des bactéries a Gram négatif, sont
connus pour avoir la capacité dinteragir avec la barriére intestinale et provoquer la
désorganisation de cette derniére. Ces molécules sont ensuite capables de passer dans le
compartiment sanguin (endotoxémie) pour provoquer une inflammation métabolique a bas
bruit ou un syndrome inflammatoire aigu. Cependant, certaines protéines circulantes telles
gue la PLTP (Protéine de Transfert des Phospholipides) permettent de transférer les LPS aux
lipoprotéines circulantes dans le sang afin de procéder a leur détoxification.

Les objectifs principaux de ces travaux de recherche étaient d’étudier le devenir métabolique
des LPS d’origine intestinale ou injectés dans la cavité péritonéale ainsi que I'influence de la
PLTP sur ces LPS dans un contexte de maladies inflammatoires et infectieuses telles que
l'obésité, le diabéte de type 2 (DT2) ou encore une péritonite. Des souris type-sauvage
(présence de PLTP endogéne active) ont été comparées a des souris génétiquement
modifiées déficientes en PLTP aprés administration de LPS par voie orale ou intrapéritonéale.
Au niveau intestinal, la déficience en PLTP est associée a une augmentation de la
translocation des LPS de la lumiére intestinale vers la circulation, ou leur association aux
lipoprotéines plasmatique est diminuée en paralléle a un défaut de clairance des lipoprotéines
riches en triglycérides (TRL) causé par une diminution de l'activité de la lipoprotéine lipase
(LPL), enzyme clé nécessaire a I'hydrolyse des triglycérides. Au niveau de la cavité
péritonéale, 'absence de PLTP diminue la liaison des LPS aux lipoprotéines de haute densité
(HDL) in situ empéchant ainsi leur inactivation précoce et in fine, leur détoxification par la voie
hépatobiliaire. L'absence de PLTP induit ainsi une forte incapacité a détoxifier efficacement
les LPS d’origine intestinale et péritonéale, conduisant a une augmentation de la réponse
inflammatoire et a de possibles complications plus sévéres (obésité, insulinorésistance,
syndrome inflammatoire systémique). La PLTP possede donc un rbéle majeur dans la
neutralisation précoce des LPS dans la cavité abdominale, faisant d’elle une cible

thérapeutique intéressante dans le traitement des maladies métaboliques et infectieuses.




Résumé / Abstract

Abstract

LPS (lipopolysaccharides) are endotoxins originating from Gram-negative bacteria. They have
been extensively described for their ability to interact with and disrupt the intestinal barrier.
These toxins are able to cross the gut barrier and to pass into the blood (endotoxemia), leading
to low-grade metabolic inflammation or to a severe inflammatory syndrome (SIRS).
Fortunately, some circulating proteins such as PLTP (Phospholipid Transfer Protein) are able
to transfer LPS to plasma lipoproteins in order to inactivate and detoxify them.

The main goals of this study were to investigate the metabolic fate of LPS from the gut and
peritoneal cavity but also the influence of PLTP on these toxins in a context of inflammatory
and infectious diseases such as obesity, type 2 diabetes (T2D) or peritonitis. Wild-type mice
(presence of active endogenous PLTP) were compared with PLTP-deficient genetically
engineered mice after oral or intraperitoneal administration of LPS.

After oral administration of LPS, PLTP deficiency leads to increased translocation of LPS from
the gut lumen to the circulation, where its association with plasma lipoproteins is strongly
decreased together with a defect of clearance of triglyceride-rich lipoproteins (TRL) due to
decreased lipoprotein lipase (LPL) activity, a key enzyme involved in triglycerides hydrolysis.
After intraperitoneal administration of LPS, the absence of PLTP leads to a decrease binding
of LPS to high-density lipoproteins (HDL) in situ, preventing their early inactivation and their
detoxification by the hepatobiliary pathway.

The absence of PLTP is associated with a strong inability to efficiently detoxify LPS originating
from the gut or from peritoneal cavity leading to an increased inflammatory response and
potential more severe complications (obesity, insulin resistance, systemic acute inflammatory
syndrome). Thus, PLTP plays a major role in the early neutralization of LPS in abdominal cavity
and it could be an interesting therapeutic target in the treatment of metabolic and infectious

diseases.
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file:///C:/Users/gp334870/Desktop/Manuscrit%20de%20thèse%20Gaëtan%20Pallot%20après%20rapports%20291121.docx%23_Toc89099144
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file:///C:/Users/gp334870/Desktop/Manuscrit%20de%20thèse%20Gaëtan%20Pallot%20après%20rapports%20291121.docx%23_Toc89099156
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file:///C:/Users/gp334870/Desktop/Manuscrit%20de%20thèse%20Gaëtan%20Pallot%20après%20rapports%20291121.docx%23_Toc89099158
file:///C:/Users/gp334870/Desktop/Manuscrit%20de%20thèse%20Gaëtan%20Pallot%20après%20rapports%20291121.docx%23_Toc89099158
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file:///C:/Users/gp334870/Desktop/Manuscrit%20de%20thèse%20Gaëtan%20Pallot%20après%20rapports%20291121.docx%23_Toc89099164
file:///C:/Users/gp334870/Desktop/Manuscrit%20de%20thèse%20Gaëtan%20Pallot%20après%20rapports%20291121.docx%23_Toc89099165

Abréviations

Liste des abréviations

3-HM
AGL
AP-1
ApoA
ApoB
ApoClli
ApoClli
ARN
ARNmM
ASC
AUT
AVC
BPI
CARD
CASP1
CD
CETP
CM
COX
CRP
DAMPs
DT2
E.Coli
FiO-
GALT
GLP-1
HDL
HDLc
HF

HL
HPLC/MS/MS

IDL
IFN
IKK

3-hydroxymyristate

Acides gras libres

Activator protein 1

Apolipoprotéine A

Apolipoprotéine B

Apolipoprotéine ClI

Apolipoprotéine ClII

Acide ribonucléique

ARN messager

C-terminal caspase recruitment domain
Aliments ultra-transformeés

Accident vasculaire cérébral
Bactericidal permeability increasing protein
Caspase-associated recruitment domains
Caspase 1

Cluster de différenciation

Cholesteryl ester transfer protein
Chylomicrons

Cyclo-oxygénases

C-reactive protein

Damage associated molecular patterns
Diabete de type 2

Escherichia coli

Fraction inspirée en oxygéne
Gut-associated lymphoid tissue
Glucagon-like peptide 1

High-density lipoprotein

Cholestérol HDL

High-fat

Lipase hépatique

Chromatographie liquide haute performance couplée a spectrométrie
de masse en tandem

Intermediate density lipoproteins
Interféron

IkB kinase

11



Abréviations

LTA
LT/LBP
LX
MAL
MAPK
MCP-1
MD-2
MG
MICI
MKK
MLCK
MyD88
NEMO
NFkB
NLR
NOD
OMS
OMVs

Interleukine

Indice de masse corporelle
Intrapéritonéale

Interleukin-1 receptor-associated kinase
Interferon regulatory factor
Intraveineuse

Junctional adhesion molecule A

C-Jun N-terminal kinase

Acide 3 déoxy-D-manno-octulosonique
Lipopolysaccharide binding protein
Low-density lipoprotein

Cholestérol LDL

Récepteur aux LDL

Low-fat

Lipoxygénases

Lipoprotéine lipase

Inhibiteur de la LPL
Lipopolysaccharides

LDL receptor-related protein

Acides lipotéichoiques

Lipid transfer / LBP

Lipoxines

MyD88 adaptor-like protein
Mitogen-activated protein kinase
Monocyte chemoattractant protein 1
Myeloid differentiation factor 2
Monoglycérides

Maladies intestinales chroniques inflammatoires
MAP kinase kinase

Myosin light-chain kinase

Myeloid differentiation 88

NF-kB essential modulator

Nuclear factor kB

Nod-like receptor

Nucleotid-binding Oligomerization Domain proteins
Organisation Mondiale de la Santé

Outer membrane vesicles

12



Abréviations

PAM
PAMPs
PaO;
PLTP
PLTP-KO
PRR
RIP1
SEM
SISG
SOFA
SR-B1
TAB
TAK1
TBK
TG
TLR
TRL
TNF-a
TRAF
TRAM
VLDL
WT
Z0-1

Pression artérielle moyenne

Pathogen associated molecular patterns
Pression artérielle en oxygéne
Phospholipid transfer protein

PLTP knockout (souris déficiente en PLTP)
Pattern recognition receptor
Receptor-interacting protein 1

Ecart standard & la moyenne

Sécrétion d’insuline stimulée par le glucose
Sequential organ failure assessment score
Scavenger receptor class B type 1
TAK1-binding protein

Transforming growth factor B-activated kinase 1
TANK-binding kinase

Triglycérides

Toll-like receptor

Triglyceride-rich lipoprotein

Tumor necrosis factor a
TIR-domain-containing adaptor protein inducing interferon 3
TRIF-related adaptor molecule

Very low-density lipoprotein

Wild-type (souris type sauvage)

Zonula occludens-1

13



Introduction

INTRODUCTION

14






Chapitre 1 : maladies métaboliques

CHAPITRE 1: MALADIES METABOLIQUES

16



Chapitre 1 : maladies métaboliques

Afin de débuter ce premier chapitre de thése, je vous propose en premier lieu de nous
attarder sur la description, la définition mais également la liste (non exhaustive) de maladies
métaboliques pouvant engendrer une réponse inflammatoire a bas bruit et/ou chronique. Une
maladie métabolique peut-étre définie comme étant un trouble médical capable d’affecter les
fonctions métaboliques au sein d’une cellule et plus particulierement sa production d’énergie.
Certaines de ces maladies métaboliques peuvent étre génétigues mais pas seulement
(Bouchard, 1991). En effet, le développement de telles maladies peut étre induit par le régime
alimentaire, des agents toxiques ou encore diverses infections a l'origine de la présence
d’endotoxines dans le milieu intérieur (endotoxémie). Cependant, le lien de causalité entre le
développement de maladies métaboliques telles que l'obésité ou linsulinorésistance, le
diabéte de type Il (DT2) et le développement d’'une endotoxémie métabolique reste encore
controversé (Cani et al, 2007, Ding & Lund, 2011). Dans ces travaux de recherche, nous nous
sommes plus particulierement intéressés aux maladies métaboliques non génétiques,
déclenchant une inflammation chronique a bas bruit tels que le DT2 ou I'obésité. Nous allons
ainsi décrire brievement I'épidémiologie mondiale et nationale, les causes et les
conséquences physiopathologiques de ces diverses maladies que nous avons étudiées durant

ce projet de thése.

A. Surpoids et obésité

L’'obésité et le surpoids sont généralement caractérisés comme étant « une
accumulation anormale et excessive de graisse pouvant impacter I'état de santé global de
I'h6te » (Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 2020). Un individu en situation d’obésité
differe d’'un individu atteint de surpoids de par la différence de masse grasse accumulée au
niveau du tissu adipeux aboutissant a 'augmentation importante de la masse corporelle, au
dysfonctionnement progressif de différents organes et métabolismes cellulaires mais
également au développement d’inflammation chronique. La facon la plus courante de classifier
et de déterminer le surpoids et I'obésité chez l'adulte est le calcul de l'indice de masse
corporelle ('IMC). Cet indice est calculé en divisant le poids d’un individu en kilogrammes (kg)
par le carré de sa taille en métres (m?). D’aprés la définition de 'OMS, une personne en
surpoids aura un IMC égal ou supérieur a 25 tandis qu’une personne atteinte d’obésité aura
un IMC égal ou supérieur a 30. De plus, I'obésité peut étre classée en 3 catégories selon I'|MC.
En effet, si 'IMC est compris entre 30 et 34,9, I'obésité est dite de « classe | », entre 35 et 39,9
elle est de « classe » |l et elle sera dite de classe Il (ou « morbide ») si 'IMC est supérieur ou
égal a 40 (Tableau 1). Plus la classe est importante (plus I'lMC est élevé), plus le risque de
mortalité d’un individu en situation d’obésité augmente. Pour lutter contre cette maladie,

plusieurs essais comprenant des substances médicamenteuses ont eu lieu mais ne se sont
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Chapitre 1 : maladies métaboliques

pas révélés efficaces. Cependant, plusieurs études plus ou moins récentes ont démontré le
potentiel des analogues du glucagon-like peptide-1 (GLP-1), hormone intestinale (dont nous
reparlerons dans la partie 3 de cette thése consacrée aux lipopolysaccharides), comme étant
des molécules intéressantes pour traiter 'obésité (Torekov et al., 2011 ; Zoicas et al., 2013).
D’autres solutions « non médicamenteuses » peuvent également étre envisagées a savoir :
les cures thermales ou de la chirurgie bariatrique (« bypass gastriqgue », « sleeve
gastrectomy » ou encore anneau gastrique) qui pourront étre proposées en fonction de

l'individu et de la situation d’obésité dans laquelle il se trouve.

Classification en fonction de I'indice de masse corporelle (IMC)
Insuffisance pondérale < 18,5
Eventail normal 18,5 -24,9
Surpoids 225,0
- Préobésité 25,0—29,9

Tableau 1. Classification du surpoids et de I'obésité en fonction de 'IMC, d’aprés 'OMS

1. Epidémiologie, prévalence dans le monde et en France

En 2016, d’aprés 'OMS, pres de 2 milliards d’adultes étaient en situation de surpoids.
Sur I'ensemble de ces individus, plus de 650 millions se trouvaient en situation d’obésité. De
maniére plus générale, environ 13% de la population adulte dans le monde (11% des hommes
et 15% des femmes) étaient en situation d’obésité en 2016. Concernant le surpoids, prés de
39% des adultes (39% des hommes et 40% des femmes) étaient quant a eux concernés. Fait
important, nous pouvons ajouter que la prévalence de I'obésité a quasiment triplé au niveau
mondial en 40 ans (entre 1975 et 2016).

En 2019, quelque 40 millions d’enfants de moins de 5 ans étaient en surpoids ou en
situation d’obésité. Si I'obésité et le surpoids touchaient principalement les pays développés
avec des hauts revenus, ces maladies sont désormais en augmentation dans les pays a
revenu plus faible (et intermédiaire), plus particulierement en milieu urbain. A titre d’exemple,
en Afrique, le nombre d’enfants en surpoids ou obéses a augmenté de prés de 24% depuis
les années 2000. Plus de 340 millions d’enfants et d’adolescents agés de 5 a 19 ans étaient
en surpoids ou obeses en 2016. La prévalence du surpoids et de 'obésité chez les enfants et
les adolescents agés de 5 a 19 ans a augmenté de facon trés importante, passant d’a peine
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5% en 1975 a un peu plus de 18% en 2016. L’augmentation a été la méme chez les gargons
que chez les filles : en 2016, 18% des filles et 19% des gargons étaient en surpoids (EASD,
2015).

A I'échelle mondiale, le surpoids et I'obésité sont liés a davantage de décés que
l'insuffisance pondérale. Il y a plus de personnes obéses qu’en insuffisance pondérale, et ce
dans toutes les régions a I'exception de certaines parties de I'Afrique et de I'Asie. Comme ces
chiffres indiqués par 'OMS le démontrent : I'obésité est devenue au fil des décennies une
véritable pandémie qui est provoquée par diverses causes et notamment un déséquilibre
énergétigue entre les calories consommées et dépensées. En effet, des augmentations
conjointes de la consommation d’aliments trés caloriques riches en lipides et une
augmentation et du manque d'activité physique sont responsables du développement de cette
maladie. Au-dela de la quantité de calories, il est également important de préciser que la
qualité des aliments ingérés est également un facteur important pouvant aboutir au
développement de lI'obésité. En effet, un essai randomisé contrélé réalisé sur les aliments
ultra-transformés (AUT) en 2019 aux Etats-Unis a par exemple démontré qu’ils participent de
facon importante aux apports énergétiques totaux et peuvent favoriser la prise de poids et

ainsi le développement de I'obésité (Hall et al., 2019).

Malheureusement, notre pays n’échappe pas a la hausse constante et progressive de
personnes atteintes de surpoids ou en situation d'obésité. En effet, la prévalence des
personnes concernées par cette maladie n’a cessé d’augmenter depuis les années 1990. Pour
la premiére fois en France, une enquéte nationale a été réalisée entre 1997 et 2012. Nommée
OBEPI, elle a permis de collecter des données sur tout le territoire et de réaliser des
statistiques démographiques précises. Cette étude a permis de conclure qu’environ 15% de
la population était en situation de surpoids ou/et d’obésité (OBEPI-ROCHE, 2012). Une
version actualisée de cette étude a méme déterminé qu’en 2020 prés de 17% de la population
était concernée (OBEPI-ROCHE 2020) (Figure 1). Ces travaux ont également démontré une

hétérogénéité de I'épidémie d’obésité en France selon :

e Lesexe :les femmes sont davantage touchées que les hommes (17,4% contre 16,7%).

e La localisation géographique : les populations vivant dans le sud du pays semblent
étre plus épargnées par cette maladie que les populations vivant dans les régions du
nord et de I'est du territoire métropolitain (22,1% dans les Hauts-de-France, suivis par
le Grand-Est avec 20,2% et la Normandie avec 19,8%).

e Le milieu social : 'obésité est environ deux fois plus élevée chez les catégories dites

populaires avec 18% (ouvriers, employés...) que chez les cadres (9,9%).
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e L’age : plus la population vieillit, plus elle a tendance a étre sujette au développement
de l'obésité malgré une forte augmentation du pourcentage d’obésité chez les
personnes les plus jeunes ces dernieres années (5,4% en 2012 contre 9,2% en 2020

chez les 18-24 ans).

OBEPI-ROCHE 2012

17% de la population
~——— en situation d’obésité
en 2020

B de 18,6 amoins de 21,3 %
B de 15,4 a moins de 18,6 %
O de 13,8 amoins de 15,4 %
[0 de 11,6 a moins de 13,8 %

OBEPI-ROCHE 2020

—_—

Figure 1. Analyses de la prévalence de I'obésité en France en 2012 et en 2020 selon les régions

Comme nous avons pu le voir, malgré quelques disparités, 'obésité est une épidémie en forte
progression partout dans le monde et touche I'ensemble des classes d’ages. De plus, la
situation sanitaire liée a la pandémie du nouveau coronavirus n’a rien arrangé ces derniers
mois. En effet, de nombreuses études ont démontré un réel effet négatif des confinements
successifs sur les changements de poids corporels et d’habitudes nutritionnelles chez les
personnes en situation d’'obeésité. Par exemple, en ltalie, une étude a démontré 'augmentation
du poids corporel d’environ 1,5 kg chez les personnes atteinte d’obésité confinées seulement
un mois (Pellegrini et al., 2020). Une autre étude sur environ dix mille jeunes chinois avant et
aprés confinement a démontré une augmentation de la prévalence de surpoids (21,3% avant
contre 25,1% aprées confinement) et une augmentation de la prévalence d’obésité (10,5%
avant contre 12,9%) (Yang et al., 2020).

2. Conséqguences physiopathologiques

Le développement de l'obésité, autrement dit 'excés de masse grasse associée a

'augmentation de I'IMC, est un véritable facteur de risque pour certaines maladies chronigues
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non transmissibles telles que les maladies cardiovasculaires - principalement les cardiopathies
et les accidents vasculaires cérébraux (AVC) -, le développement du diabete, les troubles
musculo-squelettiques tels que l'arthrose ou encore I'apparition de certains cancers (sein,
ovaire, prostate, foie, vésicule biliaire, rein ou encore colon). En plus de ces risques pour
I'avenir, les enfants obéses peuvent avoir des difficultés respiratoires, un risque accru de
fractures, une hypertension artérielle, une apparition des premiers marqueurs de maladie
cardiovasculaire, une résistance a l'insuline ou encore des problémes psychologiques (Purder
& Munsch, 2010 ; Katz et al., 2017). L’'obésité de I'enfant est donc associée a un risque accru
de déces prématuré et d’'incapacité, notamment par le développement de problemes de
déplacement liés aux contraintes exercées sur les articulations, a I'age adulte (Franks et al.,
2010).

Le surpoids et 'obésité sont habituellement associés avec 'augmentation de la prévalence de
certaines comorbidités telles I'hypertension ou encore la dyslipidémie (augmentation des
niveaux de cholestérol et de triglycérides dans le sang) pouvant provoquer I'apparition de

maladies cardiovasculaires (Brown et al., 2000).

Des études datant des années 90 ont déja mis en évidence une relation étroite entre
I'obésité et le développement d’une inflammation a bas bruit et chronique (Hotamisligil et al.,
1993 ; Hotamisligil et al., 1994). Ce lien existant entre obésité et inflammation a également été
décrit plus précisément dans des études plus récemment publiées (Dalmas et al.,, 2011 ;
Laugerette et al., 2011 ; Vernon et al., 2011 ; Magalhaes et al., 2015) mais le lien de causalité
entre ces deux phénoménes reste encore a déterminer et trés controversé. Est-ce le
développement de I'obésité qui induit une inflammation ou est-ce l'inflammation qui initie la
prise de poids et le développement de I'obésité ? La question reste entiére. Néanmoins, le
stade dinflammation est caractérisé par une augmentation de « biomarqueurs » (ou
médiateurs) de l'inflammation a la fois du systéme immunitaire inné mais également adaptatif
telle que I'activation de cellules immunitaires (Ellulu et al., 2017) ou encore d’hormones telles
gue le Glucagon-like peptide (GLP-1) (Madsbad, 2014). De plus, des travaux menés par Cani
et al, en 2008, ont treés largement démontré les conséquences physiologiques que peut avoir
l'obésité chez des rongeurs, a savoir: le recrutement de cellules immunitaires, une
modification de la perméabilité intestinale, un changement du microbiote conduisant ainsi au
développement de complications métaboliques. L'obésité induit donc une modification
structurale et fonctionnelle au niveau de l'intestin et provoque des maladies gastro-intestinales
(Teixeira et al., 2012 ; Acosta & Camilleri, 2014) : des probléemes digestifs, des perturbations
liees a l'absorption de l'alimentation ou encore une composition microbienne de lintestin
altérée (Scarpellini et al., 2010 ; Bischoff, 2011). Ces complications déclenchent ainsi une

altération de la fonction barriére de lintestin pouvant conduire a la translocation accrue
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d’endotoxines bactériennes, les lipopolysaccharides (LPS), de la lumiére intestinale vers le
compartiment sanguin via une voie paracellulaire (dite passive) ou transcellulaire (dite active)
(Guerville & Boudry, 2016). Diverses études ont également démontré que I'administration d’'un
régime gras obésogéne chez des souris a pour effet d’augmenter la perméabilité intestinale,
de diminuer sa fonction barriere mais aussi de développer une endotoxémie via le recrutement
de cellules pro-inflammatoires telles que les cytokines (Meyer et al., 1995 ; Cani et al., 2007,
Cani et al., 2008). Les endotoxines présentes dans la circulation possédent ainsi un fort
pouvoir inflammatoire que nous décrirons en détails dans le chapitre Il de cette these
(Terawaki et al., 2010).

La plupart des individus en situation d’obésité sont également susceptibles de développer une

autre maladie métabolique, le DT2 que nous allons détailler dans la partie suivante.

B. Diabete de type 2 (DT2)

Ce type de diabéte, également appelé diabéte non insulino-dépendant, survient
lorsque les cellules B des ilots de Langerhans du pancréas, sécrétrices d’insuline, s’épuisent
(Calle & Fernandez, 2012). En effet, la consommation excessive d’aliments riches en lipides
ou AUT ainsi qu’'une activité physique réduite provoque une augmentation de la masse
corporelle. Un phénoméne d’insulinorésistance s’installe alors. En effet et pour rappel,
I'insuline est bien connue comme étant une des hormones régulatrices de la glycémie. Lorsque
la maladie s’installe, le pancréas est toujours en mesure de produire correctement de l'insuline.
Cependant, la prise de poids de l'individu va ainsi préférentiellement stimuler les cellules
musculaires qui utilisent des acides gras comme source d’énergie. Les cellules en charge de
la captation du glucose vont ainsi progressivement devenir insensibles a l'insuline. Le glucose
ne pouvant plus entrer dans ces cellules, les cellules 3 pancréatiques vont donc stimuler leur
métabolisme et ainsi sécréter davantage d’insuline afin de compenser ce phénomene et de
« contraindre » les cellules de I'organisme a absorber le glucose. La glycémie va ensuite
augmenter jusqu’a devenir toxique pour I'individu. On parle généralement de « glucotoxicité »
(Figure 2).

Cette hyperglycémie (la concentration trop élevée de glucose dans le sang) est un effet
fréquent du diabéte, qui entraine avec le temps des atteintes graves de nombreuses parties

de l'organisme et plus particulierement des nerfs et des vaisseaux sanguins.
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Aliments ultra-transformés ?

Consommation excessive d’aliments
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!

Insuffisance de sécrétion d’insuline
(insulinopénie)

Figure 2. Eléments clés de la physiopathologie du diabéte de type 2.

La consommation excessive d’aliments riches en lipides ou ultra-transformés combinée & un manque
d’activités physique et sportive aboutit a une prise de masse grasse. Cette prise de poids est directement
liée au développement de l'insulinorésistance qui conduit a un épuisement des cellules pancréatiques,
incapables de produire en quantité suffisante I'hormone glucorégulatrice qu’est l'insuline. De la, un
phénomeéne d’insulinopénie se met en place, derniere étape de la physiopathologie du DT2.

D’apreés la thése de Lorene Lebrun, 2016.

1. Epidémiologie dans le monde et en France...

Le DT2 représente la majorité des cas de diabéte : il est estimé que 90% des
personnes diabétiques sont atteintes de DT2 (Eschwege et al., 2015) et est la conséquence,
en grande partie, d’'une surcharge pondérale et d’'un manque d’activité physique. Ses
symptémes peuvent étre similaires a ceux du diabete de type 1 ou diabéte insulino-dépendant
(qui ne sera pas décrit ici) mais sont souvent moins marqués. De ce fait, la maladie peut étre
diagnostiquée plusieurs années apres son apparition, une fois les symptémes les plus
marqueés et complications déja présentes. En 2014, environ 8,5 % des adultes de 18 ans et
plus étaient atteints de diabete dans le monde. En 2019, le diabéte a été la cause directe de
1,5 million de décés. Environ 2,2 millions de décés étaient attribuables a I'hyperglycémie en
2012. Entre 2000 et 2016, la mortalité prématurée attribuable au diabéte a augmenté de 5 %.

Dans les pays a revenu élevé, le taux de mortalité prématurée due au diabéte a diminué entre
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2000 et 2010, mais a ensuite augmenté sur la période 2010-2016. Dans les pays a revenu
intermédiaire de la tranche inférieure, le taux de mortalité prématurée due au diabéte a

augmenté au cours de ces deux périodes (OMS, 2021).

Tout comme pour le surpoids et 'obésité, le nombre de personnes atteintes de diabéte
et notamment de DT2 a fortement augmenté en France. Ainsi, en dix ans a peine, la croissance
du taux de prévalence du diabéte en France a méme accéléré, le nombre de personnes
atteintes du diabéte est passé de 1,6 millions en 2000 a plus de 3,5 millions en 2009 (BEH
Invs, 42-43, novembre 2010).

De méme que pour I'obésité, il existe des disparités du développement du diabéte selon :

o Le sexe: les hommes sont globalement plus touchés par cette maladie que les
femmes.

e Le milieu social : les personnes en situation de précarité sont davantage touchées par
le diabete que les personnes plus favorisées la prévalence du diabéte chez les
hommes vivant dans des communes moins favorisées est 1,3 fois plus élevée que les
hommes vivants dans des communes les plus favorisées (ce chiffre monte jusqu’a 1,7
pour les femmes).

e La localisation géographique : le diabéte est davantage présent dans les régions du
Nord (prévalence de 6%) et certains territoires d’Outre-Mer tels que la Guadeloupe et
la Réunion (prévalences respectives de 9 et 10% environ) contrairement aux régions
de I'Ouest ou du Sud ou la prévalence n’est que de 3 ou 4%. (BEH, Santé Publique
France, 27-28, novembre 2017).

2. Conséquences physiopathologiques

Au cours du temps, le DT2 peut conduire a I'apparition de Iésions de plusieurs organes
et notamment des Iésions cardiaques, oculaires, rénales voire nerveuses. Chez une personne
adulte, le diabéte multiplie environ par 2 le risque d’infarctus du myocarde et d’accident
vasculaire cérébral (Sarwar et al., 2010). Il peut étre associé a une diminution du flux sanguin,
notamment au niveau des membres inférieurs, pouvant aller jusqu’a I'amputation et est 'une
des principales causes d’insuffisance rénale (USRDS annual data report : Epidemiology of
kidney disease in the United States, 2014).

Plusieurs études ont déja démontré la relation de causalité qui existait entre 'apparition
du DT2 et le développement de I'inflammation chez les individus concernés. En effet, le DT2
va déclencher une importante stimulation du systéme immunitaire et in fine, une libération de

molécules pro-inflammatoires au niveau du tissu adipeux blanc et plus particulierement du
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tissu adipeux abdominal. Différentes substances peuvent ainsi étre sécrétées telles que des
cytokines : Tumor Necrosis Factor a (TNF-a), les interleukines 1 et 6 (IL-1 et IL-6) mais
également certaines protéines comme la leptine, le « monocyte chemoattractant protein-1 »
(MCP-1) ou encore I'angiotensine. Le DT2 découlant généralement de I'obésité, 'expansion
du tissu adipeux va favoriser linfiltration de macrophages et de cellules immunes (Calle &
Fernandez, 2012). L’inflammation observée au cours du diabéte va également concerner le
pancréas avec une infiltration conjointe de cellules immunitaires, de cytokines (principalement
IL-1) et d’adipokines (Larsen et al., 2007 ; Ricker et al., 2012). Enfin, cette inflammation se
marque également par une forte augmentation du nombre de globules blancs, du fibrinogéne
et de la protéine C-réactive (CRP) qui est par ailleurs un facteur de prédiction de la survenue
du DT2 chez les personnes déja atteintes de surpoids ou d’obésité (Calle & Fernandez, 2012)
(Figure 3).
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Figure 3. Relation entre diabéte, inflammation et risques cardiovasculaires

Des facteurs environnementaux et génétiques défavorables vont étre en mesure de provoquer une prise de
poids, puis une inflammation du tissu adipeux et vont ensuite déclencher une infiltration de cytokines pro-
inflammatoires. Cette inflammation va avoir des impacts sur divers organes : une augmentation de la CRP au
niveau hépatique, une diminution de I'adiponectine (hormone dite « anti-inflammatoire » et une augmentation de
la leptine (hormone de la satiété).

L’insulinorésistance va également se développer aprés épuisement des cellules B-pancréatiques, provoquant le
développement du DT2 et une dyslipidémie (augmentation des TG et cholestérol plasmatique, diminution des
HDL). Cette altération plasmatique des lipides va ainsi contribuer a la formation d’un dépét de plaques au niveau
des artéres (développement de I'athérosclérose). Une dysfonction vasculaire générale peut alors apparaitre et
provoquer des troubles cardiovasculaires.

Adapté de Calle & Fernandez, 2012.

Abréviations : TNF-a : Tumor necrosis factor a ; IL-6 : Interleukine 6 ; MCP-1 : Monocyte chemoattractant protein-
1; DT2 : Diabete de type 2 ; TG : Triglycérides ; HDL : High-density lipoprotein.
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CHAPITRE 2 : L'INTESTIN : PHYSIOLOGIE ET ROLE BARRIERE(S)
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Nous avons donc vu dans ce premier chapitre le lien qui existait entre les différentes
maladies métaboliques décrites ainsi que leurs conséquences sur la santé de I'hdte. Nous
allons maintenant décrire I'anatomie, les fonctions de I'organe principalement impacté par les

maladies précédemment décrites : l'intestin.

Le tractus gastro-intestinal est un organe possédant une structure complexe, assurant
de multiples fonctions et divers roles physiologiques. En réalité, il s’agit d’un véritable
écosysteme composé de trois principaux composants : des cellules hétes, le microbiote et
diverses molécules provenant de I'environnement telles que les nutriments. Il est bien connu
que l'une des fonctions principales de ce tractus est d’absorber les nutriments nécessaires a
'organisme. Diverses études ont néanmoins démontré d’autres fonctions primordiales de
l'intestin et notamment son réle prépondérant dans la défense contre les toxines naturelles ou
artificielles. 1l contient plusieurs milliards de bactéries permettant d’assurer un maintien de
I’lhoméostasie ainsi qu’un equilibre fin entre des signaux tolérogénes et inflammatoires. De par
sa taille I'intestin est également connu comme étant 'organe endocrine le plus vaste du corps
humain aussi bien par la quantité mais aussi par la diversité des molécules de signalisation
sécrétées assurant la communication avec le reste de notre corps. Des études récentes ont
également mis en évidence l'importance de I'axe de communication intestin-cerveau depuis
guelgues années (Mayer et al., 2015). Toutes les fonctions assurées par lintestin sont

finement régulées par sa structure et sa morphologie particuliére.

A. Anatomie fonctionnelle de lI'intestin

Anatomiquement, le systéme digestif démarre au niveau de la cavité buccale, se
poursuit par le pharynx, I'cesophage, I'estomac, l'intestin gréle comprenant trois sections (le
duodénum, le jéjunum et I'iléon), puis le colon et enfin le rectum et I'anus (Figure 4). De plus,
'ensemble de ce tractus est fortement lié au foie, a la vésicule biliaire et au pancréas, organes
impliqués dans différents processus physiologiques, notamment durant la digestion via la

sécrétion de diverses hormones et enzymes.
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Figure 4. Anatomie du tractus gastro-intestinal

Représentation schématique du tube digestif (canal alimentaire), par lequel la nourriture est ingérée et
les déchets solides sont éliminés. Ce tractus inclut la bouche, le pharynx, I'cesophage, I'estomac,
lintestin gréle, le colon (gros intestin), le rectum et I'anus.

Adapté de I'encyclopédie Britannica, 2014 : https://www.britannica.com/science/gastrointestinal-tract.

Comme décrit précédemment, chez ’'Homme et une majorité de mammiféres, le tractus
intestinal peut étre compartimenté en deux grands segments : I'intestin gréle (lui-méme divisé
en trois segments distincts : le duodénum, le jéjunum et I'iléon) et le gros intestin (comprenant
le caecum et le colon). Chez 'lHomme, l'intestin gréle mesure environ 6 m de long avec un
diamétre de 2 cm tandis que le gros intestin mesure 1,5 m de long pour un diamétre d’environ
4 cm. Chez la souris, notre modéle animal expérimental, I'intestin gréle mesure environ 40 cm
et le gros intestin 10 cm. Deux conduits débouchent dans le premier segment (duodénum) de
lintestin gréle, 'un provenant du pancréas et 'autre du foie et de la vésicule biliaire. La bile
stockée dans cette derniére et acheminée via le canal cholédoque est relarguée dans la partie

proximale du duodénum permettant ainsi la solubilisation des graisses et I'action des enzymes
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digestives, telles que les lipases. Le pancréas, pour sa part, joue le role d”’usine a enzymes”
car il en produit environ 1,5 litre par jour de suc pancréatique. Ces enzymes, inactives dans le
pancréas, ne sont opérationnelles qu’une fois arrivées dans I'intestin gréle ou elles hydrolysent
graisses, protéines et sucres. Le jéjunum, quant a lui, est le principal lieu d’absorption de ces
macronutriments. L’iléon, dans le prolongement du rdle tenu par le jéjunum, assure la
continuité de I'absorption des nutriments (eau, vitamines, électrolytes ou encore sels biliaires)
tandis que le colon assure I'absorption des électrolytes et de I'eau (Figure 4). Les composés
non absorbés (qui sont donc non essentiels) vont former les feéces qui vont passer dans le
rectum puis étre excrétés par I'anus. Comme nous le verrons ultérieurement, ce qui n’est pas
absorbé ni digéré pourra étre utilisé par les bactéries présentes dans l'intestin comme substrat.
Le tractus gastro-intestinal contient également un grand réseau neuronal capable de moduler

la fonction digestive.

La morphologie des cellules intestinales varie tout le long de ce tractus malgré la
présence de structures communes dans tous les segments, tous tres innerves et vascularisés
grace aux vaisseaux lymphatigues et aux micro vaisseaux sanguins. En coupe transversale,
depuis la séreuse externe jusqu’a la lumiére intestinale, l'intestin est constitué de deux
couches musculaires recouvertes de muqueuse. La muqueuse, entre la lumiére intestinale et

la couche interne, est composée de I'épithélium, la lamina propria et la lamina muscularis

mucosae (Figure 5).
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Figure 5. Localisation et structure de l'intestin gréle

Localisation du duodénum, du jéjunum et de l'iléon et composition structurale de ces différents segments.

Adapté de Phil Schatz, lecurio.com.

La surface de lintestin gréle est fortement élargie grace a des protubérances, les
villosités. Les cellules naissantes provenant de ces cellules souches sont ensuite en mesure
de migrer le long de I'axe crypto-villositaire afin de se différencier en plusieurs types cellulaires

nécessaires au bon fonctionnement de notre intestin (Buts et al., 1990 ; Petit et al., 2007). Les
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cellules migrent ainsi depuis le compartiment prolifératif de la crypte jusqu’aux extrémités de
la villosité ou elles subissent le remplacement de I'épithélium via un phénoméne d’apoptose
déclenché par le manque d’adhésion entre les cellules et la matrice extracellulaire au niveau
de l'apex des villosités. Ces cellules sont ensuite relachées dans la lumiere intestinale pour
une élimination définitive. Le renouvellement de I'épithélium prend approximativement cing
jours chez ’'Homme par le biais des cryptes de Lieberkiihn qui permettent un renouvellement
constant (Raven et al., 2014).

L’intestin est une réelle interface entre I'héte et I'environnement : il permet les
échanges de nutriments, assure une fonction barriére contre les substances nocives et est
une véritable «usine a hormones » favorisant une bonne digestion. (Figure 6). Le
renouvellement permanent des cellules épithéliales évoqués précédemment est ainsi
nécessaire a la fonction de barriére de lintestin afin de maintenir une intégrité suffisante et

optimale contre les agressions physiques, chimiques, biologiques et microbiologiques.
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Figure 6. Représentation schématiqué de I'épithélium de l'intestin gréle
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Epithélium de lintestin gréle mettant en évidence l'identité et la disposition spatiale des principaux types de

cellules épithéliales.
D’apres Dey & Bradbury, 2018.
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B. Intestin et diversité cellulaire

Les différentes cellules présentes au niveau des villosités sont les suivantes: les
entérocytes, les cellules M (« microfold cells »), les cellules caliciformes, les cellules « tuft » et

les cellules entéroendocrines.

e Les entérocytes sont les cellules les plus nombreuses et les plus internes de l'intestin
gréle en contact avec le chyme assurant une fonction de transit sélectif des nutriments
de la lumiére de l'intestin gréle vers le milieu intérieur (Snoeck et al., 2005).

e Les cellules M ont pour réle de présenter les antigénes aux cellules immunitaires et
agissent également comme une sorte de passerelle pour les micro-organismes. Elles
permettent ainsi le transfert de I'information de la présence d’'un pathogéne ainsi que
son passage dans le milieu intérieur (Trier, 1991 ; Corr et al., 2008).

o Les cellules caliciformes ont pour principale fonction de produire le mucus tapissant la
cavité intestinale. Elles sont également appelées « cellules a mucus » ou « cellules en
gobelet » (Specian & Oliver, 1991).

e Les cellules tuft sont des cellules « sentinelles », rares, permettant une régulation fine
de lI'immunité de type 2 en coopérant étroitement avec le systéeme immunitaire
favorisant ainsi I'élimination des parasites (Gerbe et al., 2012).

e Les cellules entéroendocrines (présentes a la fois dans lintestin, I'estomac et le
pancréas) produisent des peptides et hormones gastro-intestinales en réponse a
diverses stimulations. Ces molécules sont ensuite libérées dans le sang afin d’atteindre
le cerveau. Ces cellules agissent comme des chimiorécepteurs afin de favoriser des
actions digestives via la détection de substances nocives. Une réponse adaptée et

protectrice sera alors mise en place (Gribble & Reimann, 2016).
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C. L’intestin : une barriere polyvalente et sélective

Dans cette partie, nous allons maintenant détailler 'un des réles primordiaux de
I'intestin gréle : ses multiples fonctions barriéres permettant d’assurer une homéostasie

optimale.

1. Barriere chimique

La premiére défense de l'intestin au niveau de I'épithélium est formée par le mucus
permettant de limiter 'exposition des cellules épithéliales intestinales au microbiome. |l s’agit
en réalité d’'un mélange d’eau, d’électrolytes, de lipides, d'immunoglobulines, de peptides
antimicrobiens et de glycoprotéines (également appelées mucines). Cette substance est
sécrétée de fagon continue par les cellules en gobelet qui permettent ainsi son renouvellement
(Cornick et al., 2015). L’épaisseur de la couche de mucus est déterminée par I'équilibre entre
son niveau de synthése, de sécrétion et de dégradation et difféere tout au long du tractus
digestif. L’intestin gréle posséde une seule couche de mucus tandis que le colon en posséde
deux. Cette premiére couche est une couche adhérente interne attachée solidement aux
cellules épithéliales tandis que la seconde couche externe est quant a elle colonisée par les
bactéries commensales. Plusieurs facteurs tels que les hormones, les neuropeptides ou
encore les médiateurs de l'inflammation sont en mesure de moduler I'épaisseur de cette
couche de mucus par stimulation de sécrétion de mucines (Kim & Ho, 2010). La couche de
mucus contribue a la protection de I'épithélium et protége les cellules épithéliales contre les
substances nocives mais également les pathogénes. Il s’agit d’une véritable barriére
dynamique de défense contenant des peptides antimicrobiens permettant d’empécher le

contact entre les cellules intestinales et les bactéries.

2. Barriére physique

Cette barriere est fonctionnelle grace a la monocouche des cellules épithéliales
intestinales étroitement connectées entre elles via des jonctions intercellulaires mais aussi la
couche de mucus (composé présent au niveau de la barriere chimique également).
L’épithélium intestinal assure plusieurs fonctions, notamment le contréle de la communication
entre la lumiére intestinale et notre corps. Cette fonction est essentielle afin d’empécher le
passage de microorganismes ou de leurs toxines dans le compartiment sanguin (Baumgart &
Dignass, 2002). La seconde fonction primordiale de cette barriére est la perméabilité sélective
afin de permettre la translocation d’éléments nutritifs, d’électrolytes et d’eau de la lumiére

intestinale a la circulation sanguine. L’épithélium intestinal permet ce passage sélectif de
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composés grace a deux voies majeures : paracellulaire et transcellulaire (Komarova & Malik,
2009 ; Karasov, 2017). La perméabilité transcellulaire est généralement impliquée dans
I'absorption et le transport de nutriments tels que les sucres, les acides aminés, peptides,
électrolytes, acides gras a courtes chaines (qui sont absorbés plus facilement que les acides
gras a longues chaines qui eux nécessitent des transporteurs spécifiques pour une meilleure
captation), minéraux et vitamines a travers les cellules épithéliales. Comme les membranes
cellulaires sont imperméables, ce processus est réalisé grace a des transporteurs spécifiques
ou des canaux situés aux péles apical et basolatéral. La perméabilité paracellulaire est quant
a elle permise grace a un transport passif au niveau de I'espace présent entre les cellules
épithéliales. Ce passage reste néanmoins régulé de facon sélective afin de permettre le
transport de certains solutés et divers fluides. Il est assuré par les jonctions intercellulaires
localisées au péle apical de la membrane latérale (Rho et al., 2017).

2.1. Intestin et perméabilité

Les jonctions intercellulaires décrites précédemment possédent un rdle majeur dans le
maintien de l'intégrité de 'organisation tissulaire et donc le maintien d’'une bonne perméabilité
intestinale. Elles regoivent de multiples signaux les guidant dans ce processus d’interaction
mais également dans le but de pouvoir initier les connections présentes au sein du
cytosquelette. Elles se comportent également comme des capteurs permettant de renvoyer
au noyau les signaux a propos de la localisation des cellules et de leur environnement
immédiat. La barriére intestinale est sensible aux variations de microenvironnement de la
lumiére intestinale (nutriments, microbiote), au compartiment sanguin (cytokines, hormones)
et aux changements du nombre ou de la fonction des cellules immunitaires de la muqueuse

(Fasano & Shea Donohue, 2011).

2.1.1. Jonctions cellulaires et perméabilité paracellulaire

Les cellules épithéliales intestinales et plus particulierement les entérocytes sont
spécialisées et vont pouvoir acquérir un phénotype hautement polarisé aprés différenciation.
Les cellules épithéliales intestinales établissent de fortes jonctions entre elles. Ces jonctions
intercellulaires sont essentielles pour I'intégrité de 'organe mais sont également d’importantes
plateformes de signalisation. Il existe quatre types de jonctions intercellulaires : les jonctions
de communication (autrement appelées « gap junctions »), les desmosomes, les jonctions
adhérentes et les jonctions serrées. Les desmosomes, les jonctions adhérentes et serrées
sont toutes les trois connectées au cytosquelette et impliqguées dans I'adhésion intercellulaire
(Figure 7).
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Au péle apical des cellules, la mise en place des jonctions serrées permet une délimitation
entre le pble apical et le pble basolatéral de la membrane plasmique et confére a l'intestin une
fonction barriére face aux agressions extérieures. Ces jonctions sont flexibles, dynamiques et
hautement régulées et jouent un réle primordial dans le renouvellement de I'épithélium
intestinal (Rho et al., 2017).

a. Les jonctions serrées

Ces jonctions, qui permettent le contréle du passage des molécules, possédent un réle
prédominant dans le maintien de la fonction barriere de lintestin. En effet, elles sont
responsables de I'étanchéité de I'espace intercellulaire et régulent de maniére sélective le
transport paracellulaire des solutés ioniques. Ce sont des complexes multi protéiques
connectés aux microfilaments d’actine composés de protéines transmembranaires, de
protéines membranaires périphériques et des molécules régulatrices (protéine kinases). Ces
jonctions serrées possedent également un rdéle important dans les voies de signalisation
impliquées dans la régulation du cytosquelette, dans le contrdle de la prolifération et la mise
en place de la polarité des cellules.

Les composants des protéines transmembranaires des jonctions serrées peuvent étre
classifiés en trois groupes : les protéines transmembranaires a domaine unique, a trois
domaines et a quatre domaines (telles que la claudine ou l'occludine). Ces jonctions sont

également sujettes a un remodelage constant (Schneeberger & Lynch, 1992).

b. Les jonctions adhérentes

Ces jonctions sont associées au développement et au maintien de la morphologie des
cellules adjacentes. Elles possedent un rdle majeur dans la polarisation et la conformation des
cellules. Ce sont en effet les premiéres jonctions a se mettre en place apres le contact entre
deux cellules. Elles sont localisées en dessous des jonctions serrées et permettent d’avoir des
liaisons adhésives fortes permettant le maintien de la proximité cellulaire et sont également le
site de la communication intercellulaire. Elles sont assemblées par I'interaction de protéines
transmembranaires, des protéines adaptatrices intracellulaires et le cytosquelette (Nagafuchi,
2001).
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c. Les desmosomes

En association avec les jonctions serrées, les desmosomes sont connus pour assurer
une résistance mécanique des tissus. Contrairement aux jonctions serrées et adhérentes
localisées au pble apical de la membrane latérale, les desmosomes sont trouvés tout le long
de la membrane latérale. Les desmosomes forment des structures capables de s’attacher aux
filaments intermédiaires du cytosquelette, permettant ainsi une forte adhésion des cellules les

unes par rapport aux autres (Holthéfer et al., 2007).
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Figure 7. Structure moléculaire de la jonction intercellulaire des cellules épithéliales intestinales

Les jonctions intercellulaires des cellules épithéliales intestinales sont agencées par différents complexes
protéiques, dont les jonctions serrées, les jonctions adhérentes et les desmosomes. Les jonctions serrées,
complexes protéiques multiples, se situent aux extrémités apicales des membranes latérales des cellules
épithéliales intestinales. Le complexe de jonctions serrées est constitué de protéines d'échafaudage
transmembranaires et intracellulaires. Les boucles extracellulaires des protéines transmembranaires
(occludine, claudines, JAMs et tricelluline) créent une barriére perméable et sélective concernant les voies
paracellulaires grace a des interactions hémophiles et hétérophiles avec les cellules adjacentes.

D’aprés Suzuki, 2013.

Abréviations : ZO-1 : Zonula occludens-1 ; JAM-A : Junctional adhesion molecule A ; MLCK : Myosin light-

chain kinase.
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2.1.2. Contrdle de la perméabilité intestinale et dérégulation

La dérégulation de la barriére intestinale est associée a des pathologies intestinales
telles que le syndrome de l'intestin irritable ou des cancers digestifs (Si et al., 2004 ; McGuckin
et al., 2009). L’altération de la barriere épithéliale intestinale est aussi impliquée dans le
développement de maladies extra-intestinales telles que le diabéte de type 1 (DT1) ou le DT2
par exemple (Visser et al., 2009 ; Pasini et al., 2019). De plus, la possible contribution de la
barriére intestinale au développement de maladies métaboliques telles que I'obésité a
également été démontré. Les effets des différents perturbateurs et les différentes voies
moléculaires qui sont impliqués dans lintégrité de la barriére intestinale sont encore
controversées et font 'objet d’'une recherche trés active. De nhombreux composés présents
dans la nourriture peuvent affecter la régulation et I'organisation des protéines présentes au
sein des jonctions serrées et in fine la perméabilité de la barriére intestinale. Plusieurs études
ont déja démontré 'impact des aliments sur la fonction barriére de I'intestin. En effet, différents
facteurs tels que le manque ou I'excés de nourriture mais également le type de nourriture peut
influencer différemment la barriere intestinale en augmentant ou diminuant la perméabilité.
Certains acides aminés, vitamines ou peptides ont été décrits comme étant capable de
diminuer la perméabilité cellulaire alors que d’autres substances telles que I'alcool ou certains
acides gras et certains lipides sont capables d’augmenter cette perméabilité. De plus certaines
molécules telles que les cytokines ou encore certains phénomenes tels que I'autophagie sont
en mesure de modifier cette perméabilité. Nous allons donc voir, de fagon non exhaustive,
guels sont les principaux paramétres en mesure de modifier cette perméabilité intestinale
(Figure 8).

a. Role des cytokines

Plusieurs études ont démontré que le statut inflammatoire, lié a I'absorption de lipides,
joue un role sur la barriére intestinale. Ce statut inflammatoire se développe par l'intermédiaire
de cytokines pro- et anti- inflammatoires, qui sont donc des molécules aptes a modifier la

perméabilité de I'intestin.

Interféron-y (IFN- y)

L’IFN-y appartient & la famille des interférons qui ont pour principale fonction de
protéger l'intégrité de nos cellules grace a leur capacité immuno-modulatrice et antivirale.
Cette cytokine, pro-inflammatoire, est produite par les leucocytes (cellules tueuses naturelles
ou lymphocytes T tueurs naturels) en réponse a une agression de certains pathogénes

(Texeira et al., 2005). L'IFN-y active ainsi les macrophages et induit I'expression des
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molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMH de classe II). Il a été
démontré que des souris déficientes en IFN-y nourries avec un régime gras présentaient une
diminution de leur perméabilité intestinale en comparaison avec des souris sauvages nourries
avec le méme régime. L'IFN-y, lié a l'absorption des lipides, semble jouer un rble dans

I'altération de la perméabilité intestinale (Adams et al., 1993).

Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a)

TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire produite principalement par les lymphocytes
T et les macrophages. Elle est connue pour induire I'apoptose et engendrer une réponse
inflammatoire des cellules épithéliales intestinales et certaines études ont également
démontré sa capacité a détériorer les jonctions serrées de la barriére intestinale via différents
mécanismes et ainsi diminuer le contrdle de la perméabilité intestinale (Mankertz et al, 2009 ;
Ma et al, 2004).

Interleukine-18 (IL-1B)

L’'IL-13 est remarquablement élevée dans la muqueuse intestinale lorsqu’une
inflammation (notamment & bas bruit) est installée. Des études récentes ont démontré que
cette cytokine est en mesure d’augmenter la perméabilité intestinale. A titre d’exemple, avec
le modéle cellulaire Caco-2, I'lL-1B diminue I'expression et la redistribution de I'occludine,
protéine présente au niveau des jonctions serrées afin d’assurer leur role de cohésion (Al-Sadi
et al., 2012).

Interleukine-6 (IL-6)

Des études ont démontré l'implication de de I'lL-6 dans la régulation des jonctions
serrées au niveau intestinal. L’'IL-6 augmente sélectivement la perméabilité paracellulaire aux
cations mais pas aux macromolécules, avec une augmentation des pores formant la claudine-

2 dans les cellules épithéliales intestinales (Suzuki et al., 2011).

Interleukine-10 (IL-10)

L’IL-10 est considérée comme étant une cytokine anti-inflammatoire. Les souris knock-
out pour I'IL-10, utilisées comme modele de colite, présentent une perméabilité intestinale
accrue avec en paralléle, un expression plus importante des cytokines pro-inflammatoires
TNF-q, IL-1B et d’IL-6 (Madsen et al., 1999). Ces études ont ainsi suggéré que cette cytokine
joue un réle protecteur de la fonction barriére de lintestin. De plus, d’autres études ont

démontré que 'administration exogéne d’IL-10 peut contrer 'augmentation de la perméabilité
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intestinale (corrélée avec une diminution des niveaux de protéines impliquées dans la
formation des jonctions serrées) observée chez des souris soumises a une nutrition

parentérale (Sun et al., 2008).

b. Réle de 'autophagie

De nombreux polymorphismes touchant des génes impliqués dans l'autophagie ont été
identifiées comme des facteurs de risque précoce dans le développement de maladies
inflammatoires de lintestin. Certaines études ont montré que I'autophagie renforgait la fonction
de barriére, entrainant une augmentation de la résistance électrique transépithéliale (RET) et
une réduction de la perméabilité paracellulaire concernant le passage des petits solutés et de
certains ions (Shengbiao et al., 2016). Ce mécanisme est médié en partie par la dégradation
de la jonction serrée claudine-2 elle-méme médiée par les lysosomes. Par ailleurs, ces travaux
ont montré que la mugueuse intestinale des patients atteints de maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin présente une expression accrue de la claudine-2 et une augmentation
de la perméabilité des jonctions serrées dépendante de la claudine-2 (Hu et al., 2015). Dans
l'intestin, un fin équilibre entre tolérance et défense est nécessaire pour maintenir
I'hnoméostasie. Le processus conservé d'autophagie semble jouer un réle critique dans le
maintien de cet équilibre en régulant l'invasion et la dissémination des agents pathogénes, en
maintenant l'intégrité de la barriére et en préservant I'homéostasie intestinale (Hu et al., 2015
; Haq et al., 2019).

c. Réle de l'alimentation et des lipides

De nombreuses études ayant pour but de mimer et reproduire les caractéristiques de
pathologies humaines telles que I'obésité ou le DT2 ont pour habitude d’utiliser des modéles
animaux nourris avec des régimes gras, sur plus ou moins long-terme. Le lien entre la
consommation des lipides, le changement de composition du microbiote, I'altération de la
barriére et altérations métaboliques a été identifié pour la premiére fois par I'équipe de P. Cani.
(Cani et al, 2007). En effet, une augmentation des taux de LPS dans le plasma chez des souris
soumises a un régime obésogéne a clairement été démontrée. Cette augmentation du niveau
de LPS circulants est la conséquence d’un défaut de la fonction barriére de I'intestin (médiée
par la diminution de I'expression de l'occludine et ZO-1 (Zonula Occludens-1, protéines
présentes au sein des jonctions serrées). Des études antérieures avaient également démontré
une altération de I'expression et de la localisation des protéines constituant les jonctions
serrées chez des souris obéses (Madara, 1987 ; Mitic et al., 2000). Ce phénomeéne contribue

ainsi a la translocation des LPS de la lumiére intestinale vers la circulation sanguine. Le
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cholestérol, quant a lui, semble avoir un effet protecteur sur la perméabilité intestinale. En
effet, le manque de cholestérol peut conduire a une augmentation de la perméabilité aux ions
et macromolécules et une diminution des protéines présentes au sein des jonctions serrées
(Robertson et al., 2018). Les phospholipides, et plus particulierement la phosphatidylcholine,
participent au également maintien de I'intégrité de la membrane des cellules épithéliales. De
plus, la phosphatidylcholine est connue pour jouer un réle protecteur contre l'invasion de
certains pathogénes (Chen et al., 2019). A linverse, les acides biliaires sont capables de
perturber l'intégrité de la barriére intestinale. Leur action sur la permeéabilité intestinale et sur
la sécrétion de peptides antimicrobiens dépend de leur nature, du temps d’exposition a ces
derniers mais aussi du modele cellulaire (Assimakopoulos et al., 2007 ; Stenman et al., 2012).

Une étude récente chez ’'Homme a également démontré une forte augmentation de la
perméabilité intestinale au niveau du duodénum chez des personnes en situation d’obésité
comparées a des personnes « saines » aprés une ingestion de lipides (alors qu’il n’y a pas de
différence significative observée entre les deux groupes de personnes en conditions basales).
Cette augmentation de la perméabilité intestinale en réponse a une consommation de lipides
est corrélée avec le développement d’'une inflammation systémique et intestinale (Cvijanovic
et al, 2017). La modification du microbiote intestinal joue un réle critique dans le
dysfonctionnement de la barriére intestinale. En effet, 'administration de traitements a base
d’antibiotiques en réponse a un régime gras empéche l'augmentation de la perméabilité
intestinale induite par le régime hyperlipidique. De plus, la modulation de la composition du
microbiote par 'administration préventive de prébiotiques chez des souris obéses améliore la
fonction barriere grace a la diminution de la perméabilité intestinale et améliore le statut
inflammatoire de ces souris traitées (Choque & Tamashiro, 2018). Pour résumer, les lipides
alimentaires (et leur prise en charge) provoquent la perturbation de la fonction barriére et la
translocation excessive des macromolécules pourrait contribuer a l'activation locale des
cellules immunitaires contribuant ainsi au développement d’'une inflammation (Genser et al.,
2018).
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Figure 8. Parametres affectant la perméabilité intestinale

Certaines cytokines, une alimentation riche en lipide vont avoir un effet délétere sur la perméabilité
intestinale et permettre le passage de molécules indésirables telles que des endotoxines. Au contraire,
des phénomenes physiologiques comme [l'autophagie (qui permet [I'élimination des cellules
apoptotiques notamment) ou encore [IL-10 (cytokine anti-inflammatoire) vont avoir des effets
bénéfiques sur cette perméabilité, a savoir son renforcement pour permettre l'intégrité de cette derniéere
Abréviations : IFN-y : Interferon-y ; TNF-a : Tumor necrosis factor-a ; IL-16 : Interleukine-183 ; IL-6 :
Interleukine-6 ; IL-10 : Interleukine-10.

3. Barriére immunologique

Des études récentes ont mis en évidence le réle central de I'intestin en tant que site
d’événements immunologiques impliqués dans le développement de plusieurs maladies,
incluant les maladies métaboliques telles que I'obésité et le diabéte. La grande majorité des
cellules immunitaires présentes au sein de I'épithélium intestinal sont les lymphocytes et
notamment des lymphocytes T. lIs constituent l'interface entre I'environnement extérieur et le
corps et fournissent une protection immunitaire instantanée contre I'entrée et la dispersion des
pathogénes, contribuant ainsi a I'efficacité de la barriére intestinale. Le systéme immunitaire
intestinal possede ainsi différents types de cellules et peut étre divisé en deux grandes
catégories : le systéme immunitaire inné composé de cellules épithéliales, de macrophages,
de cellules dendritiques, de neutrophiles (Santaolalla et al, 2011) et le systéme immunitaire
adaptatif composé principalement de lymphocytes (Cebra, 1999). Les systemes immunitaires
inné et adaptatif garantissent l'intégrité de I'interface lumiére-environnement. Le déséquilibre
de 'homéostasie du systéme immunitaire intestinal conduit généralement a I'inflammation de
ce dernier. L’inflammation de [lintestin est caractérisée par [linfiltration des cellules

immunitaires dans la muqueuse et par la production de cytokines pro- ou anti-inflammatoires
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par les entérocytes. Parmi les phagocytes, les macrophages sont, en situation physiologique,
les cellules les plus hombreuses dans le compartiment sous-épithélial (également appelé
chorion). Renouvelés en permanence a partir des monocytes sanguins, ils se différencient
dans lintestin ou ils acquiérent une activité tres efficace de phagocytose tout en devenant
producteurs d’IL-10 (interleukine 10). Cette cytokine anti-inflammatoire, clé dans le maintien
de 'lhoméostasie intestinale, contribue a leur propre conditionnement et les rend tolérants aux
signaux pro-inflammatoires induits par les motifs bactériens. Ces macrophages peuvent ainsi
éliminer les bactéries qui franchissent I'épithélium sans provoquer de réponse inflammatoire
délétere pour I'néte (Grainger et al., 2017). Néanmoins, en cas d’infection, des monocytes
sanguins non conditionnés, capables de produire de grandes quantités de cytokines
inflammatoires telles que TNF (tumor necrosis factor alpha) et IL-13 en réponse aux signaux
microbiens, sont recrutés localement pour participer a [Iélimination des bactéries

potentiellement pathogénes (Velde et al., 1990).

4. Barriére microbiologique : I'intestin, un lieu de cohabitation

4.1. Notion de microbiote

Plus précisément, le microbiote intestinal humain correspond a I'ensemble des micro-
organismes qui évoluent le long de notre systéme digestif au cours de notre vie.
Le tractus digestif est colonisé par différents types de microorganismes, principalement des
bactéries mais également des virus, des levures, des champignons avec une abondance plus
prononcée dans le duodénum et le colon. Cet écosystéme microbien, en perpétuelle
interaction avec I'épithélium intestinal, est composé d’approximativement 102 a 10'* micro-
organismes et est maintenant considéré comme étant un organe a part entiére. En effet, cet
écosysteme complexe compte une multitude d’espéces (entre 500 et 1000) a la naissance
avant de se stabiliser vers 'age de 2 ou 3 ans. Le microbiote est essentiel au systéme
immunitaire et est aujourd’hui considéré comme un organe a part entiére. Son altération

pourrait étre liée a de nombreuses maladies.

4.2. Notion de tolérance : cohabitation hote- bactéries

Une notion de tolérance rentre en jeu pour que le microbiote ne soit pas reconnu et
ciblé par le systéme immunitaire. Ainsi, le tissu lymphoide associé a l'intestin (GALT) et le
microbiote sont en perpétuelle communication afin de lutter efficacement contre les agressions
extérieures tout en permettant au GALT de tolérer la présence du microbiote. Nous le verrons

plus en détails dans la suite de ce manuscrit mais il a déja été démontré que la reconnaissance
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des LPS bactériens et les cascades de signalisation aboutissant a une réponse inflammatoire
sont régulées a la baisse en présence prolongée de composés microbiens. De plus, un contact
prolongé entre les cellules épithéliales intestinales et des composés bactériens entraine une
réduction de I'expression des Toll-like receptors (TLRsS) nécessaires a la reconnaissance des
motifs microbiens (Otte et al., 2004). C’est ainsi que cette mise en sourdine de notre systéme
immunitaire permet a notre microbiote d’exercer 'ensemble de ces fonctions sans risques pour

son hote.

4.3. Origine, localisation et composition du microbiote

4.3.1. Origine

Si le fait que la colonisation de lintestin humain par des microbes commence
immédiatement a la naissance est clairement établi (Figure 9), certaines études récentes ont
émis I'hypothése que la colonisation de ce dernier débuterait méme in utero via le placenta et
le liquide amniotique (Aagaard et al., 2014 ; Collado et al., 2016). Cependant, les conclusions
de ces études sont trés variables en terme de populations bactériennes détectées. Cette
hétérogénéité peut étre expliguée par des différences dans les technigues de prélévement
(aspiration abdominale ou par voie vaginale) mais aussi par les différents types d’analyses
utilisés (culture bactérienne ou techniques de biologie moléculaire). Ensuite et dés
I'accouchement, les nourrissons sont immédiatement exposés a une population microbienne
complexe (Redon Do-Lopez et al., 1990). Le fait que le microbiote intestinal des nourrissons
et le microbiote vaginal de leur mére présentent des similitudes prouve que le contactimmédiat
avec les microbes pendant la naissance peut affecter le développement du microbiote
intestinal (Mandar & Mikelsaar, 1996). De plus, les nourrissons nés par césarienne ont une
composition microbienne différente de celle des nourrissons nés par voie vaginale (Huurre et
al, 2008). Cette différence peut étre expliquée différents facteurs tels que I'environnement, le
personnel hospitalier, etc... Aprés I'établissement initial du microbiote intestinal et pendant la
premiére année de vie, la composition microbienne de lintestin des mammiferes est
relativement simple et varie largement entre les différents individus et également avec le
temps. Cependant, aprés I'age d'un an, le microbiote intestinal des enfants commence a

ressembler a celui d'un jeune adulte et se stabilise (Mackie et al., 1999) (Figure 9).
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Figure 9. Développement et maintien du microbiote au cours du temps en fonction des facteurs
environnementaux

Adapté de Sekirov et al., 2010.

4.3.2. Localisation et composition

A r'age adulte, la majorité du microbiote intestinal est composée de bactéries dites
anaérobies strictes. Ces derniéres sont 3 fois plus hombreuses gue les bactéries anaérobies
facultatives et aérobies (Harris et al., 1976). Les estimations du nombre d'espéces
bactériennes présentes dans l'intestin humain varient considérablement entre les différentes
études, mais il est généralement admis qu'il contient entre 500 et 1 000 espéces (Rajili¢c-
Stojanovi¢ et al., 2007).

Le microbiote intestinal n'est pas homogéne. En effet, le nombre de cellules bactériennes
présentes dans l'intestin chez les mammiféres présente un continuum allant de 10 a 103
bactéries par gramme de contenu dans I'estomac et le duodénum, progressant a 10* a 10’
bactéries par gramme dans le jéjunum et l'iléon et culminant a 10'* a 10*2 cellules par gramme
dans le cOlon (O’Hara & Shanahan, 2006). De plus, la composition microbienne varie entre
ces sites. Différentes catégories de bactéries sont réparties le long des sections de l'intestin
gréle et du colon. Les sections de I'intestin gréle (duodénum, jéjunum et iléon) sont peuplées
par des bacilles de la classe des Firmicutes et des Actinobactéries. Il existe ainsi une

hétérogénéité du microbiote intestinal selon I'axe gastro-colique (Figure 10).
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Figure 10. Variations du nombre et de la composition bactérienne le long du tractus gastro-intestinal

Adapté de Sekirov et al., 2010.

En plus de cette variabilité longitudinale, une grande variation dite « latitudinale » dans la

composition du microbiote existe également comme nous pouvons le voir sur la Figure 11.

Epithélium Cellules épithéliales Féces

Clostridium Bacteroides

Lactobacillus Bifidobacterium

Enterococcus Streptococcus
Enterobacteriacea
Enterococcus
Clostridium

Lactobacillus
Ruminococcus

Figure 11. Variation latitudinale intestinale de la composition bactérienne

Adapté de Sekirov et al., 2010.
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L'épithélium intestinal est séparé de la lumiere par une couche de mucus épaisse et
complexe sur le plan physico-chimique. Le microbiote présent dans la lumiere intestinale
différe significativement du microbiote intégré dans cette couche de mucus ainsi que du
microbiote présent a proximité immédiate de I'épithélium. Des études ont démontré que de
nombreuses espéces bactériennes présentes dans la lumiere intestinale ne pouvaient pas
pénétrer la couche de mucus et avoir acces aux cryptes des cellules épithéliales (Swidsinski
et al. 2005). Par exemple, Bacteroides, Bifidobacterium, Streptococcus, les membres des
Enterobacteriacea, Enterococcus, Clostridium, Lactobacillus, et Ruminococcus ont tous été
trouvés dans les féces, alors que seuls Clostridium, Lactobacillus, et Enterococcus ont été
détectés dans la couche de mucus et les cryptes des cellules épithéliales de l'intestin gréle
(Swidsinski et al. 2005).

4.4. Fonctions du microbiote

Le microbiote joue différents rbles essentiels, notamment dans les fonctions digestive,

métabolique ou encore immunitaire que nous allons décrire brievement dans cette partie.

4.4.1. Installation et développement du systéme immunitaire

Le microbiote intestinal posséde un réle primordial dans le développement de
l'immunité. En effet, la muqueuse intestinale représente la plus grande surface en contact avec
les antigénes de I'environnement externe. De plus, le microbiote intestinal recouvrant la
muqueuse représente une grande proportion des antigenes présentés aux cellules
immunitaires ainsi que des antigenes capables de stimuler les récepteurs de reconnaissance
de motifs moléculaires, tels que les TLRs et les récepteurs de type Nucleotide-binding
Oligomerization Domain proteins (NOD) des cellules épithéliales intestinales (Rakoff-Nahoum
et al, 2008). Concrétement, ce systéme immunitaire propre a l'intestin est composé du tissu
lymphoide associé a l'intestin (GALT). Il comporte, pour l'intestin gréle les plaques de Peyer
et le tissu lymphoide de l'intestin gréle, pour le gros intestin les agrégats lymphoides et, pour
'ensemble du tractus gastro-intestinal, des cellules immunitaires isolées dans la lamina
propria. Ces cellules immunitaires sont en contact avec le reste du systéme immunitaire via
les ganglions lymphatiques mésentériques locaux. Outre les cellules immunitaires, I'épithélium
intestinal joue également un rdle dans la génération de réponses immunitaires grace a la
présentation de motifs de danger ou du non-soi grace aux récepteurs TLRs et les NOD
(Rakoff-Nahoum et al, 2008).

Le systéme immunitaire de la muqueuse doit remplir deux fonctions, pouvant sembler

contradictoires et paradoxales : il doit & la fois étre tolérant vis-a-vis du microbiote afin d'éviter
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l'induction d'une réponse immunitaire systémique excessive et néfaste pour I'héte et il doit
également étre en mesure de contrdler ce microbiote intestinal afin d'éviter sa prolifération et
sa translocation vers des sites systémiques. Le microbiote intestinal est étroitement impliqué
dans la réalisation de ces objectifs en collaboration avec le systeme immunitaire de la

mugqueuse intestinale.

4.4.2. Rempart contre les pathogénes

Le microbiote intestinal fournit & son héte une barriere physique supplémentaire contre
les pathogénes en plus de celle constituée par la muqueuse. Le réle protecteur du microbiote
intestinal contre la colonisation des pathogénes s’effectue via différentes actions. Les
bactéries sont ainsi capables d’agir par exclusion compétitive, comme I'occupation de sites
d'attachement ou par la consommation de sources de nutriments. Les bactéries présentes
nativement dans l'intestin communiquent entre elles et avec les cellules grace au quorum
sensing (Bivar, 2018) qui est un mode de communication faisant intervenir des molécules
chimiques sécrétées et réceptionnées par les bactéries afin de coordonner leur métabolisme
et la formation d’un biofilm notamment. Le microbiote est aussi responsable de la production
de substances antimicrobiennes de maniére directe (le microbiote lui-méme) ou indirecte
(stimulation d’une production de substances par I'hnéte). De plus, le microbiote favorise le
renouvellement, la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales (Abrams et al.,
1963) ainsi que la production de mucines, permettant le maintien et l'intégrité de I'épithélium.
La flore microbienne permet d’apporter une forme d’apprentissage au systéme immunitaire
(Salzman, 2011).

4.4.3. Digestion des aliments

Le microbiote intestinal assure son propre métabolisme en puisant son énergie dans
nos aliments (et notamment parmi les fibres alimentaires). C’est ainsi que ces micro-
organismes jouent un role direct et primordial dans la digestion. En effet, ils sont capables
d’assurer la fermentation des substrats et des résidus alimentaires non digestibles. lls
permettent également I'assimilation de nutriments nécessaires a notre santé grace a un
arsenal enzymatique dont nous ne sommes pas pourvus. lls assurent également I'’hydrolyse
de I'amidon, de la cellulose et participent a la synthése de certaines vitamines (B et K).

lls sont également impliqués dans différentes voies métaboliques telles que
I'absorption des acides gras (a courtes chaines préférentiellement) et du calcium (Flint et al.,
2012). Le microbiote intestinal assure ainsi des fonctions cruciales au métabolisme de I'héte

telles que l'acquisition de nutriments et la régulation énergétique. Il contribue ainsi a la
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biotransformation des différents substrats provenant de la nourriture afin d’obtenir de I'énergie
pour la survie et la croissance bactérienne permettant également la synthése de métabolites
absorbables, directement utilisables par les cellules épithéliales intestinales. lls sont ainsi
considérés comme étant des marqueurs associés a des pathologies métaboliques tels que
des prédispositions a I'obésité, 'lhoméostasie immunitaire ou l'inflammation (Ottman et al.,
2012).

4.5. Dysbiose

Les maladies intestinales chroniques inflammatoires (MICI), comme la maladie de
Crohn et la rectocolite hémorragique, sont liées a une activation inappropriée du systéme
immunitaire dans l'intestin. Des facteurs génétiques et environnementaux peuvent étre a
I'origine de leur développement (tels que I'alimentation, I'age...). Un déséquilibre du microbiote
en espéces bactériennes pro-inflammatoires et anti-inflammatoires, tout comme la
prédominance de certaines familles de bactéries (Entérobactéries, Fusobactéries), ou
I'absence d’autres espéces (Clostridia, Faecalibacterium) ont été décrits chez des personnes
atteintes de MICI. Des études sont toujours en cours pour déterminer s'’il s’agit d’'une cause
ou d’une conséquence de ces maladies, mais également pour savoir si la dysbiose a l'origine
de la maladie est innée ou relative a un autre facteur environnemental tel que I'alimentation
ou encore l'administration d’'un médicament. La dysbiose pourrait ainsi apparaitre sous
linfluence de facteurs génétiques et environnementaux et pourrait méme jouer un réle dans
linitiation, l'installation ou le degré de sévérité de I'inflammation, engendrant dans ce cas

précis une sorte de cercle vicieux.

Le diabete et I'obésité ont de multiples origines, a la fois génétique, mais aussi
nutritionnelle et environnementale. La part respective de chacun de ces facteurs est variable
d’'un individu a l'autre et les mécanismes moléculaires incriminant chacun d’entre eux restent
a décrire précisément. Cependant, il est maintenant connu que ces maladies métaboliques
sont caractérisées par une inflammation chronique dans laquelle le microbiote est impliqué de
prés ou de loin (Figure 12). Ainsi, une augmentation des graisses dans l'alimentation
augmente la proportion des bactéries a Gram négatif. Par conséquent, elle augmente la
présence de LPS inflammatoires au niveau local puis favorise le passage des LPS dans la
circulation sanguine, dans le foie, les tissus adipeux et musculaires. L’inflammation a bas bruit
qui s’installe dans ces tissus de fagon chronique favoriserait I'insulinorésistance préalable au
diabéte et a Il'obésité (Ferroni et al., 2004). Cependant le lien de causalité entre le
développement de ces deux phénomenes et notamment chez ’'Homme, reste trés controversé

a I'heure actuelle (Cani et al., 2007). De plus, chez la souris axénique, I'implantation de
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microbiote provenant de souris obéses provoque rapidement une prise de poids importante
(Backhed et al., 2004 ; Le Roy et al., 2019). D’autres mécanismes impliquant le microbiote
sont aussi probablement impliqués : mis a part les LPS, 'augmentation de la perméabilité
épithéliale pourrait méme laisser passer des bactéries entiéres. Leur implantation durable au
niveau des différents tissus (adipeux, musculaires et hépatiques) pourrait favoriser le maintien
de l'inflammation. Parallélement, certains métabolites bactériens circulants auraient un réle
déterminant dans le mécanisme de régulation de la pression artérielle par le rein ou dans le
développement de la plaque d’athérome. Les enjeux d’aujourd’hui sont de développer des
stratégies personnalisées grace a un apport adapté aux spécificités individuelles de chaque
patient par 'administration de prébiotiques, probiotiques ou encore symbiotiques. A plus long
terme, des traitements préventifs pourraient ainsi étre développés afin de prévenir la survenue

de ces maladies.

Dysbiose intestinale

Microbes pathogénes
Pathobiontes

L O O

Maladies inflammatoires de l'intestin
Obésité
Maladies auto-immunes

Figure 12. Association de la dysbiose avec le développement de maladies intestinales chroniques

Les dyshioses intestinales sont associées aux maladies humaines. Le microbiote du tractus gastro-
intestinal des mammiféres peut se diviser en bactéries pathogénes et bénéfiques appelées
respectivement pathobiontes et symbiontes. Un microbiote sain contient une composition équilibrée de
pathobiontes et de symbiontes. Une maodification non naturelle de la composition du microbiote
intestinal, la dysbiose intestinale, peut entrainer une inflammation intestinale, de nombreuses autres
maladies et des maladies auto-immunes.

Adapté de Mazmanian et al., 2014.
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4.6. Translocation intestinale

Comme nous l'avons vu et décrit, l'intestin présente de multiples barriéres capables de
nous protéger contre les pathogenes. Cependant, lors du développement de maladies
métaboliques et/ou infectieuses, diverses molécules (nutriments, lipides, toxines...) sont en
mesure d’étre « transloquées » de la lumiére intestinale vers la circulation générale et passer
ainsi a travers les barriéres existantes. Il existe plusieurs mécanismes physiopathologiques
associés a une altération de la fonction barriére: la perte de lintégrité entérocytaire,
'augmentation de la perméabilité paracellulaire, la rupture de la barriere muqueuse et la
diminution de I'immunité intestinale (Wells et al., 1992 ; Ghosh et al., 2020).

La translocation du contenu du tube digestif vers le milieu interne peut s’effectuer soit
par un passage transcellulaire a travers les entérocytes, ou par un passage paracellulaire via
les jonctions serrées (Yue et al., 2012 ; Ghosh et al., 2020). Le transport se fait ensuite par
voie portale ou lymphatique. Les toxines bactériennes peuvent également passer dans la
circulation générale par la voie transcellulaire en utilisant les lipides comme vecteurs tels que
les lipoprotéines riches en triglycérides (TRL) comme les chylomicrons (CM) sécrétés par les
entérocytes (Ghoshal et al., 2009). La diminution de l'efficacité de la fonction barriere de
lintestin provoquée par une inflammation aigué ou a bas bruit, pourrait favoriser la
translocation des LPS. Dans le cas précis de ces molécules, trois voies de « translocation »
sont actuellement décrites au niveau de lintestin gréle : une voie transcellulaire faisant
intervenir 'endocytose médiée par la clathrine et les rafts, une autre voie transcellulaire faisant
intervenir les entérocytes via la sécrétion de CM et une voie paracellulaire mettant en jeu les
cellules caliciformes et les jonctions serrées (Figure 13). Cependant, les modalités exactes et
les facteurs influengant la translocation intestinale des LPS restent encore peu connues et
investigations restent nécessaires afin de déterminer précisément les mécanismes impliqués
dans cette translocation et les voies métaboliques qui en découlent. Une partie de mes travaux

de thése aborde cette problématique, comme exposé plus loin.
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Figure 13. Voies de translocation intestinale : 'exemple des lipopolysaccharides

Dans lintestin gréle, le LPS peuvent emprunter 3 voies différentes pour traverser la barriére épithéliale
avec de gauche a droite sur le schéma : 1) la voie associée a la transcytose médiée par des récepteurs
spécifiques dans les entérocytes, 2) la voie impliquant le passage par les cellules en gobelet 3) la voie
des chylomicrons apres l'ingestion d’un repas riche en lipides.

D’aprés Guerville & Boudry, 2016.

Abréviations : LPS: Lipopolysaccharides, TLR-4: Toll-like receptor 4, SR-B1: Scavenger receptor class B

type 1.
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CHAPITRE 3. LES LIPOPOLYSACCHARIDES (LPS).
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A. Un petit rappel historique concernant les LPS...

Les endotoxines bactériennes, également appelées lipopolysaccharides sont au centre
de mes travaux de thése. Nous allons commencer par un rapide rappel historique de la

caractérisation des LPS dans l'histoire de la Science.

e C'est aux 18 et 19°™ sjécles que le terme de « poison » lié aux LPS va émerger. En
effet, Albrecht von Haller et Francois Magendie démontrent que [injection
intraveineuse de matiéres en décomposition provoque des symptédmes maladifs :
fievre, diarrhée et déces. Malgré la mortalité induite par ce poison, personne n’était
alors encore en mesure d’expliquer précisément ce phénoméne. C’est au 19°™ siécle
gue le pathologiste allemand Jakob Henle suggére que des organismes vivants
capables de reproduction en seraient a l'origine : Louis Pasteur confirmera ces propos
guelques années plus tard.

e En 1856, Peter Ludwig Panum, un physio-pathologiste danois, parle pour la premiére
fois de « poison putride » conduisant aux mémes symptdomes que ceux observeés lors
du sepsis et présente ainsi des similarités avec le terme actuel d’« endotoxines ». Bien
qu’il ait au départ rejeté I'hypothése que ces toxines proviennent de bactéries, il a
finalement émis I'’hypothése que ce poison pourrait provenir des bactéries dans ses
derniers travaux.

o En 1889, le médecin bactériologiste Marc Armand Ruffer démontre que I'inoculation
de sérum de culture de bactéries mortes ou vivantes (Pseudomonas aeruginosa) chez
le lapin provoquait une importante fiévre.

e C’est seulement en 1892 que Richard Pfeiffer, médecin allemand, démontre que la
bactérie responsable du choléra (Vibrio cholerae) conserve ses propriétés toxiques
méme aprés destruction thermique. Le terme d’endotoxine émerge : il déduit que ces
toxines sont produites non pas a I'extérieur de la cellule bactérienne mais bien en son
sein.

e C’est enfin en 1943 que le terme de lipopolysaccharides est employé par Murray J.

Shear : il s’agit de la contraction de polysaccharides et lipides.
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B. Localisation, caractérisation et composition des LPS

1. Localisation et caractérisation des LPS

Les LPS sont des éléments constitutifs non protéiques spécifiques de la membrane
externe des bactéries a Gram négatif. Les bactéries a Gram positif quant a elles ne possedent
pas de LPS de par la composition de leur paroi, constituée de nombreuses couches de
peptidoglycane et d'un assemblage d'acides teichoiques étroitement associé au
peptidoglycane. Les acides lipoteichoiques (LTA), sont placés de fagon transversale et
s'enfoncent jusqu'a la membrane cytoplasmique.

La constitution de la paroi des bactéries Gram négatif est plus complexe. En effet, en
allant de lintérieur vers I'extérieur, celle-ci posséde également une membrane plasmique
recouverte cette fois-ci d’'une faible couche de peptidoglycanes sans LTA, puis une deuxiéme
membrane externe. Alors que la membrane interne est une membrane plasmique
traditionnelle constituée d’un double feuillet phospholipidique permettant la délimitation du
cytoplasme, la membrane externe est constituée d’un double feuillet lipidiqgue asymétrique. Le
feuillet interne est constitué de phospholipides tandis que le feuillet externe est composé
principalement de LPS (Luderitz et al., 1982).

Les LPS ont pour principal réle de contribuer a la régulation de la perméabilité
membranaire et conférent ainsi une forte capacité d’adaptation aux bactéries qui en en

possedent (Vaara, 2020).
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2. Composition et structure des LPS
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Figure 14. Représentation schématique de la structure des LPS

Les LPS sont composés d’une partie lipidique (lipide A, intracellulaire) et d’une partie polysaccharidique.
La partie lipidique est constituée du lipide A inséré dans la membrane bactérienne. La partie
polysaccharidique située en surface de la bactérie comprend le noyau et I'antigene O.

Adapté de la revue de Stephen Trent, 2004.

Abréviations : Kdo = acide 3 déoxy-D-manno-octulosonique ou kéto-déoxyoctanate.

Les LPS sont composés de trois parties distinctes (Figure 14) :

e La chaine ou rlantigene O (pour « Ohne Kapsel » en allemand) de nature
saccharidique, hydrophile et présent a la partie la plus distale des LPS en contact avec
le milieu extérieur.

e Le noyau, central, avec une partie plutét hydrophobe comprenant le noyau interne, et
une partie plutét hydrophile, le noyau externe.

e Le lipide A hydrophobe, ancré dans la membrane externe des bactéries constituant la

partie proximale des LPS.

Cette structure biochimique générale est relativement commune aux différentes especes, mais
constitue néanmoins d’une véritable signature : les éléments constitutifs de ces différentes
parties peuvent varier d’'une espéce bactérienne a une autre et certaines espéces peuvent

disposer d’'un LPS dépourvu d’antigéne O et de noyau externe (Caroff et al., 2002).
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2.1. L’antigéne O

L’antigéne O constitue la partie extérieure et non capsulaire de la molécule de LPS et
est une véritable interface entre les bactéries et I'environnement extérieur. C'est la partie la
plus variable du LPS, qui permet de caractériser « sérologiquement» les espéces
bactériennes, d'ou le nom « antigéne ». Structurellement, l'antigene O est composé de
plusieurs répétitions (jusqu’a une cinquantaine) de plusieurs polysaccharides appelés
"chaines O". Chacune de ces chaines O est un produit d'assemblage de 1 a 8
monosaccharides, dont plus d'une centaine (homopolyméres ou hétéropolymeres) ont été
identifiés a ce jour. Il est également possible de trouver des sous-unités non glucidiques a la
place des monosaccharides, tels que I'O-acétyle, I'acide lactique ou l'acide glycérique. Ainsi,
les antigénes O peuvent différer par leur compaosition en monosaccharides, leur nombre de
chaines O constitutives ainsi que par le mode de liaison de ces chaines O les unes avec les
autres. Cette composition semble étre corrélée a I'environnement de la bactérie. Ainsi,
I'espéce E. coli présente environ 170 sérotypes différents d’antigene O. Quand il est présent,
I'antigéne O agit tel un bouclier protecteur de la bactérie en tenant les potentielles molécules
délétéres a distance de la membrane (antibiotiques, agents antimicrobiens de I'héte, etc...).
Cette fonction protectrice de l'antigéne O explique pourquoi les bactéries qui en sont

dépourvues sont moins viables et de ce fait moins virulentes.

2.2. Le noyau

Le noyau des LPS est divisé en deux parties distinctes : le noyau interne et le noyau
externe. La partie interne hautement conservée est liée de maniére covalente au lipide A via
I'acide 3-désoxy-D-mannose-octanoique ou l'acide céto-désoxyoctanoique (autrement appelé
KDO). La présence de ce résidu « KDO » sur la molécule de LPS semble étre nécessaire a la
survie des bactéries porteuses, mais le nombre de ces résidus dans chaque molécule de LPS
peut varier selon le type de bactérie. En plus de cette chaine KDO, le noyau interne est
également composé d'une autre chaine glucidique, contenant généralement trois heptoses,
dont la conformation peut étre modifiée en ajoutant différents groupes : phosphate,
pyrophosphate ou éthanolamine diphosphate. Le noyau externe peut varier davantage car il
est connecté au noyau interne a I'extrémité proximale et a I'antigéne O a I'extrémité distale, et
est généralement composeé de quantités variables d'hexoses ordinaires, tels que le D-glucose,

le D-galactose ou la D-glucosamine.
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2.3. Le lipide A

La structure du lipide A est hautement conservée chez toutes les bactéries a Gram
négatif, voire presque identique chez les bactéries de la méme famille. En s'insérant entre les
phospholipides membranaires, il forme un point d'ancrage du LPS dans la paroi bactérienne.
Le lipide A le plus couramment décrit est le lipide A d'Escherichia coli et Salmonella (Figure
15). Il est constitué de disaccharides de glucosamine liés en 3-1,6 et est phosphorylé par deux
groupements phosphate. Le disaccharide est acylé avec quatre acides gras (B-
hydroxymyristoyle, groupement C14-OH), et deux autres chaines d'acides gras (résidus
laurate et myristate) sont greffées sur ces acides gras. Les seuls changements dans la
structure du lipide A sont la nature des sucres et la nature et la quantité des acides gras
secondaires branchés aux quatre premiers acides gras. Le lipide A est responsable de la
plupart des activités biologiques du LPS. Il est notamment important de noter que la présence

du lipide A seul est suffisante pour induire des réponses inflammatoires chez un individu.

OH 0
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0-R2 0-R3
® ©
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Species A B Cc D R1 R2 R3
E. coli 14 14 14 14 14:0 12:0 H
Salmonella spp. 14 14 14 14 14 12:0 14

Figure 15. Représentation schématique des structures du lipide A de E. Coli et Salmonella spp.

Les lipides A sont constitués d'un disaccharide de glucosamine reliée en B-1,6 substitué par deux
phosphates chargés négativement et des acides gras saturés portant différents radicaux (R1, R2 et R3).
Adapté de Netea et al., 2002.
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C. Endotoxémie et I'inflammation provoquée par les LPS

Le lipide A est considéré par I'organisme comme un motif moléculaire associé a la
présence de pathogénes (PAMPs, « pathogen associated molecular patterns »). Reconnu par
les cellules immunitaires comme un signal générique de non-soi (différent d’un antigene), il
est ainsi responsable des propriétés pro-inflammatoires de I'endotoxine. Chez 'Homme,
'administration d’'une quantité tres faible de LPS (de I'ordre de moins de 4 ng/kg) est capable
en quelques heures de provoquer une réponse inflammatoire et des symptomes cliniques a
type de frissons, céphalées, courbatures nausées ou encore photophobie. L’association entre
LPS et mortalité a été constatée depuis longtemps chez 'Homme. Cependant, certaines
études scientifiques suggérent que cette association pourrait dépendre de I'espéce

bactérienne a 'origine de l'infection.

1. Reconnaissance des LPS par la voie canonique

Il s’agit de la principale voie de prise en charge des LPS et qui est désormais trés bien
détaillée. Préalablement, cette voie implique généralement deux protéines qui vont avoir un
réle clé dans les étapes de prise en charges des toxines : le cluster de différenciation 14
(CD14) et la lipopolysaccharide binding protein (LBP) (Schumann et al., 1990; Wright et al.,
1990). Ces protéines vont étre en mesure de présenter le LPS aux récepteurs TLR4 a la

surface des cellules.

e LaLBP estune protéine plasmatique d’environ 60 kDa. Elle est synthétisée et sécrétée
par le foie en réponse a des stimulations cytokiniques telles que les interleukines IL-6
ou encore I'lL-1B (Kirschning et al., 1997). Elle peut aussi étre produite par d’autres
tissus non hépatiques comme l'intestin (Vreugdenhil et al., 1999). En cas d’infection,
ses taux sanguins passent d’environ 5-10 ug/mL a 200 pg/mL en moins de 24 heures
(Tobias et al., 1992). La LBP se fixe aux LPS avec une forte affinité (Tobias et al.,
1989) et la formation du complexe LBP/LPS permet ensuite aux molécules de LPS de
s’associer au CD14 (Hailman et al., 1994). L’albumine joue un rdle prépondérant lors
de cet échange. Elle se charge de protéger le lipide A hydrophobe lors de son passage
dans la circulation sanguine hydrophile depuis la LBP vers le CD14 (Gioannini et al.,
2002).

e Le CD14 est une glycoprotéine présentant une forme membranaire (mCD14) et une
forme soluble (sCD14). La forme membranaire de 55 kDa est retrouvée a la surface

des cellules de 'immunité telles que les polynucléaires, macrophages ou lymphocytes
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B. Il existe deux types de formes solubles, une de 56 kDa directement sécrétée par les
vésicules intracellulaires et une autre de 48 kDa produite aprés clivage de la forme
membranaire (Labeta et al., 1993). Le CD14 est caractérisé par une conformation en
« U » constituant une poche hydrophobe favorisant I'accueil des LPS. Le mCD14 des
cellules immunitaires permet une interaction avec les LPS circulants et une
présentation de I'endotoxine bactérienne capturée au complexe TLR4/MD-2. En ce qui
concerne les cellules non immunitaires qui ne possédent pas de CD14 membranaire,
la forme soluble sera en mesure d’intervenir dans le processus de prise en charge des
LPS. La protéine CD14 est maintenant bien connue pour étre impliquée dans les

phénomeénes d’inflammation a bas bruit (Won et al., 2021).

Comme mentionné quelques lignes auparavant, ces deux protéines vont permettre la
présentation des toxines bactériennes au complexe TLR4/MD-2. Cela est d’autant plus vrai
gue les LPS ne sont que trés rarement retrouvés a I'état libre dans la circulation sanguine en
raison de leur propension a former des agrégats.

Il existe néanmoins plusieurs voies de transfert des LPS a la membrane cellulaire. En effet, si
la voie majoritaire de présentation fait intervenir le duo LBP/CD14, il existe deux autres
possibilités de présentation qui ne requiert pas ou que partiellement la présence de ces

protéines.

1.1. La voie LBP/CD14 dépendante

La voie majoritaire de présentation des LPS se déroule de la fagon suivante :
dissociation des agrégats de LPS par la LBP circulante, liaison de la molécule de LPS a la
LBP puis fixation de ce néo-complexe & CD14 (Wright, 1990 ; Han, 1994 ; Thomas, 2002).

1.2. La voie LBP/CD14 non-dépendante

Une réponse inflammatoire induite par les LPS sans présence de LBP peut se produire
(Wurfel, 1997). En effet, nous avons évoqué précédemment le role primordial de I'albumine
dans la prise en charge des LPS. C’est d’autant plus vrai dans cette voie ou cette protéine va
étre capable de se lier aux molécules de LPS aprés qu’il ait été déstabilisés par la présence
d’ions ou de de facteurs protéiques immunitaires. Cette voie n’incluant pas la LBP, ni CD14

reste cependant minoritaire.
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1.3. La voie LBP dépendante et CD14 indépendante

La LBP peut étre sous forme circulante (sLBP) a forte concentration ou sous forme
transmembranaire (mLBP) a faible concentration (Gutsmann, 2001). Selon la forme de la LBP,
cette derniére peut avoir un réle permettant I'activation de la réponse ou la neutralisation des
LPS indépendamment de la protéine CD14 :

e A forte concentration, la SLBP va avoir un pouvoir neutralisant des LPS en les fixant.
e Afaible concentration, la mLBP va avoir un role activateur de la réponse inflammatoire

via la fixation au complexe TLR4/MD-2.

1.4. Formation du complexe TLR4/MD-2 et cascades de signalisation

Nous allons dans cette section détailler les mécanismes impliqués lors de la formation

du complexe TLR4/MD-2 ainsi que la voie de signalisation qui s’ensuit.

1.4.1. Le complexe TLR4/MD-2

Le récepteur TLR4 fait partie de la famille des toll-like receptors (TLRs) (Medzhitov et
al., 1997). Les TLRs sont capables de reconnaitre une variété de composants structuraux
microbiens, les PAMPs. Ainsi, le TLR4 est décrit comme étant le récepteur de reconnaissance
spécifigue des LPS (Gioannini et al., 2005 ; Lu et al., 2008). Il est exprimé sur divers types
cellulaires : a la surface des cellules myéloides et d’autres cellules non immunitaires comme
les cellules de I'épithélium intestinal ou encore les cellules endothéliales. Il s’agit d’'une
protéine transmembranaire comprenant trois parties : un domaine extracellulaire en forme de
fer a cheval (forme caractéristique des TLRs), une zone transmembranaire et un domaine

intracellulaire appelé toll/IL-1 receptor (TIR) (Park et al., 2009).

Si on s’intéresse davantage a la voie majoritaire de prise en charge des LPS circulants
(la voie LBP/CD14), le CD14 s’associe en premier lieu avec la protéine adaptatrice
membranaire MD-2 qui dispose aussi d’'une poche hydrophobe facilitant I'accueil des
molécules de LPS. Ce complexe MD-2/LPS se fixe ensuite sur le récepteur TLR4
membranaire (Park et al., 2009). L’association de la molécule de LPS avec MD-2 d’'un cété et
TLR4 de l'autre provoque une dimérisation du récepteur TLR4 membranaire (Resman et al.,
2009) ; cette dimérisation est a I'origine de son activation. La structure du lipide A peut moduler
les interactions avec le complexe TLR4/MD-2 et peut ainsi influencer la réponse inflammatoire
(Ohto et al., 2012). L’activation de TLR4 par le complexe LBP/CD14/LPS peut également étre
facilité via l'action de microdomaines membranaires, les «raft» (ou radeaux lipidiques).

Riches en cholestérol et sphingolipides, les rafts présentent une dynamique membranaire
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favorisant la migration du récepteur TLR4 vers la protéine CD14 ainsi que I'endocytose du
complexe TLR4/MD-2 (Triantafilou et al., 2004 ; Lingwood & Simons, 2010 ; Zanoni et al.,
2011).

Le récepteur TLR4 constitue une véritable interface entre le milieu intracellulaire et le
milieu extracellulaire. Cette position lui confére la capacité de changer de conformation apres
fixation a des endotoxines bactériennes constituant un signal d’alerte pour les composants du
milieu intracellulaire. De la vont découler des cascades de signalisation intracellulaires qui
aboutissent a la libération de molécules a la fois pro- et anti-inflammatoires. Le but de ces

cascades est d’assurer la défense de I'héte (Yesudhas et al., 2014).

1.4.2. Les cascades de signalisation

La dimérisation du complexe facilite le recrutement de deux protéines sur les domaines
TIR intracellulaires : le myeloid differentiation factor 88 (MyD88) et le TIR-domain-containing
adaptor protein inducing interferon B (TRIF). Les protéines MyD88 et TRIF ont besoin de
protéines adaptatrices spécifiques pour étre en mesure de se fixer sur les domaines du TIR :
MyD88 adaptor-like protein (MAL) et TRIF-related adaptor molecule (TRAM).

La fixation de MyD88 sur le complexe TLR4/MAL assure les recrutements successifs
des protéines interleukin-1 receptor-associated kinase (IRAK) (Motshwene et al., 2009; Lin et
al., 2010). La cascade de signalisation du TNF receptor associated factor (TRAF) 6 est alors
activée et aboutit rapidement a I'activation des facteurs de transcription nuclear factor kB
(NFkB) et activator protein-1 (AP-1) via des cascades de phosphorylations dépendantes
respectivement d’lkB kinases (IKK) et de mitogen-activated protein kinase (MAPK). NFkB et
AP-1 induisent ensuite I'expression de génes codant pour des cytokines pro-inflammatoires
comme le tumor necrosis factor a (TNF-a), I'lL-18 ou I'IL-6.

Le scénario differe lorsque la protéine MAL se dissocie du domaine TIR. En effet, dans
ce cas précis, un phénomene d’endocytose du complexe TLR4/MD-2/LPS se produit (Kagan
et al., 2008). Une fois internalis€, le complexe recrute les protéines TRAM et TRIF. De 14, une
cascade de signalisation dépendante de TRIF permet soit I'activation de TRAF6, soit le
déclenchement de la voie dépendante de TRAF3. Cette derniére est associée a une
translocation intranucléaire du facteur de transcription interferon regulatory factor 3 (IRF3) qui
stimule a son tour la transcription de certains génes et notamment ceux de I'IL-10 ou

inductibles par I'interféron (IFN) de type 1. (Figure 16).
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Figure 16. Activation du recepteur TLR4 par Ies LPS et cascade de S|gnallsation

Le récepteur TLR4 est activé par les molécules de LPS, tandis que CD14 et MD2 forment un complexe permettant la
fixation du LPS sur TLR4. Deux voies distinctes peuvent ensuite étre mises en place : a) via la dimérisation du
récepteur TLR4 permet le recrutement de MAL, MyD88 et IRAK au niveau des domaines TIR intracellulaires, il s’ensuit
alors une cascade de signalisation via TRAF6 b) via I'endocytose du complexe TLR4/MD-2/LPS qui s’accompagne
du recrutement de TRAM et TRIF au niveau des domaines TIR puis l'activation de TRAF3 ou TRAF.

Adapté de Yesudhas et al., 2014.

Abréviations : LPS : Lipopolysaccharides ; CD14 : Cluster de differentiation 14 ; MD-2 : Myeloid differentiation factor
2 ; TLR4 : Toll-like receptor 4 ; MyD88 : Myeloid differentiation factor 88 ; MAL : MyD88 adaptor-like protein ; IRAK
:Interleukin-1 receptor-associated kinase ; TRIF : TIR-domain-containing adaptor protein inducing interferon 8 ; TRAM
: TRIF-related adaptor molecule ; TRAF6 : TNF receptor associated factor 6 ; MKK : MAP kinase kinase ; MAPK :
mitogen-activated protein kinase ; AP-1 : Activator protein-1 ; NF«B : Nuclear factor kB ; TRAF3 — TNF receptor
associated factor 3 ; TBK : TANK-binding kinase 1 ; IKK — IkB kinase ; IRF3 : Interferon regulatory factor 3, JNK : c-
Jun N-terminal kinase ; TAK1 : Transforming growth factor S-activated kinase 1 ; TAB2 : TAK1-binding protein 2 ;
TAB3 : TAK1-binding protein 3 ; NEMO : NF-kB Essential Modulator ; RIP1 : Receptor-interacting protein 1.
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2. Prise en charge des LPS par la voie des caspases

L’organisme est capable de détecter des molécules de LPS au niveau du cytosol par
un mécanisme indépendant de TLR4 faisant intervenir différentes caspases selon I'espéce.
Au total, cing caspases inflammatoires co-existent : les caspases 1, 4, 5, 11 et 12.

La réponse inflammatoire déclenchée par l'activation de la caspase 1 est 'une des
réactions les mieux décrites. Elle met en ceuvre la formation d’'un complexe protéique,
linflammasome, qui permet I'activation de la caspase 1. Cette derniere assure ainsi la
conversion des précurseurs cytokiniques, telle que la pro-IL-18 (produite suite a I'activation du
récepteur TLR4), en leur homologue biologiquement actif. La caspase 12 serait quant a elle
anti-inflammatoire notamment via ses capacités d’inactivation de la caspase 1 (Saleh et al.,
2006) et de la voie NFkB (Labbé et al., 2010). La caspase 11 est exprimée chez la souris
tandis que les caspases 4 et 5 seront davantage exprimées chez I’'Homme (Hagar et al., 2013 ;
Matikainen et al., 2020). L’interaction des LPS avec les caspases 4, 5 et 11 se fait au niveau
de leur domaine CARD (caspase-associated recruitment domains) a leur extrémité N-
terminale (Martinon & Tschopp, 2007). Les effets pro-inflammatoires de la caspase 11
ressemblent a ceux de la caspase 1 dans le sens ou elle favorise indirectement la formation
de 'inflammasome, et ainsi une activation des précurseurs cytokiniques tels que I'lL-1p (Wang
et al., 1998). Cependant, les caspases 4, 5 et 11 favorisent aussi I'induction de la pyroptose
cellulaire (Shi et al., 2014).

La particularité de cette reconnaissance des LPS dans le cytoplasme implique
logiguement une entrée des endotoxines dans la cellule. Cependant, la plupart des bactéries
a Gram négatif montrées comme étant capables d’activer la caspase 11 ne sont pas des
bactéries cytosoliques (Kailasan Vanaja et al., 2014). La voie de prise en charge par les
caspases ainsi que la signalisation moléculaire qui en découle sont représentées sur la Figure
17. Il est intéressant de remarquer que de nouvelles études émettent I'hypothése que
certaines vésicules se situant a la surface des bactéries seraient un moyen de transport des
LPS dans le milieu intracellulaire. Ces vésicules, les vésicules de la membrane externe
(« outer membrane vesicles », OMVs) seraient produites volontairement par la bactérie
lorsqu’elle se trouve en condition de stress (Ellis & Kuehn, 2010). Ces vésicules sont
également un moyen de communication entre les cellules bactériennes infectieuses et les
cellules de I'hote infectées. Les OMVs sont en mesure de délivrer les molécules de LPS
directement dans le cytosol (Kesty et al., 2004). Une diminution de la quantité d’OMVs par
modification génétique des bactéries s’accompagne d’une activation moindre de la caspase
11 (Vanaja et al., 2014 ; Vanaja et al., 2016).
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Figure 17. Activation de la voie des caspases par les LPS

Les LPS, une fois entrés dans le milieu intracellulaire (via la bactérie directement si elle est intracellulaire
ou via les récepteurs TLR4 avec la LBP si la bactérie est extracellulaire), sont ensuite reconnus par les
domaines CARD des caspases 4/5/11 entrainant leur activation par oligomérisation conduisant a la
pyroptose (mort cellulaire). L’activation de l'inflammasome conduit a l'activation de la caspase 1 et a la
production de cytokines pro-inflammatoires.

D’apres Smith et al, 2015.

Abréviations : IL-18 : Interleukine- 168 ; ASC : C-terminal caspase recruitment domain ; NLR : Nod-like

receptor ; Caspl : Caspase 1 ; CARD : caspase-associated recruitment domains.
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3. Médiateurs de I’inflammation

La présence de signaux de danger, « Damage Associated Molecular Pattern »
(DAMPSs) ou de motifs pathogéniques PAMPs est percue par les cellules immunitaires grace
a leurs récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (ou PRR). Les cellules présentes
dans le tissu infecté ou lésé, tels que les phagocytes mononuclées résidents (comme les
macrophages et les cellules dendritigues) ou encore les mastocytes, sont les premiéres
cellules activées par ces signaux. En réponse a cette activation et comme le montre la figure
18 ci-dessous, elles libérent notamment de I'histamine, des cytokines pro-inflammatoires (il
existe également une voie impliquant la cyclo-oxygénase 2 (COX-2), également pro-
inflammatoire) et d'autres composés actifs que nous pouvons catégoriser sous le terme
général de médiateurs de l'inflammation (MacGlashan, 2003 ; Levi & Van Der Poll, 2005 ;
Laskin, 2009). Les conséquences fonctionnelles de cette activation sont I'élimination du
pathogene (via la phagocytose) et/ou la réparation de la Iésion (remodelage de la matrice

extracellulaire par exemple).

médiateursde PAMP
inflammation PRR '

Figure 18. Libération des médiateurs de I'inflammation par les cellules immunitaires lors d’une infection

La présence de pathogénes est détectée par ces cellules via leurs PRR, récepteurs reconnaissants les
PAMPs, qui sont des motifs particuliers aux agents infectieux provoquant la libération de médiateurs de
I'inflammation par les cellules immunitaires.

D’aprés Katia Mayol, ENS Lyon, 2021.
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3.1. Médiateurs lipidiques

Lorsque qu’une cellule immunitaire détecte un signal de danger, la phospholipase A2
est activée via la stimulation par le TNF-a (Fourcade et al., 1995). Cette enzyme catalyse
I'hydrolyse des phospholipides membranaires en position sn2 et la libération d’acides gras
polyinsaturés (principalement des acides gras oméga 6 et 3) servant de substrats pour la
génération de leucotrienes (notamment le leucotriene B4, LTB4), prostaglandines et Platelet
Activating Factor (PAF). Ces composés sont chimiotactiques pour les neutrophiles et les
macrophages, et induisent aussi 'augmentation de la dilatation des vaisseaux et leur
perméabilité, facilitant I'arrivée des leucocytes sur le site de l'inflammation afin de contenir le
danger provoqué par le pathogéne (Bennett & W. Gilroy, 2016).

Il existe également des médiateurs lipidiques dits « pro-résolvants », générés a partir
a partir d’acides gras polyinsaturés localement au niveau du site de linflammation. Les
lipoxines (LX) et nhotamment LXA, ont été les premiéres a étre identifiées comme étant pro-
résolvantes. Elles sont exprimées par différents types cellulaires tels que les macrophages,
les monocytes ou encore les plaquettes et sont dérivées de I'acide arachidonique (C20:4). De
plus, différentes voies de biosynthéses existent pour ces molécules : la voie majoritaire et
classique avec [limplication de plusieurs lipoxygénases (LOX). Les acides
eicosapentanéoique (C20:5) et docosahéxaénoique (C22 :6) sont également des acides gras
pouvant étre métabolisés en résolvines, protectines et marésines grace aux LOX (Kwon, 2020)
(Figure 19). Ces différents médiateurs lipidiques pro-résolvants assurent I'inhibition d’autres
médiateurs pro-inflammatoires (cytokines) et l'ingestion de cellules apoptotiques par les

cellules phagocytaires (Barning, 2016).

Acides gras oméga-6 Acides gras oméga-3
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Figure 19. Synthése des médiateurs lipidiques pro-résolvants
Les médiateurs lipidiques pro-résolvants sont biosynthétisés a partir d’acides gras polyinsaturés (acides gras
oméga-6 et oméga-3) en impliquant plusieurs lipoxygénases (LOX) et cyclo-oxygénases (COX).

D’apres C. Barning, Revue frangaise d’allergologie, 2016.
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3.2. Autres médiateurs

En plus des nhombreux médiateurs lipidiques impliqués dans la résolution ou dans le
maintien de linflammation, il existe d’autres catégories de médiateurs, que nous allons
détailler dans cette partie. Il s’agit notamment de I'histamine, des cytokines pro-inflammatoires,

des chimiokines et des protéines de phase aigie.

3.2.1. L’histamine

L’histamine est une amine dite vasoactive et est localisée dans les granules des
mastocytes et des basophiles. Les mastocytes, une fois activés par la reconnaissance de
PAMPs ou DAMPs libérent I'histamine stockée dans leurs granules dans le milieu
extracellulaire augmentant ainsi la perméabilité vasculaire et permet la contraction des
muscles lisses localement. Elle agit également au niveau de systéme nerveux et provoque la

sensation de douleur (MacGlashan, 2003).

3.2.2. Les cytokines

Le TNF-a, I'lL-1 et I'lL-6 sont les principales cytokines impliqguées dans le processus
inflammatoire. Ces cytokines produites par les macrophages, les cellules dendritiques ou
encore les mastocytes renferment dans leurs granules des « stocks » de TNF-a qui a pour
réle de stimuler I'expression de molécules d’adhérence et la production de chimiokines par les
cellules endothéliales assurant ainsi le recrutement des leucocytes sanguins (neutrophiles,
éosinophiles, monocytes ou les cellules Natural Killer, NK) vers le lieu de l'inflammation. Il
active également les systéemes de défense contre les microbes au niveau des phagocytes et
favorise la mitose des lymphocytes T et B (nécessaire pour la mise en place de la réponse
adaptative si la réponse innée n’est pas suffisante a la résolution de l'inflammation). Enfin et
fort heureusement, le TNF-a active fortement la production de facteurs de croissance, qui
seront indispensables a la réparation du tissu endommagé (Boussiotis et al., 1994).

L’IL-1 est sécrétée par de nombreuses cellules aprés la reconnaissance de PAMPs :
les leucocytes ou encore les cellules endothéliales et les fibroblastes. L’IL-1, ayant pour role
de protéger 'organisme en combattant la maladie, provoque des effets locaux mais aussi
systémiques. Comme le TNF-a, cette cytokine stimule I'expression de molécules d’adhésion
au niveau de I'endothélium vasculaire favorisant ainsi la migration des leucocytes circulants
vers le site enflammé. De plus, il est impliqué dans l'induction de la fieévre (Chai et al., 1996).
L’IL-1 agit directement sur les centres de I'hypothalamus qui contrblent la température

corporelle permettant ainsi une augmentation de cette température. Cette élévation permet
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aux lymphocytes d’entrer en phase mitotique plus rapidement et avoir une division cellulaire
plus efficace.

Comme déja mentionné précédemment, I'lL-6 est produite par les phagocytes
(macrophages et cellules dendritiques) et les cellules endothéliales en cas de foyer
inflammatoire. Elle induit localement l'activation des phagocytes et la modification de
I'endothélium et favorise le recrutement de monocytes sanguins vers les tissus et la production

de protéines de la phase aigué par les hépatocytes (Birkedal-Hansen, 1993).
3.2.3. Les chimiokines

Les chimiokines sont des cytokines impliquées dans la migration cellulaire apres
stimulation par des signaux de dangers. Elles forment alors une sorte de « gradient » et sont
capables de diriger la migration des leucocytes nécessaires vers le tissu inflammé.

On répartit les chimiokines en deux classes, en fonction de la distance séparant deux résidus
cystéines conservés : les chimiokines a qui ont une séquence cystéine-résidu aléatoire-
cystéine (CXC) et les chimiokines B qui ont une séquence cystéine-cystéine (CC).

La plupart des chimiokines interagissent avec plusieurs récepteurs, et chacun d’entre eux peut
reconnaitre plusieurs chimiokines. Chaque population leucocytaire exprime un groupe défini
de récepteurs, ce qui permet aux différents types de cellules immunitaires de répondre

spécifiguement a certaines chimiokines seulement (Baggiolini & Loetscher, 2000).

3.2.4. Les protéines de phase aigie

Elles sont produites au niveau du foie et notamment par les hépatocytes au moment
de la phase aigue de I'inflammation. Les plus décrites sont la « C-Reactive Protein » (CRP),
la « Serum Amyloid-A » (SAA) et la « Serum Amyloid-P » (SAP). Toutes favorisent la
phagocytose des pathogenes par les macrophages. De plus, la CRP est produite rapidement
en réponse a I'lL-6, et son dosage dans le sérum est utilisé en clinique pour diagnostiquer une

inflammation (Ceciliani et al., 2005).

3.2.5. Le cas particulier du Glucagon-like peptide 1 (GLP-1): médiateur ou

biomarqueur ?

Des travaux effectués dans notre laboratoire ont démontré le réle prometteur du GLP-
1 comme marqueur de l'inflammation. Le GLP-1 est un peptide sécrété par les cellules
entéroendocrines de l'intestin juste aprés une prise alimentaire (Kazafeos, 2011). Son réle
dans la régulation du métabolisme glucidique est aujourd’hui largement décrit (Everard & Cani,
2014 ; Holst et al., 2007). Il a également été démontré que le taux de GLP-1 augmente lorsque

certains composants bactériens, les LPS, parviennent a franchir la barriere intestinale (Nguyen
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et al.,, 2014 ; Lebrun et al.,, 2017). Il existe donc un lien direct entre 'augmentation de
I'exposition aux LPS et celle du taux de GLP-1, en cas de lIésions intestinales et donc
d’'inflammation. La muqueuse intestinale enflammée serait alors incapable d’assurer sa
fonction barriére, et serait facilement franchie par les LPS produits par la flore bactérienne
locale, déclenchant une augmentation de la sécrétion de GLP-1 (Lebrun et al., 2017). De par
ses propriétés anti-inflammatoires trés bien décrites dans la littérature, cette incrétine peut
ainsi étre considérée comme étant un véritable biomarqueur de l'inflammation lors d’'une

infection provoquée par les LPS.

En ce qui concerne les maladies métaboliques, le réle du GLP-1 reste encore a étre
démontré. En effet, diverses études ont démontré que la production et les taux de GLP-1
circulants étaient diminués chez des animaux et des patients en situation d’obésité ou atteints
de DT2 (Ahrén, 2011 ; Nauck et al., 2011 ; Zietek & Rath, 2016) tandis que d’autres travaux
ne démontrent aucune différence de sécrétion (Vollmer et al., 2008 ; Knop et al., 2012). Une
diminution de la fonction du GLP-1 pourrait étre expliquée par une réduction des taux
circulants de lincrétine ou bien d’une réduction de sa fonction insulinotropique. L’activité
réduite du GLP-1 entrainerait ainsi une prise de masse corporelle (via des modifications de la
vidange gastrique) et la prise de masse corporelle entrainerait quant a elle une perte de
l'activité du GLP-1. De plus, nous avons démontré récemment au sein du laboratoire que les
animaux déficients en protéine de transfert des phospholipides (PLTP) ne sécrétaient pas de
GLP-1 aprés administration de LPS par voie orale contrairement aux souris sauvages qui
atteignent un pic de concentration une heure aprés gavage (Annexe 1). De nombreuses
études ont également prouvé le bienfait de traitements basés sur le GLP-1 contre I'obésité et
le DT2: il s’agit notamment des analogues du GLP-1, agonistes du récepteur au GLP-1
(GLP1-R) ou des inhibiteurs de I'enzyme dipeptydil-peptidase-4 (DPP-4) Le lien de causalité
entre la production de GLP-1, la translocation intestinale des LPS ou encore le développement
de maladies métaboliques a bas bruit reste encore a étre investigué davantage afin de
déterminer si cette molécule est un médiateur de l'inflammation a proprement parler ou s'il

s’agit plus simplement d’'un marqueur secondaire de I'inflammation.

4. Le développement du sepsis

Nous avons évoqué dans les chapitres précédents les mécanismes de mise en place
et les conséquences d’'une endotoxémie a bas bruit en relation avec les altérations de la
perméabilité intestinale. Cependant, certaines situations pathologiques sont associées a la
présence d’'une présence de fortes quantités d’endotoxines déclenchant une réaction

inflammatoire aigué. Le sepsis, ou « état septique », désigne une « réponse inflammatoire
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généralisée associée a une infection grave » (Ceccioni et al., 2018). En effet, des études
récentes ont démontré le lien qu’il existait entre obésité, diabéte et I'évolution défavorable du
sepsis au vu de la fragilité du terrain et le risque de décompensation métabolique (Belhaj Salah
et al., 2020). Le sepsis est décrit comme étant « un dysfonctionnement organique
potentiellement mortel causé par une réponse déréglée de I'h6te vis-a-vis de l'infection ». Si
l'infection n'est pas détectée a temps et prise en charge rapidement, elle peut entrainer un
choc septigue, une défaillance de plusieurs organes et la mort. Il s'agit le plus souvent d'une
complication grave de l'infection, notamment dans les pays a revenu faible ou intermédiaire
ou il représente une cause majeure de morbidité et de mortalité maternelles et néonatales
(OMS, 2020).

4.1. Epidémiologies mondiale et nationale...

Une personne meurt de sepsis dans le monde toutes les 5 secondes. Dans les pays
industrialisés et développés, le sepsis représente autant de déces que linfarctus du
myocarde : on dénombre une centaine de cas de sepsis pour 100 000 habitants pour les moins
de 65 ans, et plus de 1000 cas pour les plus de 65 ans. Dans les pays en voie de
développement, la principale forme de sepsis reste le sepsis puerpéral qui demeure une cause
de mortalité importante chez les femmes apreés leur accouchement (environ 18 000 déceés par
an). Quant au sepsis néonatal, on estime qu’il est a I'origine de plus de 350,000 déces parmi

les nouveau-nés dans le monde (Institut pasteur, 2018).
4.2. Physiopathologie

Le sepsis va engendrer une réponse accrue du systéme immunitaire et cette réponse
disproportionnée va elle-méme induire de multiples dysfonctions d’organes mettant ainsi en
jeu le pronostic vital de I'individu atteint de ce syndrome. Cette dysfonction d’organes peut étre
caractérisée par le score SOFA, le « Sequential Organ Failure Assessment score » (Figure
20).

71



Chapitre 3 : les lipopolysaccharides (LPS)

SOFA score 0 SOFA score 1 SOFA score 2 SOFA score 3 SOFA score 4
Respiratory system: Pa0,/Fi0, (kPa) =533 <533 <40 <267 <133
Coagulation system: platelets (x 10°/pL) =150 <150 <100 <50 <20
Hepatic system: bilirubin (pmol/L) <20 2032 33-101 102-204 =204
Cardiovascular system MAP-70mmHg MAP<70mmHg Dopamine <5 pg/kg permin, Dopamine 5-1-15 pg/kg permin,or  Dopamine =15 pg/kg per min, or
or dobutamine (any dose) epinephrine <0-1 pg/kg permin, or  epinephrine =0-1 pg/kg per min, or
administered norepinephrine <0-1 pg/kg permin  norepinephrine =0-1 pg/kg per min
administered administered
Central nervous system: Glasgow Coma Scale 15 13-14 10-12 69 <6
Renal system
Creatinine (pmol/L) <110 111-170 171-299 300-440 =440
Urine output (mL/day) - - - <500 <200

Scores from 0 to 4 are assigned for each of the six organ systems, with a higher score indicative of worse organ dysfunction in each system. MAP=mean arterial pressure.

Table: Description of sequential organ failure assessment (SOFA) scoring system®

Figure 20. Description du score SOFA
D’apres Cecconi et al., 2018.

Abréviations : FiO; : Fraction inspirée en oxygéne, PaO : pression partielle en oxygéne, MAP : Pression

artérielle moyenne.

L’évolution la plus délétere du sepsis est le choc septique. Le choc septique est défini
comme étant « une défaillance circulatoire aigué, entrainant des désordres hémodynamiques,
métaboliques et viscéraux, déclenchée par un agent infectieux » (Figure 21). Il est défini par
'apparition ou la persistance d'une hypotension artérielle (PAS < 90 mmHg ou PAD < 40
mmHg) ou encore de signes d’hypoperfusion périphérique (lactatémie = 4 mmol/L, oligurie)
malgré un remplissage vasculaire adéquat (au cours d'un sepsis grave, ou d’emblée chez un
malade ayant des signes d’infection).

Le choc septique est une urgence médicale qui requiert des soins visant a hausser rapidement
la pression artérielle systémique (en augmentant le volume sanguin et en administrant des
vasopresseurs tels que les catécholamines) ainsi que des antibiotiques par voie intraveineuse.
Le choc septique reste un état grave associé a un fort taux de mortalité. En France, la mortalité
des patients atteints d’'un sepsis atteint quasiment 30% mais la mortalité du choc peut atteindre
jusqu'a 50%. On estime a 30 000 le nombre de décés consécutifs au sepsis en France.
Malheureusement, le vieillissement de la population permet d’ores et déja de prédire une forte
augmentation de la mortalité associée au sepsis dans les années a venir (Institut Pasteur,
2018). L'OMS a d’ailleurs inscrit le sepsis en 2017 comme étant une « priorité de santé
publiqgue » et a adopté des mesures afin de mieux prendre en charge la prévention, le

diagnostic et le traitement du sepsis (Cecconi et al., 2018).
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Choc septique
PAM < 65 mmHG + cathécholamine
Lactate < 2 mmol/L

VA N

Sepsis
Infection
Défaillance d’'organes

A

Infection
Pouvant étre liée au DT2 / Obésité

Figure 21. Lien entre inflammation a bas bruit, sepsis et choc septique : comparaison des niveaux de
gravité croissant de la pathologie infectieuse

Abréviations : DT2 : Diabéte de type 2, PAM : Pression artérielle moyenne.
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CHAPITRE 4. NEUTRALISATION ET ELIMINATION DES LPS:
IMPLICATIONS DES PROTEINES DE LA FAMILLE LT/LBP ET DES
LIPOPROTEINES
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Comme nous l'avons vu précédemment, les maladies métaboliques provoquent une
fragilisation durable et persistante de l'intestin. Cette vulnérabilité conduit au passage des LPS
dans la circulation sanguine puis a des complications locales et systémiques (maladies
cardiovasculaires notamment). Dans les cas extrémes de lésion majeure de lintestin, les
niveaux de LPS circulants sont tels qu’ils peuvent provoquer des états inflammatoires sévéres
pouvant méme aller jusqu’au déces de I'héte. Fort heureusement, des mécanismes de prise
en charge, neutralisation et inactivation de ces endotoxines bactériennes existent. Ce chapitre
vise ainsi a les décrire.

Le transfert et la fixation des LPS sur les lipoprotéines plasmatiques circulantes est la
principale voie de neutralisation de ces derniers. Il existe ainsi des transporteurs qui sont
capables de prendre en charge ces toxines, molécules amphiphiles, afin de les fixer a la
surface des lipoprotéines. |l s’agit des protéines de la famille « lipid transfer » (LT) ou la LBP
(Wong et al., 2017). Une fois inactivée et inoffensive pour I'héte, elles sont transportées pour

étre éliminées via la voie hépatobiliaire.

A. Les lipoprotéines

Ce début de chapitre vise a décrire la structure, la diversité et l'implication des
lipoprotéines au niveau i) de la prise en charge des triglycérides et du cholestérol et ii) de la

prise en charge et de l'inactivation des LPS.

1. Que ce sont les lipoprotéines ?

Comme son nom I'indique, une lipoprotéine est une association moléculaire formée par
des lipides et des protéines (Figure 22). Ces structures permettent aux lipides, qui sont trés
peu solubles dans l'eau, de circuler dans le compartiment sanguin. Différents types de
lipoprotéines existent, classifiées initialement selon leur densité. De la densité la plus faible &
la densité la plus haute, nous pouvons énumeérer : les chylomicrons (CM), les lipoprotéines de
trés faible densité («very low-density lipoproteins », VLDL), de densité intermédiaire
(« intermediate-density lipoproteins », IDL), de faible densité (« low-density lipoproteins »,
LDL) et enfin les lipoprotéines de haute densité (« high-density liporoteins », HDL). Toutes ces

lipoprotéines possédent plusieurs réles que nous détaillerons dans cette partie.
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Noyau interne hydrophobe

.mr

Couche externe hydrophile

</ Cholestérol non estérifié

(—_ Phospholipides

Figure 22. Représentation schématique d’une lipoprotéine

Structure commune des lipoprotéines. Elles sont toutes composées d’un noyau de lipides hydrophobes
(triglycérides et esters de cholestérol) entouré d’une coque de protéines (les apolipoprotéines) et de
lipides (phospholipides et cholestérol libre).

D’aprés Champe et al., 2005.

La surface des lipoprotéines est constituée d’'une couche amphiphile comprenant des
phospholipides, du cholestérol libre et d’'une (ou plusieurs) apolipoprotéine(s), telles que les
apolipoprotéines A ou B (apoA et apoB). La partie centrale contient des molécules
completement hydrophobes telles que des triglycérides (TG), des esters de cholestérol et de
faibles quantités d’autres substances hydrophobes (des vitamines liposolubles par exemple).

Comme le montre le Tableau 2 ci-dessous, les lipoprotéines au-dela de leur densité,
les lipoprotéines peuvent étre classifiées en fonction des parameétres suivants (liste non
exhaustive) : taille (poids moléculaire moyen ou diamétre), composition en apolipoprotéines,
ou composition en lipides. Ces différentes propriétés déterminent la fonction des différentes

classes de lipoprotéines.

76



Chapitre 4 : neutralisation et éradication des LPS

Lipoprotéines Densité Poids moléculaire Diamétre (nm) Apolipoprotéines Lipides principaux Fonction principale

moyen principales

Chylomicrons <0,99 5.10° 100-1000 B48, C-ll, C-lll, A-I, A-  Triglycérides Transport des lipides
\Y alimentaires

VLDL 0,99-1,006 7,5.106 30-70 B100, C-Il, E Triglycérides Transport des lipides
depuis le foie

IDL 1,006-1,019 2,5. 108 15-25 B100, E Triglycérides Transport des lipides

depuis le foie

LDL 1,019-1,063 2,5. 10° 15-25 B100, Lp(a) Cholestérol Distribution des
lipides dans les
tissus

HDL 1,063-1,21 3.10° 6-14 A-l, A-ll Phospholipides Récupération du
cholestérol dans les
tissus

Tableau 2. Caractéristiques et compositions des lipoprotéines.

Abréviations : VLDL : Very-low density lipoproteins ; IDL : Intermediate-density lipoprotein ; LDL : Low-density
lipoprotein ; HDL : High-density lipoprotein.

2. Métabolisme des lipoprotéines

Une vue d’ensemble du métabolisme des différentes lipoprotéines précédemment
décrite est illustrée dans la Figure 23. Les CM sont produits par l'intestin a partir de lipides
alimentaires. En effet, les lipides provenant du chyme sont hydrolysés par les enzymes
pancréatiques (lipase, phospholipase). Cette hydrolyse est accompagnée d’'une émulsification
en gouttelettes grace a I'action des sels biliaires. Les produits de digestion de ces lipides sont
les suivants: les monoglycérides (MG), les acides gras (AG), le cholestérol et des
lysophospholipides. Au sein des entérocytes, les lipides sont synthétisés de novo a partir du
glycérophosphate pour les phospholipides et de MG pour les TG. Les CM sont ainsi
synthétisés par les entérocytes avec une partie centrale constituée principalement de TG et
une couche externe constituée d’apolipoprotéines, phospholipides et cholestérol libre (Kindel
et al., 2010). Ces CM nouvellement synthétisés sont ensuite relachés dans la circulation
lymphatique puis sanguine et leur couche superficielle s’enrichit en apolipoprotéines d’origine
hépatique.

lIs sont en mesure de transporter les TG provenant des aliments de l'intestin jusqu’aux
différents tissus périphériques (les organes utilisateurs). La lipoprotéine lipase (LPL) est une
enzyme nécessaire a I'hydrolyse de ces TG présents sur les lipoprotéines (Beisiegel et al.,
1991 ; Heeren et al., 2002) afin de permettre leur passage au niveau intracellulaire. Les CM
dépourvus en partie de ces TG, appelés remnants, sont éliminés de la circulation par la voie
hépatique.

Les VLDL sont sécrétées par les hépatocytes et synthétisées a partir des acides gras libres
(AGL) présents dans la circulation et des lipides issus de la lipogenése. A I'image des CM, les

VLDL ont pour role d’assurer la distribution des TG aux tissus périphériques grace a I'action
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de la LPL. Les VLDL sont transformées en IDL puis LDL, lipoprotéines qui assurent également
la distribution du cholestérol aux tissus périphériques et qui peuvent étre captées par le foie
afin d’étre dégradées. Les HDL, quant a elles, sont principalement formées au niveau du foie
et de l'intestin (qui sont les sources principales d’apolipoprotéines A1, protéine « squelette »
des HDL) et deviennent matures dés lors que des composés lipidiques, notamment les
molécules de cholestérol, se fixent a elles avant d’étre captées par le foie : il s’agit du transport
reverse du cholestérol. Le cholestérol est ensuite éliminé ou distribué de nouveau aux

lipoprotéines (telles que les LDL) afin d’étre distribué aux tissus périphériques (Figure 23).
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Figure 23. Représentation schématique du métabolisme des lipoprotéines, de leur rle dans le transport
des lipides

Adapté de la thése de Loréne Lebrun, 2016.

Abréviations : AGL : Acides gras libres; VLDL : Very low-density lipoproteins ; LDL : Low-density
lipoproteins ; IDL : Intermediate density lipoproteins ; HDL : High-density lipoproteins, LPL : Lipoprotein
lipase, HL : Lipase hépatique ;, ApoCll : Apolipoprotéine CIlI ; ApoClll : Apolipoprotéine CIIl ; PLTP :
Phospholipid transfer protein, ; LPS : Lipopolysaccharides.

3. Implication des lipoprotéines dans le développement de pathologies
cardiovasculaires

Nous avons vu précédemment I'implication du métabolisme des lipoprotéines dans la
prise en charge des lipides alimentaires et la distribution aux différents tissus. Cependant, lors

du développement de certaines maladies métaboliques ou encore I'excés d’alimentation riche
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en lipides, une modification du métabolisme lipoprotéique va se produire, suivi d’'une
augmentation du taux de cholestérol et des TG entrainant des conséquences déléteres sur la
santé de I'héte. En effet, il est possible de mesurer ces taux de cholestérol en dosant le
cholestérol, comprenant le cholestérol LDL (LDLc), considéré comme étant le « mauvais »
cholestérol (associé a un risque cardiovasculaire élevé) et le cholestérol HDL, considéré
comme étant le bon cholestérol (HDLc, inversement corrélé au risque cardiovasculaire). On
parle ainsi d’hypercholestérolémie lorsque les taux de cholestérol dépassent la normale (1,6
g/L en moyenne chez ’'Homme). En paralléle, une hypertriglycéridémie (>1,25 g/L en moyenne
chez 'Homme) est fréquemment observée chez les individus atteints de surpoids, d’obésité
ou encore de diabéte.

Conséquences d’une dyslipidémie (notamment de 'augmentation de TG et de LDLc et d’'un
taux trop faible de HDLc) : I'accumulation de lipoprotéines a apoB (principalement les LDL)
dans la paroi vasculaire. Ce phénoméne est a l'origine de la formation de plaques d’athérome
au niveau des arteres de grand et moyen calibres. Il est également important d’ajouter que les
remnants de lipoprotéines et notamment les remnants de CM peuvent étre un marqueur du
développement de maladies métaboliques comme l'obésité et le diabéte. Certaines études
récentes évoquent la corrélation entre le développement de cette maladie et 'augmentation
de la quantité de remnants de CM dans le sang (Chait et al., 2020). Les plaques d’athérome
s’épaississent progressivement, provoquant des anomalies hémodynamiques, et peuvent se
rompre, provoqguant une thrombose en obstruant la totalité du vaisseau sanguin. Une fois
I'athérosclérose développée, cette maladie peut étre responsable de graves complications
telles que : l'infarctus du myocarde, 'AVC, l'artériopathie des membres inférieurs ou encore

un anévrysme artériel.

4. Inactivation des LPS

Au-dela de l'implication des lipoprotéines dans la pathologie de I'athérosclérose,
plusieurs études ont montré que chacune des classes de lipoprotéines est capable de se lier
aux LPS et de les neutraliser (Harris et al., 1990; Emancipator et al., 1992). Toutefois, les LPS
ne se lient pas a toutes les lipoprotéines avec la méme affinité et ont une légere préférence
pour les HDL. En effet, l'incubation de LPS avec du sang humain aboutit a une fixation
d’environ 60% sur les HDL contre 25% pour les LDL et seulement 12% pour les VLDL (Levels
et al., 2001). Cette capacité d’inactivation des molécules de LPS par les lipoprotéines est aussi
fonction du type de LPS en présence et notamment de la conformation du lipide A (Sprong et
al., 2004). En effet, la capacité d’inactivation des lipoprotéines se fait via des modifications

structurales de la portion endotoxigue des LPS (Brandenburg et al., 2004).
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Les LPS associés aux lipoprotéines sont des LPS neutralisés dont le pouvoir pro-inflammatoire
est fortement diminué. En effet, comparés aux LPS libres, les LPS ainsi fixés se lient moins
facilement a la surface des cellules de 'immunité (Cavaillon et al., 1990) et leur clairance est
ainsi augmentée grace a une prise en charge optimisée de ces derniers par la voie
hépatobiliaire (Sewnath et al., 2000).

B. Protéines de la famille LT/LBP : une prise en charge efficace

1. Les membres de la famille LT/LBP

Les LPS sont des molécules amphiphiles ayant besoin de navettes pour pouvoir se
fixer sur les lipoprotéines. Dans la circulation sanguine, ce sont principalement les protéines
membres de la famille LT/LBP qui sont en charge d’un tel transfert. Cette famille est constituée
de la protéine bactéricide augmentant la perméabilité (« bactericidal permeability increasing
protein », BPI), de la LBP, de la protéine de transfert du cholestérol estérifié (« cholesteryl
ester transfer protein », CETP) et de la protéine de transfert des lipides (« Phospholipid
transfer protein », PLTP). Les principaux points communs dans cette famille : i) une homologie
de structure avec une représentation tridimensionnelle de la protéine en forme de boomerang
créant une sorte de poche pour la fixation des lipides (Beamer et al., 1997 ; Lagrost et al.,
1998 ; Huuskonen et al., 2000), ii) une capacité de fixation et de transfert de composés
lipidiques ou lipophiles et iii) une implication dans le métabolisme des LPS. Parmi ces
protéines, seules deux ont une capacité de transfert avérée des LPS sur les lipoprotéines, la
LBP et la PLTP (Hailman et al.,, 1996, Gutsmann et al., 2001 ; Dusuel et al., 2021). En
revanche, seules la PLTP et la BPI sont capables de neutraliser les LPS et enfin, toutes les
protéines sauf la CETP sont capables de se lier aux toxines bactériennes. Un récapitulatif des
principales fonctions de ces protéines dans le métabolisme des LPS est proposé dans le

tableau 3 ci-aprés.
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Protéines de la Neutralisation des Transfert des LPS aux
Liaison aux LPS

famille LT/LBP LPS lipoprotéines

PLTP © © ©
CETP ® ® ®
LBP © ® ©
BPI © © ®

Tableau 3. Récapitulatifs des fonctions des protéines de la famille LT/LBP dans le métabolisme des
LPS

Abréviations : LPS : lipopolysaccharides ; PLTP : Phospholipid transfer protein ; CETP : Cholesteryl
ester transfer protein; LBP : Lipopolysaccharide binding protein ; BPI: Bactericidal permeability
increasing protein.

2. Implication de la protéine de transfert des phospholipides (PLTP)

Dans cette section, nous allons nous intéresser et décrire plus précisément la PLTP,

principale protéine de transfert étudiée durant mon projet de thése.

2.1. Structure et fonctions principales de la PLTP

La PLTP est une protéine ubiquitaire de 81 kDa (Figure 24) initialement décrite pour
sa capacité a transférer les phospholipides depuis les lipoprotéines riches en TG (CM, VLDL,
IDL) vers les LDL et HDL. Elle modifie ainsi la composition, la structure et de ce fait les
propriétés biologiques des HDL (Lagrost et al., 1998). Elle a été largement étudiée dans un
contexte d’athérosclérose et de maladies cardio-vasculaires. Toutefois, en plus de transférer
des phospholipides, la PLTP sert également de navette a toute une panoplie de composés
amphipathiques tels que les diacylglycérol (DAG) (Rao et al., 1997), la vitamine E (Desrumaux
et al., 1999) ou encore les LPS (Hailman et al., 1996 ; Gautier et al, 2008).
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Domaine N-terminal Domaine C-terminal

Figure 24. Structure de la PLTP

Les hélices a sont représentées par des « cylindres » et les feuillets 3 par des « filaments ».
D’aprés Huuskonen et al., 2000.

In vitro, la PLTP et la LBP sont toutes deux capables de transférer les LPS vers les
lipoprotéines. Cependant la PLTP n’est pas capable de présenter a elle seule les LPS au CD14
et ne peut donc pas étre considérée pro-inflammatoire (Hailman et al., 1996 ; Vesy et al.,
2000). De plus, des souris déficientes en PLTP (Pltp knockout ou Pltp-KO) sont davantage
sensibles a une injection de LPS via une moindre association des LPS aux HDL, une clairance
ralentie des LPS, une production accrue de cytokines pro-inflammatoires et une augmentation
significative de la mortalité (Gautier et al., 2008). Les souris déficientes en PLTP présentent

donc une neutralisation moindre des endotoxines bactériennes au niveau circulant.

2.2 Mécanismes de prise en charge des LPS par la PLTP

Il a déja été démontré que la PLTP était capable de se lier au LPS et de le transférer
vers les HDL (Hailman et al., 1996) mais aussi de transférer les LPS entre les lipoprotéines
(Levels et al., 2001). La PLTP est a l'origine de l'initiation de la voie de transport inverse des
lipopolysaccharides que nous décrirons dans la prochaine partie. Notre équipe a démontré
qgue la PLTP jouait un role clé dans la protection contre le sepsis. Dans un premier temps, en
utilisant un modéle de souris déficiente pour la PLTP, il a été démontré que la PLTP réduisait
la susceptibilité de I'hdte a I'endotoxine (Gautier et al., 2008). Dans un second temps,
'administration de PLTP recombinante était également protectrice contre 'endotoxémie chez
les souris exprimant la PLTP et chez les souris déficientes pour la PLTP (Deckert et al., 2017).
La déficience en PLTP chez les souris est également associée a une diminution du taux de
HDL (Jiang et al., 1999). Les LPS, une fois pris en charge par les lipoprotéines, sont ensuite
détoxifiés grace au foie. Au niveau des hépatocytes, les récepteurs aux lipoprotéines et
notamment les LDL récepteurs (LDLR) et récepteurs « Scavenger Receptor Class B type
1 » (SR-B1) ont été proposés comme favorisant cette clairance (Havel, 1986 ; Topchiy et al.,

2016 ; Zannis et al., 2006) (Figure 25). Comme déja mentionné précédemment, a I'’heure a
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laquelle ces lignes sont écrites, les mécanismes permettant le retour des complexes

lipoprotéines-LPS ainsi que le devenir exact des LPS dans les cellules hépatiques sont encore

mal connus et il reste beaucoup de questions en suspens.

Cellules
épithéliales

Figure 25. Représentation schématique de I'implication des lipoprotéines et de la PLTP dans l'inactivation des LPS

Abréviations : VLDL : Very low-density lipoproteins ; LDL : Low-density lipoproteins; IDL : Intermediate density
: PLTP : Phospholipid

lipoproteins ; HDL : High-density lipoproteins ; LPL : Lipoprotein lipase ; HL : Hepatic lipase :
transfer protein ; LBP : Lipopolysaccharide binding protein ; LPS : lipopolysaccharides ; LRP : LDL receptor-related
protein ; SR-B1 : Scavenger Receptor Class B type 1 ; LDLR : LDL receptor.
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C. Elimination des LPS

1. Transport inverse des LPS

Des études assez anciennes montrent que linactivation plasmatique des LPS est

réversible (Rudbach et al., 1966; Rudbach & Johnson, 1966). Il parait donc indispensable

d’éliminer de la circulation sanguine les LPS méme inactivés. La clairance des LPS de

I'organisme présente de nombreuses similitudes avec celle du cholestérol : implication de la

PLTP et de la CETP, prise en charge par les HDL circulants, élimination par le foie. Ainsi, par

analogie avec le transport inverse du cholestérol, les voies d’élimination des LPS peuvent étre

nommeées « transport inverse des LPS » (Gautier & Lagrost, 2011). Les lipoprotéines se
chargent en LPS et les transportent ensuite vers le foie (Mathison & Ulevitch, 1979) ou ils

subissent des modifications de structure avant d’étre éliminés par voie biliaire. Chez les rats,

des LPS injectés par voie intraveineuse atteignent rapidement le foie : d’abord les cellules de
Kupffer (les macrophages résidents du foie), puis les hépatocytes et enfin la bile
(Buttenschoen et al., 2010; Mimura et al., 1995) (Figure 26).

g /
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Bactéries a Gram négatif A
LT
il 7% Chylomicrons | . L
o » Lipoprotéines riche en TG
LPS 674 VLDL
'l?:\ — Lipoprotéines — —_— Excrétion biliaire
3.

\::.“2\ 3 ) Inflammation

e xexn

LBP Leucocytes

T

¢

<

LDL

HDL Foie
PLTP

Figure 26. Voie de transport inverse des LPS

Adapté de Gautier et al., 2008

Abréviations :

VLDL : Very low-density lipoproteins, HDL : high-density lipoproteins, PLTP : Phospholipid transfer

protein, LBP : LPS binding-protein, TG : Triglycérides.

2. Effet du premier passage hépatique

L'effet de « premier passage hépatique » correspond a la transformation d’une

substance (médicament, endotoxines...) lors de son premier passage par le foie, avant d'avoir

atteint la circulation systémique, notamment lors d'une administration par voie orale (Van de
Waterbeemd & Gifford, 2003 ; Gibaldi et al., 2021). Cet effet de premier passage contribue

ainsi a la réduction de la biodisponibilité de cette substance dans l'organisme. Les LPS

d’origine intestinale auraient donc la possibilité de subir une premiére élimination avant d’étre
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re-largués dans la circulation dite principale (Figure 27). Néanmoins, jusqu’a présent ce
phénoméne n’a pas été clairement mis en évidence et a fait I'objet d’'un travail du laboratoire

auquel j’ai contribué (cf. partie 2 des résultats).

Dose Absorption

L Biodisponibilité

Vers

4 Métabolisme Métabolisme
feces

Figure 27. Effets du premier passage hépatique

Adapté de Thibaut Bricks (ANR, 2014), d’aprés Van de Waterbeemd & Gifford, 2003.

3. Voie annexe de détoxification : différentes enzymes impliquées

Comme déja mentionné précédemment, la voie majoritaire de détoxification du LPS
circulant est appelée « transport inverse du LPS » mais il existe d'autres voies minoritaires.
L'enzyme acyloxyacyl hydrolase (AOAH) est exprimée principalement dans les cellules de
Kupffer du foie mais est également présente dans le plasma au niveau des cellules
immunitaires. Elle catalyse I'’hydrolyse d’'une partie des acides gras présents dans le lipide A
(déacylation), provoquant une diminution du pouvoir pro-inflammatoire des LPS. Elle peut
donc réduire la capacité d'endotoxique du LPS présent dans la circulation (Lu & Munford,
2011). Ce processus de désacylation ne semble pas dépendre du récepteur TLR4 in vitro
(Munford & Hall, 1985) mais il est plus controversé in vivo car la désacylation du LPS circulant
est plus lente chez les souris déficientes en TLR4 (Lu & Munford, 2011). Une autre enzyme,
la phosphatase alcaline intestinale (PAI), a été décrite comme ayant un rdle majeur dans la
neutralisation du LPS (Bates et al., 2007). Mécaniquement, elle inactive le LPS en
déphosphorylant le lipide A (Poelstra et al., 1997). Comme vu précédemment, d’autres
protéines telles que la serum amyloid A (SAA), les collectines (protéines notamment une partie
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lectine capable de fixer les polysaccharides) ou la BPI sont aussi des protéines capables de

se fixer aux LPS et d’assurer leur neutralisation (Chaby, 2004 ; Shao et al., 2007).
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CHAPITRE 5. LIEN ENTRE PLTP ET MALADIES METABOLIQUES ET
INFLAMMATION
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Dans cet ultime, chapitre, nous allons aborder les différentes implications de la PLTP
dans un contexte de maladies cardiométaboliques et notamment dans I'obésité, le diabéte, les
maladies cardiovasculaires et d’'une maniére générale dans un contexte d’inflammation.

L’ensemble de ces observations est résumé dans le tableau 4.

A. PLTP : obésité et diabete

Plusieurs données de la littérature ont montré un lien entre activité PLTP et désordres
métaboliques mais celui-ci est controversé et reste encore a étre décrit en détail. En effet,
certaines études chez les animaux démontrent que I'augmentation de l'activité PLTP est
associée a une diminution des effets négatifs d’administration d’un régime gras, a savoir le
développement de 'obésité et de linsulino-résistance (Song et al., 2019 ; Sponton et al.,
2020). D’autres études, cette fois cliniques, démontrent quant a elles une augmentation des
niveaux plasmatiques de PLTP chez les sujets obéses ainsi qu'une association positive avec
des paramétres de l'insulino-résistance (Dullaart et al., 1994; Murdoch et al., 2000; Kaser et
al., 2001). Chez des patients atteints de DT2, une augmentation de l'activité de la PLTP
plasmatique a été retrouvée (Dullaart et al., 2007). Une autre étude met en évidence que
'augmentation de I'activité PLTP plasmatique pourrait étre associée a un risque accru de
développer une pathologie métabolique de type DT2 (Abbasi et al., 2015).

Ces données suggerent que l'activité PLTP agit comme un facteur contribuant a
'apparition des désordres métaboliques et non l'inverse. Cependant, des travaux datant des
années 2000 montrent qu’au contraire, la perte de fonction de la PLTP pourrait favoriser le
développement des maladies métaboliques et pourrait notamment favoriser la survenue et le
développement de I'obésité et d’autres comorbidités comme le DT2. En effet, chez 'Homme,
des polymorphismes du géne codant pour la PLTP humaines sont associés a un tour de taille
augmenté et un risque accru de devenir obése (Bossé et al., 2005). Il est néanmoins important
de préciser qu’aucune association entre ces polymorphismes et des variants fonctionnels de
la PLTP n’a été établie. Nous pouvons ainsi nous demander si les effets précédemment décrits
sur le développement de 'obésité et du DT2 sont dus a une variation de 'activité PLTP ou s'il
s’agit d’'une conséquence d’'un déséquilibre de liaison avec un polymorphisme touchant un
géne voisin du méme locus. D’autres études suggerent également qu’une augmentation de la
PLTP circulante pourrait améliorer la tolérance au glucose, la sensibilité a l'insuline mais
€également augmenter la dépense énergétique et diminuer les niveaux de cholestérol et
phospholipides circulants (Sponton et al.,, 2020). De plus, certaines limites peuvent étre

soulignées : selon les études, la quantité de PLTP ou son activité ont été dosées ce qui peut
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étre a 'origine de résultats discordants sachant que la PLTP posseéde plusieurs formes, active

et inactive.

B. PLTP : maladies cardiovasculaires

De nombreuses études effectuées chez 'lHomme ont démontré que 'augmentation de
activité PLTP était corrélée avec le risque de de développer des maladies cardiovasculaires
telles que 'athérosclérose (De Vries et al., 2006 ; Schlitt et al., 2009 ; Dullaart et al., 2013).
Des études sur des modeles murins ont démontré une relation directe entre I'activité PLTP et
le développement de I'athérosclérose. En effet, la déficience en PLTP semble étre associée a
une atténuation de l'athérogénése chez des souris atteintes d’hyperlipidémie (Jiang et al.,
2001). Plus précisément, la déficience en PLTP est associée a une réponse thrombotique
réduite suite a un stress oxydatif aigu (Desrumaux et al., 2010), une altération de I'agrégation
plaquettaire (Zhao et al., 2018) et & une réduction de l'incidence des anévrismes de l'aorte
abdominale (Deckert et al., 2013). La déficience en PLTP chez des souris atténue donc le
développement de l'athérosclérose tandis que la surexpression de cette derniere tend a
aggraver le phénomeéne (Jiang et al., 2001 ; Van Haperen et al., 2002 ; Yang et al., 2003). Il
en va de méme chez le lapin ou la surexpression de la PLTP conduit a I'apparition de
I'athérosclérose (Masson et al., 2011).

Néanmoins, il est important de noter que le modéle murin ne reproduit pas fidélement
ce qu'il se passe chez 'lHomme. En effet, la souris ne posséde pas de CETP active et présente
de faibles niveaux de lipoprotéines avec de l'apolipoprotéine B (apoB) rendant ainsi le
métabolisme des lipoprotéines différents de celui de chez ’'Homme. De fagon plus générale,
une hypothése a été émise selon laquelle le potentiel athérogéne de la PLTP pourrait reposer
sur sa capacité a favoriser la production de lipoprotéines riches en apoB dans le foie. Chez
'Homme, il a été démontré qu’une activité élevée de la PLTP était associée au risque de
développer une coronaropathie (Schlitt et al., 2009). Cependant, les mécanismes impliqués
semblent étre complexes. En effet, 'activité PLTP a été corrélée positivement aux taux de
LDLc (Murdoch et al., 2000), certaines études ont démontré que les variations génétiques au
niveau du locus du gene codant pour la PLTP sont principalement associées aux taux de HDLc
et de TG mais pas aux taux de LDLc. Des taux de transcription de PLTP plus élevés entrainent
ainsi une augmentation des HDLc et une diminution des TG (Kathiresan et al., 2009). Outre la
modulation des concentrations en HDLc, le remodelage des HDL peut également expliquer la
relation qu’il existe entre la PLTP et le risque de développer une maladie coronarienne chez
'Homme. En effet, un polymorphisme nucléotidique au niveau du géne de la PLTP a été
associé positivement aux HDL de petites et moyennes tailles et négativement aux HDL de

grandes tailles indépendamment des concentrations de LDLc ou d’apoB (Zhao et al., 2021).
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D’autres études ont également démontré qu’une activité plasmatique PLTP plus élevée était
associée a un risque plus élevé de faire un AVC ou encore de développer une dysfonction
systolique (Chen et al., 2013 ; Robins et al., 2013). De maniére plus générale, il a été démontré
gue des niveaux plasmatiques de PLTP plus élevés se révelent étre un facteur de prédiction

de la mortalité associée aux maladies cardiovasculaires.

C. PLTP : endotoxémie et inflammation

Le lien de causalité entre la PLTP et l'inflammation reste trés controversé a I'heure
actuelle. En effet, les travaux que nous avons menés ainsi que diverses études démontrent
une augmentation de la présence de cytokines pro-inflammatoires dans la circulation chez les
souris déficientes en PLTP aprés injection de LPS (Gautier et al., 2008). De plus, I'activité
PLTP semble étre diminuée en présence de LPS ou de composés toxiques comme la fumée
de cigarette (Brehm et al., 2014 ; Jiang & Yu, 2021). En revanche, en absence de traitement
aux LPS, la déficience en PLTP semble étre associée a une diminution de I'lL-6 pro-
inflammatoires dans la circulation (Schlitt et al., 2005). La PLTP est impliquée dans la
détoxification des LPS par voie biliaire en favorisant la fixation de ces LPS sur les lipoprotéines
circulantes telles que les HDL ou encore les TRL (VLDL et CM). Plusieurs études ont démontré
que l'absence de PLTP semblerait favoriser grandement I'endotoxémie chez des animaux
apres administration de LPS (Gautier et al., 2008). De plus, la capacité des LPS a induire la
production de GLP-1 et le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS) est

également exacerbée chez ces animaux (Nguyen et al., 2014).

. - , , Pathologi Endotoxémie et
Surpoids et obésité Diabéte de type 2 Athérosclérose a ?ogles n .0 oxe.mle €
cardiaques infection

A ou N selon le

Activité PLTP . 2 G 2 traitement aux LPS

Tableau 4. Corrélation entre I'activité PLTP et le développement de maladies cardiométaboliques.

# augmentation de I'activité PLTP ou M diminution de 'activité PLTP selon le type de maladies et le traitement.

Comme nous l'avons vu dans cette section, la corrélation entre l'activité PLTP et
I'atténuation ou I'aggravation d’'une maladie métabolique reste encore trés discutée. C'est
pourquoi mon projet de thése visait ainsi a étudier de maniére plus précise les relations entre

PLTP et désordres métaboliques ainsi que la détermination de la capacité de cette protéine a
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neutraliser les LPS en cas d’endotoxémie métabolique c’est-a-dire dans un contexte de

maladies inflammatoires.
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Objectifs

Le but de ce projet de thése était d’étudier I'implication de la protéine de transfert des

lipides (PLTP) et I'implication des lipoprotéines et leurs métabolismes dans la prise en charge

d’endotoxines bactériennes, transloquées du compartiment intestinal au compartiment

sanguin afin de les inactiver pour ensuite les détoxifier. Nous avons étudié I'implication de la

PLTP et des lipoprotéines a la fois dans un contexte de maladie inflammatoire a bas bruit mais

également dans un contexte d’'inflammation aigue.

En premier lieu, nous avons voulu étudier la translocation intestinale depuis la
lumiére intestinale jusqu’a la circulation chez des souris sauvages (WT) et
déficientes en PLTP (Pltp -KO) aprés administration orale de LPS fluorescents.
En plus davoir pu quantifier I'endotoxémie de ces souris, nous avons
également étudié I'impact qu’avaient les lipoprotéines sur la prise en charge
des LPS une fois ces derniers arrivés dans la circulation en fonction du

génotype.

Dans un second temps, nous avons voulu déterminer quels étaient les profils
lipidique et glucidique mais également 'endotoxémie chez des souris WT et
Pltp-KO soumises a un régime obésogéne (high-fat diet) dans le but d’'observer
ce quil se passait dans un contexte plus « physiologique », telles que des

maladies inflammatoires a bas bruit (obésité / DT2).

Pour terminer, nous avons également caractérisé I'impact et le rle de la PLTP
et des lipoprotéines dans un modéle animal de péritonite, inflammation aigué

(sepsis).

Le but de ces trois études était de pouvoir investiguer quelles étaient les conséquences

physiologiques et métaboliques que pouvaient avoir la présence (ou I'absence de la PLTP)

dans des modéles animaux mimant le développement de maladies inflammatoires chroniques

(obésité, diabéte) ou de choc septique (sepsis).
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Résultats : article 1

ARTICLE 1 (soumis a Diabetes)

A. Introduction et objectifs

Des travaux précédemment publiés par notre laboratoire avaient déja démontré la
capacité de la PLTP a prendre en charge les LPS afin de favoriser leur détoxification au niveau
hépatique notamment en passant par le transport inverse du cholestérol (Gautier et al., 2008).
Cette voie implique le transfert de ces endotoxines aux lipoprotéines circulantes,
principalement les HDL, afin de les inactiver puis les détoxifier via les hépatocytes et les
cellules de Kupffer. Ces travaux ont également démontré que la sensibilité des souris
déficientes en PLTP était fortement augmentée suite a l'injection de LPS exogénes (Gautier
et al., 2008). Nous avons ainsi voulu étudier I'impact de I'absence de PLTP dans un contexte

de maladies métaboliques et d’endotoxémie d’origine intestinale.

Nous avions également démontré que l'induction expérimentale d’'une endotoxémie
métabolique par linfusion en continu de LPS est capable de mimer les conséquences

métaboliques d'un régime obésogéne (HF) (Lebrun et al., 2017).

Dans ce contexte et pour compléter ces travaux, nous avons émis I'’hypothése que la
PLTP favorisait la prise en charge de faibles quantités de LPS (soit par administration orale
soit par fragilisation de la barriére intestinale via I'administration d’'un régime gras) et que son
absence allait avoir un caractére délétere notamment en accentuant 'endotoxémie des souris

déficientes pour cette protéine.

Pour répondre a cette hypothése, nous avons donc voulu déterminer quel allait étre
I'impact d’'une administration de petites doses per os de LPS marqués (0.5 mg.kg?t) sur
'absorption intestinale, sur 'endotoxémie de nos souris et sur leur état inflammatoire. Pour
cela nous avons utilisé des souris sauvages (WT) et déficientes en PLTP (Pltp-KO) ainsi que
du LPS marqués fluorescents de fagon a pouvoir suivre le devenir de ce LPS en fonction du
temps aprés 'administration orale. Nous avons également voulu comparer les effets provenant
de cette administration per os de LPS avec les effets que peuvent un régime obésogene sur
des souris WT et Pltp-KO. En plus de quantifier les LPS présents au niveau de la muqueuse
intestinale et au niveau du compartiment sanguin, nous les avons également quantifiés au
niveau des différentes fractions lipoprotéiques afin de voir si une différence intergénotype
existait en terme de liaison aux lipoprotéines et donc d’inactivation, neutralisation et élimination

de ces derniers.
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B. Publication scientifique

Increased weight gain and insulin resistance in HF-fed PLTP deficient mice is
related to altered inflammatory response and plasma transport of gut-derived
LPS

(Effect of PLTP on gut-derived LPS)
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2. Summary

Bacterial lipopolysaccharides (LPS, endotoxins) are found in high amounts in the gut lumen.
LPS can cross the gut barrier and pass into the blood (endotoxemia), leading to low-grade
inflammation, a common scheme in metabolic diseases. Phospholipid Transfer Protein (PLTP)
can transfer circulating LPS to plasma lipoproteins, thereby promoting its detoxification.
However, the impact of PLTP on the metabolic fate and biological effects of gut-derived LPS
is unknown. This study aimed to investigate the influence of PLTP on low-grade inflammation,
obesity and insulin resistance in relationship with LPS intestinal translocation and metabolic
endotoxemia. Wild-type (WT) mice were compared with Pltp-KO mice after a 4-month high-fat
(HF) diet or oral administration of labelled LPS. On a HF diet, Pltp-KO mice mice showed
increased weight gain, adiposity, insulin resistance, lipid abnormalities and inflammation
together with higher exposure to endotoxemia compared to WT mice. After oral administration
of LPS, PLTP deficiency led to increased intestinal translocation and decreased association of
LPS to lipoproteins together with an altered catabolism of triglyceride-rich lipoproteins (TRL).
Our results show that PLTP, by modulating intestinal translocation of LPS and plasma
processing of TRL-bound LPS, has a major impact on low-grade inflammation and the onset

of diet-induced metabolic disorders.

3. Abbreviations

ApoB, apolipoprotein B; apoCll, apolipoprotein CII; apoClll, apolipoprotein Clll; AUC, area
under curve; BAT, brown adipose tissue; BW, body weight; Cer, ceramides; CM, chylomicron;
EE, energy expenditure; FF, free fraction; FFA, free fatty acids; 3-HM, 3-hydroxymyristate (3-
OH-C14:0); HDL, high-density lipoprotein; HF, high-fat; IL-1, interleukin 1B; IL-6, interleukin
6; IL-10, interleukin 10; IFNy, gamma interferon; ITT, insulin tolerance test; LBP, LPS binding
protein; LF, low-fat; LDL, low-density lipoprotein; LDLR, low-density lipoprotein receptor; LPC,
lysophosphatidylcholine; LPE, lysophosphatidylethanolamine; LPL, lipoprotein lipase; LPLI,
lipoprotein lipase inhibitor; LPS, lipopolysaccharides; MCP-1, monocyte chemoattractant

protein-1; MIP-2, macrophage inflammatory protein-2; OGTT, oral glucose tolerance test; PA,
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phosphatidic acid; PC, phosphatidylcholine; PE, phosphatidylethanolamine; PG,
phosphatidylglycerol; Pl, phosphatidylinositol; PS, phosphatidylserine; PLTP, phospholipid
transfer protein; SM, sphingomyelin; SR-B1, scavenger receptor class B type I; TG,
triglyceride; TLR-4, Toll-like receptor-4; TNF-a, tumor necrosis factor alpha; TRL, triglyceride-

rich lipoproteins; WT, wild type.

4. Introduction

Obesity is a pathology whose incidence is constantly increasing worldwide. It is one of the
largest world’s health problems (1) and is a major risk for serious non-communicable disorders
including insulin resistance, type 2 diabetes, atherosclerosis and some cancers. It is now well
established that high-fat (HF) diets contribute to the development of obesity (2). Moreover,
excess of dietary fats not only induces weight gain but it also promotes the associated
inflammatory background. Firstly, high amounts of dietary fat increase systemic exposure to
potentially proinflammatory free fatty acids (FFA) and their derivatives (3). Secondly, their
intestinal absorption was recently found, in both mice and humans, to facilitate the passage of
bacteria-derived proinflammatory compounds such as lipopolysaccharides (LPS, endotoxins)
from gut lumen to plasma (3, 4). Finally, HF diets are also known to disturb gut barrier
organization and permeability and therefore to allow the entrance of luminal compounds such
as the above-mentioned endotoxins. Increased endotoxemia, which results from this trans-
and paracellular intestinal translocation, triggers a slight increase in plasmatic levels of pro-
inflammatory cytokines such as interleukin-6 (1I-6) and tumor necrosis factor-a (TNF-a) (5) and
therefore participates to the onset of a low-grade metabolic inflammation. When chronic, this
low-grade inflammation alters the function of several organs such as adipose tissue, muscle,
liver and intestine (6). Previous studies demonstrated that experimental induction of metabolic
endotoxemia by continuous infusion of low doses of LPS is able to mimic the metabolic
consequences of a HF diet. For instance, it promotes the proliferation of adipocyte precursors,
the accumulation of fat mass and the subsequent development of insulin resistance (7). In

addition, the deleterious effects of HF diets on intestinal permeability and on the development
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of metabolic endotoxemia have also been investigated. Indeed, it has been suggested that
changes in gut microbiota control metabolic endotoxemia, inflammation, and associated
disorders by a mechanism that could increase intestinal permeability (8, 9, and 10).
Furthermore, antibiotic treatment in mice can deeply reduce these negative effects and leads
to a decreased fat mass, a lower macrophage infiltration in adipose tissue, an improved

glucose tolerance but also a reduction in LPS plasma levels (11).

In the vascular compartment, plasma lipoproteins play a major protective role during
inflammation and sepsis by inactivating and eliminating LPS (12). In the circulation, low-density
lipoprotein (LDL) and high-density lipoprotein (HDL)-bound LPS can be taken up by the liver
through the interaction of these lipoproteins (13) with their hepatic receptors, i.e., LDL-receptor
(LDLR) and scavenger receptor B type | (SR-B1), respectively (14, 15) In addition to LDL and
HDL, LPS can also be transported by chylomicrons (CM) (16). Indeed, CM have a high affinity
for LPS and thus not only transport postprandial fat, but also significant amounts of
concomitantly absorbed LPS. Interestingly, sequestration of absorbed LPS on CM reduces

LPS toxicity and enhances its hepatic clearance (17).

In addition to lipoproteins, plasma proteins such as phospholipid transfer protein (PLTP),
contribute to the control of endotoxemia (18, 19, and 20). PLTP was first described for its role
in phospholipid transfer between lipoprotein classes (18). In previous works, we demonstrated
that PLTP plays also an important role in reverse lipopolysaccharide transport pathway (RLT
pathway) by promoting the association of LPS molecules to circulating HDL in vivo (21).
Indeed, PLTP is able to transfer and exchange LPS between circulating lipoproteins (22)
thereby influencing LPS detoxification by the liver. Despite its potential beneficial impact on
LPS clearance, the role of PLTP in the onset of obesity and inflammation remains
controversial. Indeed, in Pltp deficient mice, decreased binding of LPS to HDL, and thus
detoxification from the body was associated with an increase in insulin secretion and a better
oral glucose tolerance response (23). Moreover, some studies have demonstrated an

increased PLTP activity associated with obesity and metabolic syndrome in humans whereas
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others have suggested that PLTP deficiency could lead to an improvement in tissue and whole-
body insulin sensitivity in mice (24, 25). In addition, a recent study has shown a beneficial
effect of PLTP production by brown adipose tissue (BAT) on glucidic and lipid homeostasis

(26).

Most of the protective roles of lipoproteins and PLTP on inflammation were observed in models
of acute increase in endotoxemia induced by intravenous or intraperitoneal injections of LPS.
However, the impact of PLTP on inflammation induced by gut-derived LPS in a context of HF
diet and obesity is still unclear. The aim of the present study was to investigate this relationship
in mice expressing or not PLTP and submitted to low-fat (LF) or HF diets. We show here that
PLTP deficiency worsens HF-diet induced obesity and insulin resistance in mice through
mechanisms involving alterations of plasma triglyceride (TG) clearance, inflammatory

response and lipoprotein-mediated transport of gut-derived LPS.

5. Methods

Experimental animals, diets and samplings

All animal procedures were conducted in accordance with institutional guidelines and
approved by the University of Burgundy’s Ethics Committee on the Use of Laboratory Animals
(protocol number 5459). Wild-type (WT) C57BL/6J mice and mice knocked-out for PLTP (Pltp-
KO) on C57BL/6J background were used. Mice were matched by age (2-5 months old mice)
and were housed in a controlled environment (light from 7am to 7pm, constant humidity and
temperature) and were given a standard chow (LF) diet (D1250B, Research Diets Inc) or 60%
high-fat diet (D12492, Research Diets Inc). Every sampling procedure (except caudal
sampling) was performed under inhaled anesthesia (isoflurane) titrated to maintain
spontaneous breathing. Blood was collected simultaneously in the portal vein and by
intracardiac puncture in EDTA-coated tubes. Plasmas were separated by centrifugation at

8,000 x g for 10 min at 4°C and were stored at -20°C until use.
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Measurements of weight gain and food intake, lean and fat masses, energy
expenditure (EE) and fecal lipids content

Body mass and food intake were measured every week in mice fed with HF and LF
diets. EchoMRI® was used to determine body composition through nuclear magnetic
resonance (NMR) spectroscopy (fat mass and lean masses). EE measurement was performed
by indirect calorimetry and adjusted according to Even and Nadkarmi (27). Total lipids in feces
were extracted by Folch’s method (28). Details are provided in the Supplemental Experimental

Procedures.

Oral glucose tolerance test (OGTT) and insulin tolerance test (ITT)

Mice were fasted 6 hours before starting experiments. Glucose solution (150 or 200
g/L in drinking water; G8270, Sigma) or insulin solution (0.03 or 0.05 u/mL in NaCl; Humalog
100IU/mL, Lispro, Lilly) were administered at a rate of 1.5 or 2 g/kg (OGTT) and 0.3 or 0.5 u/kg

(ITT), respectively. Details are provided in the Supplemental Experimental Procedures.

Conjugation of DOTA-Bodipy-NCS to LPS

DOTA-Bodipy-NCS was prepared using the method previously described (Bernhard et
al., 2010) (29). Briefly, LPS from Escherichia coli O55:B5 (Sigma-Aldrich) were incubated in
the presence of one equivalent of DOTA-Bodipy-NCS solubilized in DMSO for 1 h at 37°C in
a hot water bath. Labeled LPS were purified on a Superdex 75 column (GE Healthcare),

concentrated with Nanosep MWCO 3 kDa (Pall).

LPS quantification

Concentrations of fluorescently labelled LPS in plasma and intestinal fractions were
determined by the measurement of the fluorescence using a Perkin EImer Wallac 1420 Victor?
microplate reader (absorption: 485 nm / emission: 535 nm). Total LPS concentrations were

also measured by liquid chromatography coupled with mass spectrometry (LCMS?) (30, 31).
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Drugs administration in mice

For LPS translocation studies, mice were gavaged with Dotaga-Bodipy-LPS
concentrated at 0.5 mg/kg. For TG production kinetics, mice were treated with 0.5 g/kg
Poloxamer 407 (Lutrol®, LPL inhibitor) via intraperitoneal injection to inhibit triglyceride

hydrolysis. Mice were gavaged with corn oil at 10 mg/kg (Sigma-Aldrich).

Real-Time Quantitative PCR

Details are provided in the Supplemental Experimental Procedures.

Separation of plasma lipoproteins

Triglyceride-rich lipoproteins (TRL;i.e. CM and very low-density lipoprotein (VLDL),
d<1.006), LDL (1.006 <d < 1.063) , HDL (1.063 < d < 1.21)) and the free fraction (FF) were
separated using a 3-step sequential ultracentrifugation procedure in a TLA 100.1 rotor in a
Optima™ MAX-XP Ultracentrifuge (Beckman, Palo Alto, CA). Lipoproteins were also
separated by fast protein liquid chromatography (FPLC) performed on pooled plasma injected

in an agarose Superose 6 column and eluted in Tris/Saline/EDTA buffer.

Plasma biochemical analyses

Cytokines, insulin, apolipoprotein CIl (apoCll), and apolipoprotein CIllI (apoCllil)
concentrations were determined by commercially available ELISA Kits (M-CYTOMAG-70K,
Millipore; 80-INSMR-CH10, Alpco; MBS923729-96, Mybiosource; MBS944394-96,
Mybiosource).

Protein concentration was determined to perform normalization on samples such as
gut segments. It was measured by a commercial colorimetric assay kit (Thermo Scientific™
Pierce™ BCA assay Kkit).

Post-heparin plasma (50 U/kg) LPL activity was measured by a commercial

fluorometric kit (STA-610, Cell Biolabs, inc).
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Triglyceridemia and cholesterolemia were measured by commercial photometric assay
kits (Triglycerides FS, DiaSys Diagnostic Systems GmbH and Cholesterol FS, DiaSys
Diagnostic Systems GmbH, respectively). Phospholipid and sphingolipid profiles were

determined using the method described in Anjani et al. (32).

Tissue analysis

Details are provided in the Supplemental Experimental Procedures.

Statistics

Data were collected using Microsoft Excel for Office 365. Data are presented as mean
+ SEM. Statistical analyses were performed using Prism 6.0 (GraphPad). To decide whether
to use parametric or non-parametric statistics, the normality of distributions was assessed with
the Shapiro-Wilk test (under n=7, distributions were considered to be non-normal). Statistical
significance of differences between two groups was evaluated with the Mann-Whitney U test
or the Student’s t test (a statistical correction was applied when variances were different
between groups). For more than two groups (e.g. kinetics), two-way ANOVA followed by
Tukey’s multiple comparisons was performed, if applicable. A value of p<0.05 was considered

statistically significant (NS, not significant; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 and ****p<0.0001).
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6. Results
Increased fat mass in Pltp-KO mice under HF diet

Weight gain, food intake, EE and fat mass were assessed in mice expressing active
PLTP (WT) or not (Pltp-KO) which were fed for 4 months with LF or HF diet (Figure 1 and
Supplemental, Table 1). No significant difference in body weight was observed between WT
and Pltp-KO mice fed with LF. Under HF conditions, both WT and Pltp-KO mice displayed a
higher weight gain than their LF counterparts. Weight gain in Pltp-KO mice was significantly
higher than in WT mice as early as two weeks after the onset of the diet, leading to 21.7%
increase in weight gain in Pltp-KO mice (+60.13+3.14 vs +49.44+3.90% in WT mice; p<0.05)
after 4 months (Figure 1A, left). AUC confirmed a higher weight gain in Pltp-KO mice fed with
HF diet (112.545.9 vs 119.3+£7.5 arbitrary unit (au) in WT and Pltp-KO mice, respectively;
p<0.05) (Figure 1A, right). A higher proportion of fat mass (40.7+1.7 vs 32.7+3.2% of BW in
WT mice; p<0.05) and a lower lean mass (50.8+1.68 vs 58.9+2.86% of BW in WT mice;
p<0.05) were observed in Pltp-KO mice compared with WT mice (Figure 1B). Additional
analyses on tissue biopsies showed increased hepatic neutral lipid content and increased
adipocyte size in visceral fat tissue of Pltp-KO mice (Supplemental, Figure S1). Moreover,
analysis of food intake over the duration of the diet showed no significant difference between
Pltp-KO mice and WT mice (Figure 1C). Similar fecal lipids content and EE were observed in
both genotypes (Supplemental, Table S1). As a consequence, a better feed efficiency in Pltp-
KO mice (0.05£0.02 g of body weight/kcal) compared to WT mice (0.04+0.02 g of body

weight/kcal) under HF diet (p<0.05) was observed (Figure 1D).
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Figure 1. Pltp-KO mice have a higher fat mass under HF diet

Evaluation of body mass and energy balance during the 4 months of LF or HF in WT and Pltp-KO mice.
A. Initial body weights in WT and Pltp-KO mice (left) and AUC of final body weight (right) (n=12-15). B.
Weight gain and AUC in WT and Pltp-KO mice under LF and HF (n=10-12). C. Body composition in
mice fed with a HF (n= 10-12). D. Food intake in WT and Pltp-KO mice under LF and HF diets (n=10-
12). E. Feed efficiency in WT and Pltp-KO mice under LF and HF diet (n= 10-12). Statistical analyses

were performed using the Student’s t test, *p<0.05. All results are expressed as mean + SEM.
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Altered carbohydrate homeostasis in Pltp-KO mice under HF diet

Carbohydrate metabolism was investigated in WT and Pltp-KO mice (Figure 2). Under
LF diet, oral glucose tolerance test (OGTT) led to identical response in both genotypes. HF
diet led to higher glucose levels compared to LF diet in both genotypes. Glucose intolerance
was more pronounced in Pltp-KO than in WT mice (729.8+45.13 vs 635+26.15 a.u.,
respectively; p=0.03) (Figure 2A). In similar manner, insulin tolerance test (ITT) displayed no
difference under LF, an altered insulin sensitivity for both genotypes under HF and a slightly
more pronounced effect in Pltp-KO mice (248.2+21.46 vs 197.8414.65 a.u. in WT mice;

p=0.06) (Figure 2B).

Plasma insulin levels under basal conditions and after glucose gavage were measured.
When comparing LF fed mice, no differences were observed under basal and glucose-
stimulated conditions. Under HF diet, Pltp-KO mice displayed a slightly higher insulinemia
under basal condition which turned significant after glucose gavage (9.84+1.98 vs 4.03+1.07
ng/mL in WT mice; p=0.03) (Figure 2C). Thus, PLTP deficiency exacerbates HF diet-mediated

glucose intolerance.
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Figure 2. PLTP deficiency is associated with altered carbohydrate homeostasis

Evaluation of carbohydrate metabolism in WT and Pltp-KO mice after 4 months of LF or HF
diet. A. Oral glucose tolerance test (OGTT, 1.5g/kg) and blood glucose monitoring (g/L;
120min) and areas under the curves of OGTT (a.u.: arbitrary units). B. Insulin tolerance test
(ITT, 0.5u/kg) and blood glucose monitoring (g/L; 150min) and areas under the curves of ITT
(a.u.: arbitrary units). C. Insulin levels (ng/mL): basal (T0) and 15 minutes after glucose gavage
at 1.5g/kg. Statistical analyses were performed using the Student’s t test, *p<0.05, **p<0.001

and ***p<0.0001 (n=12-16). All results are expressed as mean + SEM.
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Altered plasma lipid levels in Pltp-KO mice under HF diet

Triglyceride (TG) levels were significantly higher in Pltp-KO compared to WT mice
(0.88+0.04 vs 0.71+0.05 g/L, respectively; p<0.05) (Figure 3A) whereas plasma cholesterol
was lower (1.16+0.11 vs 1.55+0.11 g/L, respectively; p<0.05) (Figure 3B). Decrease in plasma
cholesterol was a consequence of lower amount in LDL and HDL fractions (Figure 3C).
Plasma phospholipid profiling revealed a significant reduction in total Phospholipid (PL) in Pltp-
KO mice (1.98 £ 0.14 vs 2.52+0.13 g/L in WT mice; p<0.05) (Figure 3D) especially with a
marked decrease in phosphatidylglycerol (PG) (-59.8%; p<0.05) (Figure 3E). Within
sphingolipids species, ceramide levels were almost doubled in Pltp-KO mice (5.73+1.20 vs
2.79£0.32 nmol/mL in WT mice; p<0.05) (Figure 3F). These data confirm the prominent role

of PLTP in plasma lipid homeostasis, which extends beyond phospholipids to ceramides.
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Figure 3. PLTP deficiency is associated with altered lipid levels under HF diet

Quantification of total plasma triglycerides (A) and cholesterol (B) in WT and Pltp-KO mice fed with HF
for 4 months. Characterization of cholesterol in lipoproteins in plasma (from pooled samples) in WT and
Pltp-KO mice by Fast protein liquid chromatography (C) Quantification of total plasma phospholipid
levels (D) and ratios of the concentrations observed in Pltp-KO mice to the average of calculated
concentrations in WT mice under HF for 4 months (E); phospholipids: phosphatidylcholine (PC),
lysophosphatidylcholine  (LPC), phosphatidylinositol  (Pl), phosphatidylethanolamine  (PE),
lysophosphatidylethanolamine (LPE), phosphatidylserine (PS), phosphatidylglycerol (PG) and
phosphatidic acid (PA). Quantification of total plasma sphingolipids in WT and Pltp-KO mice under HF
for 4 months (F); sphingomyelin (SM) and ceramides (Cer). Statistical analyses were performed using

the matched Student’s t test *p<0.05 (n=10-12). All results are expressed as mean + SEM.
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Oral lipid loading test led to a higher and extended TG peak in Pltp-KO mice compared
with WT mice, with a higher TG AUC (6.23+ 0.48 vs 4.55+£0.38 a.u., respectively; p<0.05)
(Figure 4A). Importantly, when TG clearance was blocked with a LPL inhibitor (LPLi), no

differences in triglyceridemia was observed between the two genotypes (Figure 4B), indicating
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a key role of PLTP in TG removal from plasma.
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Figure 4. Pltp-KO mice have an altered triglyceride clearance under HF diet

Quantification of plasma triglycerides (g/L) in WT and Pltp-KO mice fed with HF diet for 4 months, treated
or not with an LPL inhibitor (LPLi; poloxamer i.p. injection 407 at 1 mg/kg). A. Kinetic of triglyceridemia
(g/L) and AUC of triglyceridemia without LPLi in mice fed with HF for 4 months (n=11-12). B. Kinetic of
triglyceridemia and AUC of triglyceridemia (g/L) with LPLi in mice fed with HF or 4 months (n=11-12).
Statistical analyses were performed using the paired Student’s t test, *p<0.05, **p<0.01 and. All results

are expressed as mean + SEM.
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Increased inflammation and circulating LPS and altered plasma transport of LPS in Pltp-
KO mice

Inflammatory profiles were investigated in WT and Pltp-KO mice under HF diet. Plasma
IL-10 and TNF-a were significantly increased in Pltp-KO mice when compared with WT mice
(54.9+2.8 vs 37.9+3.3 pg/mL for IL-10, 23.7+£2.34 vs 18.1+1.05 pg/mL for TNF-a; p<0.001 and
p<0.05, respectively) (Figure 5A). Measurements of plasma levels of 3-hydroxymyristate (3-
HM), i.e. a specific marker of LPS, showed an increased LPS concentration in Pltp-KO mice
(Figure 5B). This was confirmed by calculation of AUC (6429+429 vs 7996+503 a.u. in WT

and Pltp-KO mice, respectively; p=0.023) (Figure 5C).
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Figure 5. Pltp-KO mice have a higher inflammatory response under HF diet

Evaluation of the inflammatory status of WT and PLTP-KO mice fed with HF diet for 4 months A. Levels
of cytokines (pg/mL) in mice (n=12). B. Quantification of circulating LPS via the measurement of 3-HM
(ng/mL) by HPLC/MS/MS in mice fed with HF diet every month (n=19-22). C. AUC of circulating LPS in
mice fed with HF diet every month (n=19-22). Statistical analyses were performed using the matched

Student test, NS: not significant, *p<0.05 and ***p<0.001. All results are expressed as mean + SEM.
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Inflammatory profiles were also investigated in WT and Pltp-KO mice after an oral
gavage of LPS under LF diet. IL-6 was significantly increased in Pltp-KO mice (392.05+80.30
pg/mL) compared to WT mice (10.01+3.23 pg/mL; p<0.05) (Figure 6A). Higher plasma LPS
levels were observed in Pltp-KO versus WT mice (1.06+0.05 vs 0.80+0.04 pg/mL, respectively;
p=0.0017) (Figure 6B). One hour after LPS gavage, free LPS (i.e. found in the lipoprotein-free
fraction, FF) was significantly higher in Pltp-KO mice compared to WT mice (0.85+0.02 vs 0.25
+ 0.02 pg/mL, respectively; p<0.05) (Figure 6C). In addition, LPS concentration in the
duodenum mucosa was 47.7% higher in Pltp-KO mice than in WT mice (13.37+0.63 vs
9.05+0.48 pg/mL, respectively; p<0.001) (Figure 6D). Microscopic observations confirmed the
results obtained after fluorometric assays, with a higher fluorescent signal in the proximal
sections of small intestine in Pltp-KO mice (Figure 6E). Next, LPS plasma distribution was
determined in portal and systemic blood at an early time-point after LPS gavage (15 minutes).
In WT mice (Figure 6F, left), the level of TRL-bound LPS was significantly decreased in
systemic blood compared to portal blood (0.24+0.08 vs 0.51+0.09 pg/mL in systemic and portal
blood respectively; p<0.0001). The same phenomenon could be observed when considering
HDL-bound LPS (0.30+0.11 vs 0.56+0.11 pg/mL, in systemic and portal blood respectively;
p=0.0005). In Pltp-KO mice (Figure 6F, right), a similar decrease in HDL-bound LPS was
observed from portal to systemic blood (0.67+0.23 vs 0.34+0.19 ug/mL in portal and systemic
blood respectively; p=0.0008). However, regarding TRL-bound LPS, no decrease was
observed in Pltp-KO mice while a significant drop occurred when considering free LPS
(1.07+0.42 vs 0.71+0.35 pg/mL in portal and systemic blood respectively; p=0.0082). Overall,
these results indicate that PLTP deficiency exacerbates the inflammatory status through an

altered plasma transport of LPS.
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Figure 6. Pltp-KO mice have a higher inflammatory response after LPS gavage

Quantification of cytokines levels, LPS plasma concentration, LPS association with lipoproteins and
concentration of LPS in plasma and proximal gut segments one hour after oral LPS administration (0.5
mg/kg) and in WT and Pltp-KO mice. A. Levels of cytokines (pg/mL) one hour after LPS gavage (n=7).
B. Plasma LPS quantification (ug/mL) after LPS gavage in mice (n=6). C. Mucosa LPS quantification
(ug/mL) after LPS gavage in mice (n=6). D. Distribution of LPS (pg/mL) in lipoproteins fractions in
plasma after LPS gavage (n=6). E. Immunofluorescence microscopy of WT (left) and Pltp-KO (right)
mice small intestine (duodenum) cross section (immersion objective x63). F. Distribution of LPS (ug/mL)
in portal blood and systemic blood in WT mice (left) Pltp-KO mice (right) 15 mn after LPS gavage (n=9).
Statistical analyses were performed using the matched Student’s t Test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
or a two-way ANOVA analysis **p<0.01, ***p<0.001 and **** p<0.0001. All results are expressed as

mean = SEM.

Decreased LPL activity in Pltp-KO mice

Plasma LPL activity was quantified after oral lipid or LPS loading (Figure 7). A 13%
decrease in Pltp-KO mice compared to WT mice was observed after lipid gavage (p=0.044)
(Figures 7A) and a 18% decrease in Pltp-KO mice compared to WT mice was observed after
LPS oral load (p=0.020) (Figure 7B). Gene expression of Lpl and plasma level of apoCll and
apoClll (LPL modulators) were determined in different conditions (Figure 7C). A decreased
expression of Lpl mRNA was observed in liver (0.60+0.11 vs 1.14+0.23; p<0.05), ileum
(0.50+0.10 vs 1.2040.27; p<0.05) and muscle (0.53+0.15 vs 1.26+0.47; p=0.07) from Pltp-KO
vs WT mice (Figure 7C). The apoCll/apoClll ratio was significantly decreased after oral lipid
loading in Pltp-KO mice (0.61+0.08 vs 1.04+0.12 in WT mice; p=0.0122) and similar trend was
observed after oral LPS challenge (0.60+0.12 vs 0.97+£0.14 in WT mice; p=0.0619) (Figure 7D

and 7E).
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Figure 7. PLTP deficiency is associated with a lower LPL activity in mice

Kinetics of LPL activity and determination of apoCll/apoClll ratio after oral lipid loading (10 mi/kg) or
LPS gavage (0.5 mg/kg) in mice. A. Kinetic and AUC of LPL activity (U/mL) after corn oil gavage in mice
(n=8). B. Kinetic and AUC of LPL activity (U/mL) after LPS gavage (n=8). C. Relative expression of Lpl
MRNA / 36b4 mRNA in (n=13). D. ApoCll/apoClll ratio in mice after oral lipid loading (n=10-11). E.
ApoCll/apoClll in mice after LPS oral administration (n=10-11). Statistical analyses were performed
using the matched Student’s t test, NS: not significant, *p<0.05. All results are expressed as mean +

SEM.

Finally, while gut-derived LPS accumulated to a larger extent in Pltp-KO mice after oral
gavage (+22.5% and +32.9% at 30 and 60 mn, respectively; Figure 8A), administration of LPLI
abrogated the increased endotoxin levels in Pltp-KO mice (Figure 8B) indicating that the
altered-LPS clearance associated with PLTP-deficiency is mediated by a decrease in LPL

activity.
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Figure 8. LPLi abrogates the modulatory effect of PLTP on plasma LPS in treated mice
Kinetic of plasma LPS levels (ug/mL) in mice 30 and 60 mn after LPS oral administration. A. Plasma
LPS levels after LPS gavage (n=8). B. Plasma LPS levels after LPLi (P407) i.p. injection and LPS
gavage (n=8). Statistical analyses were performed using the matched Student’s t test. All results are

expressed as mean + SEM.
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7. Discussion

Here, we report that PLTP deficiency is related to a higher adiposity and administration
of a HF diet has more severe metabolic consequences: PLTP-KO mice gain more weight,
become more glucose intolerant and insulin resistant compared to their WT littermates. This
was associated with marked alterations of plasma lipid levels and decreased postprandial
triglyceride clearance. Similarly, to our results, a recent study (33) demonstrated that, in a
context of SRB1 deficiency, PLTP-knockout mice also develop a metabolic syndrome
characterized by altered TG and glucose metabolism. However, while the authors attributed
the increased TG levels to alteration in TRL remnant uptake in the postprandial phase (33),
we demonstrate here in a direct manner that Pltp-KO mice display a defect in TG hydrolysis
due to decreased LPL activity caused by altered plasma levels of its cofactors and a decreased
gene expression in several tissues. In addition, we could show that Pltp-KO mice display a
more pronounced inflammatory status under HF conditions together with increased exposure
to gut-derived LPS. Importantly, we show that decreased LPL activity is a leading cause of

impaired LPS detoxification in our model of Pltp-KO mice.

In the present study, increased weight gain in HF-fed Pltp-KO mice is not due to higher
food intake. Feed efficiency calculation indeed demonstrates that Pltp-KO mice are more
efficient to transform ingested kilocalories into grams of body weight. Since fecal lipid contents
appear to be identical between the two genotypes, this better efficiency is not due to a better
energy absorption capacity. Although a lower EE in the absence of PLTP could have been
expected, no differences were observed for this parameter. The fact that EE measurements
were performed in specific cages in which mice were individualized can explain this result. In
addition, data acquisition was done over a 24-hour period which does not fully reflect the long-
term effect of a four-month diet. Moreover, possible differences in gut microbiota-produced
energy (34, 35), which could be modified in the absence of PLTP, have been overlooked in
our EE measurements. Lastly, compared to WT, Pltp-KO mice display a higher adipose (low

metabolic activity) to lean (high metabolic activity) mass ratio. Although this suggests that EE
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measurements need to be adjusted to this morphological disparity, there are still controversies
about the most relevant calculation method (36). Pltp-KO mice have a higher amount of total
fat tissues, adipocytes hypertrophy in visceral fat and higher hepatic lipid accumulation under
HF conditions. Expansion of adipose tissue and liver steatosis are related to lipotoxicity which
in turn is detrimental for insulin sensitivity (37, 38, 36) resulting in worsened glucose
metabolism. Thus given that Pltp-KO mice become fatter on HF diet, it is not surprising that

they exhibit more pronounced alterations in glucose control.

The lipid profile of HF-fed Pltp-KO compared to WT mice is in line with their insulin-
resistant status. Previous studies in Pltp-KO mice described a reduced production of TRL (40).
Since it is known that HF diet increases TG levels in response to a decreased insulin sensitivity
in mice (4,41), our observations suggests that increased plasma TG levels in our Pltp-KO
model might be well the consequence of altered insulin sensitivity after a HF diet. In addition,
the absence of PLTP is also associated to an increase in ceramide levels, which are known to
be closely related to the pathogenesis of insulin resistance (42). Moreover, Pltp-KO mice
display decreased HDL cholesterol levels which is also a factor associated with a loss of insulin
sensitivity (43). Interpretation of changes in phospholipid profiles in Pltp-KO mice is more
difficult. Although all phospholipid classes tend to decrease, we noticed a marked effect of
PLTP deficiency on phosphatidylglycerols (PG) which are among the lowest abundant
phospholipids in the plasma. Positive association of PG levels with fat mass was reported in
obese patients (44), which is not seen here in fatter Pltp-KO mice. Decreased PG levels in
Pltp-KO mice is also surprising with regard to their fatty liver phenotype, as PG elevation was
observed in obese patients with non-alcoholic steatohepatitis (NASH) (32). Thus, we suggest
that PLTP might have a specific preference for plasma PG remodeling independent on obesity-
related metabolic status. Interestingly recent findings suggest that PG could have an anti-
inflammatory effect by inhibiting toll-like receptor-4 involved in the development of low-grade
metabolic diseases (45). The reduced PG levels in Pltp-KO mice might thus contribute to their

increased inflammatory status. Ceramides are also known to be closely linked to inflammation.
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Therefore, the high ceramides plasma levels observed in Pltp-KO mice is likely a determinant

of their higher inflammatory state (46).

Beyond global pro-inflammatory lipid profiles, we document a PLTP-dependent effect
of pro-inflammatory LPS. HF-fed Pltp-KO mice have an overall increased exposure to LPS
over the duration of the diet, although the difference in endotoxemia was not significant when
measured in post-absorptive state at a single time point at the end of the study. This
observation highlights the importance of a regular monitoring of plasma LPS levels to clearly
assess the extent of metabolic, low-grade endotoxemia (47). Although Pltp-KO mice were
reported to display a lower inflammatory status on basal conditions (48), PLTP deficiency is
known to be associated to an increased inflammation in response to LPS challenge (20).
Beside previously performed IP or IV injection of LPS, we show here that either oral gavage
or HF diet increase LPS in Pltp-KO mice. Increased LPS levels could result from higher
translocation from the gut which is known to be modulated by HF diet (3, 4) or altered
detoxification of circulating LPS (20). To get more insights, we developed a strategy based on
the oral administration of fluorescent LPS allowing accurate monitoring in the different body
compartments (30). Our observation of higher LPS concentrations and fluorescent signal in
proximal gut segments of Pltp-KO mice suggests accelerated translocation of endotoxins.
Whether a transcellular or a paracellular way for LPS crossing of the intestinal barrier (49) is
affected remains to be determined. Analysis of plasma LPS distribution revealed a lack of
association with TRL despite increased TG levels in Pltp-KO mice. This might suggest that the
modalities of LPS translocation (either through packaging together with the CM in the
transcellular pathway) is altered in Pltp-KO mice. Further studies need to be performed to

precisely determinate mechanisms involved in LPS translocation in HF-fed mice.

In our model, circulating LPS was bound to HDL and TRL in WT mice whereas they
were mainly found in free fraction (FF) in Pltp-KO mice. This is in agreement with the well-
known ability of PLTP to transfer LPS onto lipoproteins, especially to HDL (50). However, we

highlight here that this phenomenon occurs very rapidly upon LPS administration and most
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interestingly that this PLTP-facilitated mechanism also applies for gut-derived LPS binding to
TRL and HDL. Previous studies have already demonstrated the protective role of TRL
preventing from negative consequences of endotoxemia (51, 52). Since lipoprotein-bound LPS
are considered as an inactive form (53), defective association of gut-derived LPS to
lipoproteins is likely a proinflammatory contributor in Pltp-KO mice. Beside inactivating
circulating LPS, lipoproteins also play a key role in promoting hepatic-mediated clearance of
LPS (14). Our observations reporting significant portal to central decreases in TRL- and HDL-
bound LPS in WT mice are in line with the concept. Importantly, Pltp-KO mice displayed altered
hepatic clearance of TRL-bound LPS. This might relate to an impaired LPS binding to TRL

despite increased TG levels or to an impaired TRL clearance.

We demonstrate that LPL activity is decreased in Pltp-KO mice either after an oral lipid
load or after an oral LPS administration. Moreover, exacerbated response to oral lipid load in
Pltp-KO mice was blunted when a LPL inhibitor was administrated. These results suggest that
TRL catabolism is indeed impaired in HF diet in Pltp-KO mice. In order to get more insight into
the underlying causes of altered LPL activity in Pltp-KO mice, we studied the role of apoCll
and apoClll, LPL co-factors (54, 55) and we show that the apoCll/apoClIl balance is altered in
Pltp-KO mice. Furthermore, Lpl gene expression itself was lower in the liver and ileum of Pltp-
KO mice. Since HDL can be generated by LPL-mediated CM hydrolysis, it can be hypothesized
that a decreased LPL activity could indirectly affect the association of bacterial toxins with HDL
in Pltp-KO mice. Finally, the use of LPLi in our animals abrogated the difference in LPS
clearance between Pltp-KO mice and WT mice reinforcing the hypothesis that altered LPL

activity is a leading cause of decreased LPS detoxification in our model.

Overall, our study demonstrates that PLTP deficiency leads to less efficient
detoxification of LPS but also to an exacerbated inflammatory response in the context of
obesity and insulin resistance. These observations are in accordance with the concept of
metabolic endotoxemia playing a key role in the aggravation of metabolic abnormalities (8).

This work highlights the relationship between PLTP, TRL metabolism and low-grade
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inflammation as observed in metabolic diseases. Beyond the well-established implication of
LPL activity in obesity and type 2 diabetes (56), our results suggest that LPL also plays an
important role in the detoxification of bacterial toxins and the attenuation of inflammation. The
underlying causes of altered LPL modulation in Pltp-KO mice will need to be addressed in

future studies.
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13. Supplemental data

Measurements of weight gain and food intake, lean and fat masses, energy
expenditure (EE) and fecal lipids content

First, animals are weighed and then placed in a specific containment tube (EchoMRI
500T; EchoMRI, Houston, USA). Then, the tube is inserted into the device. The measurement
sequence is initiated and lasts three minutes. Measurements were performed on a computer-
controlled open-circuit CLAMS system (Oxymax Comprehensive Lab Animal Monitoring
System; Columbus Instruments). In order to limit the effects of stress due to the modification
of their environment, the mice were acclimatized to the test protocol (calorimetry cage,
ventilation...) for 48 hours prior to the experiment. The measurement of the EE was carried out
during 24 hours respecting the day/night cycle and with an air flow rate of 0.6 L/min. Gases
evacuated from the chambers were sampled for 45 seconds every 20 minutes after a 90
seconds purging period. The volumes of oxygen (VO3) consumed and carbon dioxide (VCOy)
produced were quantified by analyzing the sampled gases through the oxygen and carbon
dioxide detector. Before starting the experiment, a calibration of the detectors was performed
using a specific calibration mixture containing both oxygen, carbon dioxide and nitrogen (Air
Liguide). A reference measurement with ambient air was performed every 8 measurements.
The ratio of carbon dioxide production and oxygen consumption was calculated (RQ:
respiratory quotient or RER: respiratory exchange ratio). At the end of the experiment the body
composition data previously measured by EchoMRI® allowed the adjustment of the EE [heat
production: (3.815 + 1.232 x RQ) x VO] to the metabolically active mass of animals (Lean
mass + 0.2 Fat mass) according to the procedure described by Even and Nadkarmi. During
the experiment, moves of the animals inside the cage were measured as well as the
consumption of water and food in real time. Briefly, this is a simple a reliable method for
extraction of fecal lipids, more particularly phospholipids and neutral lipids such as tripalmitin,
lecithin, calcium stearate, cholesterol, cholesteryl palmitate, and a mixture of all of these. Fecal

samples are homogenized with a mixture of chloroform, methanol, acetic acid and water. The
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extract is washed with water to remove non-lipidic impurities extracted by the solvents. The
washing procedure also removes the methanol and acetic acid, leaving the lipids in the
chloroform layer. Recoveries of known lipids mentioned above added to fecal samples before

extraction averaged 99 percent.

Oral glucose tolerance test (OGTT) and insulin tolerance test (ITT)

Glucose was administered orally through a cannula of gavage and insulin was
injected via IP. Blood glucose was measured over time through the tail vein and with a blood
glucose monitor (OneTouchUltra, Lifescan). Measurements was taken before gavage and
15, 30, 60, 90, 120 and 210 minutes after gavage for OGTT. Measurements was taken

before injection and 30, 60, 90, 120 and 150 minutes after injection.

Real-Time Quantitative PCR

Duodenum, jejunum, ileum, colon, liver, muscle and peri-epididymal adipose tissue
were immediately snap frozen (immersion in liquid nitrogen) after harvest and stored at -80°C
until RNA extraction. Total RNA was isolated using TRIzol reagent. RNA extraction included a
DNAse treatment step. RNA was quantified using the NanoDrop 1000 spectrophotometer
(Thermo Scientific), and 500 ng of RNA from each sample was reverse transcribed using the
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Multiscribe® reverse transcriptase, 4368813,
Applied Biosystems) according to the manufacturer’s instructions. Quantitative PCRs were
performed using StepOnePlus (Real-Time PCR System, Applied Biosystems), TagMan®
(4324018, Applied Biosystems) or SYBRGreen® (4367659, Applied Biosystems)
technologies. The mRNA level was normalized to levels of Gapdh or Rplp0 mRNA and the

results were expressed as relative expression levels using the 2-AACt method.

LPS guantification
This method relies on the quantification of 3HM. Samples (30 pL) were mixed with 4

pL of 3-OH-tridecanoic acid used as internal standard (1 pg/pL in ethanol) and 300 pL of
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hydrochloric acid 8M. After a 3 hours hydrolysis step at 90 °C, free fatty acids were extracted
with 600 pL of distilled water and 5 ml of hexane/ethyl acetate (3/2 v/v). After evaporation of
the organic phase, dried extract was solubilized in ethanol (50 pyL) and 3 pL were injected on
a SBC18 2,1x50 mm, 1,8 pm column and connected to an Infinity 1290 HPLC system (Agilent
Technologies). Separation of 30H-free fatty acids was achieved at 45 °C using ammonium
formate 5 mM / formic acid 0,1% as eluent A and acetonitrile 95% as eluent B. The elution
gradient was set-up at a flow rate of 0,4 ml/min as follows: 55% A for 0,5 min, up to 100 % B
in 2,5 min and maintained at 100 % B for 5 min.MS/MS detection was performed in negative
mode using a QqQ 6490 triple quadruple mass spectrometer equipped with a JetStream ESI
source (Gas Temperature 290°C, Gas Flow 19 I/min, Nebulizer 20 psi, Sheath Gas Heater 175
°C, Sheath Gas Flow 12 I/min, Capillary Voltage 2000 V, Charging 200 V). The mass
spectrometer was set up in the selected reaction monitoring mode for the quantification of
selected ions as follows: for 3-hydroxytetradecanoic acid (3HM), precursor ion 243.2 Da,
product ion 59 Da, for 3-hydroxytridecanoic acid (IS), precursor ion 229.2 Da, product ion 59

Da, Collision energy and Cell Acceleration was set at 12 V and 2 respectively.

Tissue analysis

Intestinal sections (duodenum, jejunum and ileum) from mice were put in
paraformaldehyde solution 4% (Cell Store Pot, 10% neutral buffer formalin, 60 ml). Intestinal
sections were then cut, fixed in acetone at =20 °C for 10 min, and mounted in Vectashield
fluorescent mounting medium with DAPI (Vector). Slides were observed with an Axio Imager
M2 epifluorescence microscope (Zeiss) with excitation at 485 nm and emission at 535 nm for

Bodipy.
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Supplemental table and figure

Table
WT Pltp-KO  n (per group) p values
Energy expenditure (EE) 14.93+0.60 16.62+0.87 12 0.12
Fecal lipids content 0.02+0.01 0.02+0.01 4 0.60

Table S1. Energy balance of Pltp-KO mice is not altered under HF diet
Assessment of energy balance in WT and Pltp-KO mice after 4 months of HF diet: energy expenditure
(EE) (kcal/day/animal) and fecal lipids content (mg/g). Statistical analyses were performed using the

Student’s t test. All results are expressed as mean £ SEM.
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Figure
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Figure S1. Tissue analyses (liver and adipose tissue) in WT and Pltp-KO mice under LF or HF. A
Microscopy of mice liver. B. Microscopy of mice adipose tissue. C. Oil red O (% of WT) analyses in
mice. D. Adipocyte surface in mice (um?2). E. Distribution of adipocyte according to their surfaces in mice
under LF. F. Distribution of adipocytes according to their surfaces in mice under HF. Statistical analyses
were performed using the Student Test, *p<0.05 an *p<0.001. All results are expressed as mean +

SEM.
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C. Principaux résultats et éléments de discussion

Nous avons démontré et confirmé dans ce premier travail de these que la déficience
en PLTP est liée a une adiposité plus élevée et que l'administration d'un régime gras
obésogéne (HF) est a l'origine de conséquences métaboliques séveéres : les souris Pltp-KO
prennent plus de poids, deviennent plus intolérantes au glucose et résistantes a l'insuline par
rapport aux souris WT. Ce phénomene a été associé a une altération des taux de lipides
plasmatiques et de la clairance postprandiale des TG. En outre, les souris Pltp-KO présentent
un état inflammatoire accru dans des conditions d'HF ainsi qu'une exposition accrue aux LPS

provenant de l'intestin.

Suite a l'administration d’un régime (HF) pendant une durée de 4 mois, plusieurs
modifications vont avoir lieu chez les souris déficientes en PLTP. Nous avons en effet constaté
une prise de masse corporelle plus importante. Fait plus surprenant, méme si la prise de
masse corporelle chez les souris Pltp-KO est plus importante, leur prise alimentaire reste
identique a celle des souris sauvages. De plus, le calcul de I'efficacité alimentaire montre que
les souris Pltp-KO sont plus efficaces pour stocker I'énergie. La masse grasse stockée et plus
présente chez ces souris favorise le développement du phénoméne d’insulino-résistance
(Samuel & Shulman, 2012). Ainsi, nous rapportons également une dérégulation de
’homéostasie glucidique (se traduisant par une forte augmentation de la glycémie) associée
a linsulinorésistance plus marquée chez les souris Pltp-KO. La résistance a l'insuline serait
initiée par une hypersécrétion de cette hormone (Corkey, 2012). Le régime gras que nous
avons administré stimule davantage la sécrétion d’'insuline quotidienne qu’un régime classique
de par sa charge calorique plus importante (Zhang et al., 2020). Cette altération du
métabolisme glucidiqgue est également accompagnée d’une altération du métabolisme
lipidique. En effet nous avons observé chez des souris Pltp-KO, des taux de TG plus
importants ainsi qu’une diminution du cholestérol associé aux HDL témoignant d’une plus
faible capacité de ces derniéres a assurer leur réle de transport. Nous avons également vu
gue la déficience en PLTP est également associée a une augmentation des céramides dans
le plasma des souris sous régime gras. Les céramides, connus pour étre associées au
développement de l'insulino-résistance (Chavez & Summers, 2012), pourraient contribuer aux

altérations glucidiques que nous avons observées.

L’altération du profil lipidique des souris Pltp-KO pourrait en partie étre a l'origine du

statut inflammatoire plus développé chez ces souris. En effet, il a déja été démontré qu’en plus
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d’étre impliqués dans l'altération de 'homéostasie glucidique chez les souris déficientes en
PLTP, les céramides sont également connus pour étre pro-inflammatoires (De Mello et al.,
2009). De plus la diminution des phosphatidylglycérol (PG) chez les Pltp-KO pourrait
également étre un facteur augmentant I'inflammation. En effet, les PG possédent une activité
anti-inflammatoire en inhibant le récepteur TLR-4 impliqué dans la cascade de signalisation
des LPS (Choudhary et al., 2020).

A cbté de ces lipides endogénes, il était important de prendre en compte un possible
effet direct des LPS sur la réponse inflammatoire plus importante des souris Pltp-KO. En
accord avec des études précédentes (Gautier et al., 2008) nous retrouvons en effet des taux
de LPS circulants plus importants chez ces souris a la fois avec la méthode de détection de la
fluorescence (associée aux LPS) mais également avec la méthode de dosage du 3-
hydroxymyristate (3-HM) aprés administration d’'un régime HF ou d’une faible quantité de LPS
exogénes par voie orale. Nous avons aussi mis en évidence une absorption plus importante
des LPS au niveau intestinal chez les souris déficientes en PLTP. En effet, les mesures de
fluorescence obtenues suite a une administration exogene de LPS préalablement marqués
démontrent une plus forte concentration de ces derniers a des temps précoces au niveau des
sections proximales de l'intestin gréle (duodénum et jéjunum) chez ces souris. Cela a été
confirmé par des coupes histologiques d’intestin : la fluorescence émise par les LPS dans les
sections proximales de l'intestin gréle est plus importante chez les souris qui n’expriment pas
la PLTP.

De facon intéressante, linstallation plus prononcée de [linflammation décrite
précédemment pourrait également expliquer la prise de poids plus importante chez les souris
déficientes en PLTP (Kim et al., 2012 ; Pereira & Alvarez-Leite, 2014). De plus, il a largement
été déja démontré que les régimes gras et 'administration de LPS étaient en mesure de
modifier la perméabilité intestinale en modifiant plusieurs parameétres clés dans cette
régulation : le microbiote et I'intégrité de la barriére physique (Cani et al., 2007 ; Kim et al.,
2012 ; Cao et al., 2018). Ce dysfonctionnement de la fonction barriére de l'intestin pourrait
expliquer pourquoi nous retrouvons davantage de LPS chez nos souris déficiences en PLTP.
La déficience en PLTP conduit ainsi a une forte accumulation des LPS dans la « fraction
libre », autrement dit des LPS non associés aux lipoprotéines, qui se traduit par un défaut de
clairance de ces derniers et ainsi a 'augmentation de I'endotoxémie, et notamment de la
guantité de LPS non-inactivés chez nos souris. La PLTP permet de prendre en charge
rapidement les LPS de facon a pouvoir les transférer préférentiellement aux lipoprotéines
telles que les HDL et les CM, favorisant ensuite leur captation au niveau hépatique et leur
élimination au niveau de la vésicule biliaire (Hailman et al., 1996 ; Gautier et al., 2008). Les

CM sont générés a partir des lipides alimentaires directement au niveau des entérocytes (Tso
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& Balint, 1986 ; Demignot et al., 2014). La précocité de neutralisation des LPS chez les souris
WT pourrait étre expliquée par I'association de ces derniers aux CM directement au niveau
des entérocytes en utilisant la voie transcellulaire. Nous pouvons alors nous questionner sur
le réle de la PLTP dans la perméabilité intestinale et 'assemblage des CM et émettre
I'hypotheése suivante : la déficience en PLTP cumulée a la fragilisation de la barriére intestinale
par I'administration de toxines bactériennes pourrait favoriser cette perméabilité facilitant le
passage des LPS de maniere paracellulaire. En effet, la PLTP est également connue pour
favoriser la lipidation de 'apoB des CM au sein des entérocytes (Sirwi et al., 2018). Ainsi, les
LPS administrés au souris Pltp-KO ne pourraient pas étre associés précocement aux CM
entérocytaires et passeraient directement de la lumiére intestinale a la circulation sanguine en
utilisant la voie paracellulaire. Ceci expliquerait pourquoi nous retrouverons davantage de LPS

libres chez les souris n’exprimant pas la PLTP.

De précédentes études ont démontré que 'administration d’un régime gras pouvait étre
a l'origine d’une réduction de I'intestin @ moduler la sécrétion des CM (Kalopissis et al., 1980 ;
Petit et al., 2007). L’hypertriglycéridémie forcée montre également une diminution de
I'absorption et de la sécrétion intestinale des CM chez les animaux nourris avec un régime HF,
ce qui est en accord avec la littérature (Petit et al., 2007). Dans notre étude,
I'hypertriglycéridémie liée au régime ou a un gavage est davantage prononcée chez les souris
déficientes en PLTP. Etant donné qu’elle n’est pas provoquée par une élévation de la sécrétion
intestinale des CM, nous en avons déduit qu’elle pouvait étre la conséquence d'un défaut de
catabolisme des TG. Afin de déterminer les possibles altérations de clairance des TG chez
nos souris Pltp-KO, nous sommes logiquement intéressés a [lactivit¢ LPL, enzyme
responsable du catabolisme des TRL en hydrolysant les TG. Nous avons mis en évidence que
sous régime standard, la déficience en PLTP est associée a une réduction de I'expression du
géne codant pour la Lpl dans différents tissus tels que l'intestin, le muscle et le foie. Lors de
ladministration d’'un régime gras, nous retrouvons également une forte réduction de
'expression de ce géene et notamment au niveau musculaire. Les résultats obtenus suite au
dosage de l'activité LPL ont confirmé une diminution de I'activité chez les souris déficientes en
PLTP : une réduction de l'activité est observée aprés administration de graisses (de 'huile de
mais) et de LPS. Ce défaut de clairance impliqué dans la moins bonne prise en charge des
LPS en absence de PLTP est associé a la réduction du rapport apoCll (activateur de la LPL ;
Wolska et al., 2017) sur apoCllI (inhibiteur de la LPL).

Ces observations pourraient aussi partiellement expliquer pourquoi moins de LPS sont
associés aux HDL chez nos souris Pltp-KO. Les HDL étant en partie générées au cours de
I'hydrolyse des CM grace a l'action de la LPL (Gotto, 1990 ; Wang & Eckel, 2009), nous

pouvons émettre I'’hypothése suivante : la diminution de l'activité LPL pourrait directement
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impacter I'association des toxines bactériennes avec les HDL générées en moindres quantités
et expliquerait pourquoi nous retrouvons une gquantité de LPS libres plus importante chez les
souris Pltp-KO. Nous pouvons donc supposer que la hausse des LPS plasmatiques durant les
mois de régime gras chez nos souris PLTP-KO semble participer, sur le long-terme, a
linitiation de désordres métaboliques. Comme nous l'avons vu, il en est de méme lorsque
nous administrons des quantités faibles de LPS aux souris PLTP-KO. Nous pouvons ainsi
émettre I'hypothése suivante : les souris ne possédant pas de PLTP n’auraient-elles pas une
« dérégulation basale » de leur homéostasie intestinale qui permettrait le passage accru de
LPS dans la circulation ? D’autant plus que nous avons également dosé le LPS présent dans
la muqueuse et que nous nous sommes rendu compte que le taux de LPS était bien plus élevé

dans les segments proximaux de lintestin gréle des animaux déficients en PLTP.

Nous pouvons cependant souligner quelques limites expérimentales concernant les
résultats obtenus. En effet, comme toute manipulation effectuée sur des animaux,
'environnement joue un réle crucial et influe énormément sur le métabolisme des souris. Une
partie des manipulations s’est faite en cages isolées, pouvant ainsi induire du stress chez les
animaux. Néanmoins, des périodes d’acclimatation ont été respectées afin de limiter au
maximum ce biais. Il est également important de noter que I'évaluation de la balance
énergétique ne prend pas en compte les effets produits par le microbiote. Comme détaillé
dans lintroduction, les bactéries présentes dans notre intestin peuvent capter ou produire de
'énergie. Pour terminer et comme nous l'avons vu, les souris Pltp-KO ont une masse
corporelle plus élevée et une adiposité plus élevée et il est bien connu que le tissu adipeux est
métaboliquement trés peu actif. Des techniques d’ajustement (Even & Nadkarni, 2012) a cette

disparité sont donc nécessaires et appliguées mais reste actuellement controversées.

Pour résumer, nous avons mis en évidence qu’'en absence de PLTP et aprés
administration d’une régime HF avec ou sans LPS, en plus d’'une endotoxémie plus élevée,
des altérations glucidiques et lipidiques étaient également présentes expliquant la prise de
poids, le développement de désordres métaboliques pouvant étre a I'origine de 'obésité et du
DT2. Cependant, d’autres études démontrent que la PLTP et son activité sont augmentées
chez les patients atteints d’'obésité et de DT2 (Dullaart et al., 1994, 2007 ; Murdoch et al., 2000
; Kaser et al., 2001). De plus, le lien de causalité entre 'endotoxémie métabolique et l'initiation
du développement de I'obésité ou du DT2 reste encore trés controversé (Cani et al., 2007 ;
Moreira et al., 2012). Ainsi, de futures recherches restent donc a étre effectuées afin d’étudier
notamment les mécanismes précis de translocation des LPS (voie paracellulaire / voie
transcellulaire) grace a I'utilisation de Chambres de Ussing, dispositif expérimental permettant

I'étude ex vivo du transfert de molécules d’intérét entre deux compartiments. Le maintien d’'un
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catabolisme optimal grace a I'activité LPL est nécessaire a un transport efficace des LPS par
les TRL (et notamment les CM) afin de les neutraliser et in fine, les détoxifier via la voie
hépatobiliaire (Figure 28). C’est pourquoi, a plus long terme, la LPL ainsi que ses cofacteurs

pourraient étre des marqueurs précoces afin de détecter le développement de maladies

métaboliques voire de potentielles cibles thérapeutiques.
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Figure 28. Vue d’ensemble des résultats obtenus pour I'article 1 : implication de la PLTP, des lipoprotéines et de la LPL dans
la neutralisation des LPS d’origine intestinale.

Abréviations : LDL : Low-density lipoproteins ; HDL : High-density lipoproteins ; PLTP : Phospholipid transfer protein ; LPS:
lipopolysaccharides ; LBP : LPS-binding protein ; LPL : Lipoprotein lipase ; CD14 : Cluster of differentiation 14 ; iFABP : Intestinal
fatty-acid binding protein.
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ARTICLE 2 (publié dans Frontiers in immunology)

A. Introduction et objectifs

Dans ce deuxiéme travail, pouvant étre considéré comme le prolongement des études
menées dans l'article précédemment décrit, nous avons a nouveau investigué quel allait étre
l'impact de I'absence de PLTP sur le devenir de LPS présents dans I'aire abdominale. Cette
fois-ci néanmoins, nous nous sommes placés dans un contexte inflammatoire aigu. Pour cela
nous avons mimé un modéle de péritonite chez I'animal en administrant par voie
intrapéritonéale (IP) de fortes doses de LPS (allant de 1 a 25 mg/kg) a des souris. Nous avons
été en mesure de suivre et d’étudier les interactions LPS-lipoprotéines dans plusieurs

compartiments biologiques : le liquide péritonéal, le sang portal et le sang périphérigue.

Nous avons émis I'hypothése que I'absence de PLTP allait impacter la prise en charge
des LPS et donc leur transfert aux lipoprotéines et in fine leur détoxification grace a la voie
hépatobiliaire. Les résultats obtenus précédemment au laboratoire suggéraient que la PLTP
était impliquée dans la lutte contre le développement de I'endotoxémie aigué. En effet, les
souris déficientes en PLTP développaient une réponse inflammatoire a long terme et une
mortalité plus importantes suite a une stimulation systémique par ces toxines bactériennes
(Gautier et al., 2008). En administrant de la PLTP recombinante, la mortalité de ces souris
était diminuée (Deckert et al., 2017). Contrairement aux travaux précédents qui étudiaient les
effets a long terme des LPS circulants, nous nous sommes intéressés au réle de la PLTP aux
temps les plus précoces dans la prise en charge et le transfert aux lipoprotéines des LPS
délivrés de maniere spécifique dans la cavité péritonéale. Nous avons également porté une
attention particuliére a l'existence possible et aux modalités du phénoméne de premier

passage hépatique de ces LPS venant juste de passer la barriere péritonéale.
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Introduction: During peritonitis, lipopolysaccharides (LPS) cross the peritoneum and
pass through the liver before reaching the central compartment. The aim of the present
study was to investigate the role of lipoproteins and phospholipid transfer protein (PLTP) in
the early stages of LPS detoxification.

Material and Methods: Peritonitis was induced by intra-peritoneal injection of LPS in
mice. We analyzed peritoneal fluid, portal and central blood. Lipoprotein fractions were
obtained by ultracentrifugation and fast protein liquid chromatography. LPS concentration
and activity were measured by liquid chromatography coupled with mass spectrometry
and limulus amoebocyte lysate. Wild-type mice were compared to mice knocked out
for PLTP.

Results: In mice expressing PLTP, LPS was able to bind to HDL in the peritoneal
compartment, and this was maintained in plasma from portal and central blood. A hepatic
first-pass effect of HDL-bound LPS was observed in wild-type mice. LPS binding to HDL
resulted in an early arrival of inactive LPS in the central blood of wild-type mice.

Conclusion: PLTP promotes LPS peritoneal clearance and neutralization in a model of
peritonitis. This mechanism involves the early binding of LPS to lipoproteins inside the
peritoneal cavity, which promotes LPS translocation through the peritoneum and its
uptake by the liver.
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INTRODUCTION

Intra-abdominal infection, which is known as peritonitis, is the
second most common infection site leading to septic shock (1).
Secondary peritonitis is caused by the perforation of a hollow
organ (2), resulting in the release of the digestive content into the
abdominal cavity. Lipopolysaccharides (LPS), also known as
endotoxins, are components of the outer membrane of gram-
negative bacteria. LPS, which are composed of a polysaccharide
chain and a lipid A moiety, are responsible for the interaction
with the innate immune system and the triggering of
inflammation (3). The noxious properties of LPS are due to its
interaction with the host’s immune system and its over-
activation (4). Once in the blood, LPS can bind to the LPS
binding protein (LBP). This complex binds to CD14 and toll-like
receptor 4 (TLR4). LPS subsequently forms a complex with
myeloid differentiation factor 2 (MD-2) which activates innate
immunity through intra-cellular pathways (5). In parallel with
the classical TLR4 pathway, intra-cellular receptors for LPS have
been described (caspase-11 in mice and caspase 4/5 in
humans) (6).

There are several mechanisms for LPS detoxification. First,
LPS might be cleared by immune cells after monomerization of
LPS aggregate by LBP. CD14 could also transfer LPS to
lipoproteins. However, both of those clearance process might
also enhance TLR4 related inflammation (7). One of the main
pathways for LPS clearance and inactivation is the “reverse
lipopolysaccharide transport” (RLT) (8). In this pathway, once
in blood, LPS is rapidly transferred to lipoproteins, mainly high
density lipoproteins (HDL) (9). This first step is facilitated by the
phospholipid transfer protein (PLTP) which has the ability to
transfer LPS to lipoproteins, especially HDL. Once bound to
HDL, and resulting from masking of the lipid A moiety, LPS no
longer activates TLR4. Instead, LPS is transported by
lipoproteins to the liver which is the main organ involved in
LPS detoxification. Indeed, both Kupfter cells and hepatocytes
might inactivate LPS by enzymatic degradation catalyzed by
acyloxyacyl hydrolase and alkaline phosphatase, respectively
(7). Receptors involved in this process include LDL receptor
and scavenger receptor class B type 1 (10-12). Thus, RLT
pathway modulates inflammation and might decrease the
consequences of the host response to infection by contributing
to LPS neutralization and elimination. Interspecies specificities
have been described between mice and human regarding
response to LPS and their analogues (13). In particular, the
LPS doses needed to trigger a cytokine storm are much higher in
mice than in humans (14) and gene expression pattern and time
course of pathways related to inflammatory response to
endotoxemia significantly differ between mice and humans
(15). The differences in lipoprotein profiles with LDL and HDL

Abbreviations: 3HM, 3-hydroxymyristate; FPLC, Fast protein liquid
chromatography; HDL, High density lipoprotein; LAL, Limulus amoebocyte
lysate; LBP, Lipopolysaccharide binding protein; LCMS2, Liquid
chromatography coupled with mass spectrometry; LPS, Lipopolysaccharide;
PBS, Phosphate buffered saline; PLTP, Phospholipid transfer protein; PLTP -/-,
Knock out for PLTP; RLT, Reverse lipopolysaccharide transport; TLR4, Toll-like
receptor 4; TSE, Tris/Saline/EDTA; WT, Wild type.

as main lipid carriers in humans and mice, respectively might
partly explain these differences since LDL and HDL differ in their
efficiency to bind LPS and in their metabolic fate (9).

PLTP is a lipid transfer protein that belongs to the lipid
transfer lipopolysaccharide binding protein (LT/LBP) family.
PLTP was first described for its role in phospholipid transfer
between lipoprotein classes, HDL remodeling, including
generation of pre-beta HDL (16) and its impact on onset and
progression of atherosclerosis (17). As member of the same LT/
LBP family, PLTP has structure similarities with LBP and both
are able to bind LPS. In previous works, we demonstrated that
PLTP played a pivotal role in the RLT pathway and overall
protection against endotoxemia and sepsis ex-vivo and in
animals models. Indeed, after studying a model of PLTP-
deficient mice, we previously reported that PLTP reduced host
susceptibility to endotoxemia (18). Furthermore, administration
of recombinant human PLTP improved survival in mice
following injections of LPS or bacterial infection (19).
Interestingly, it has also been shown that the time to maximal
blood concentration (Tmax) after intraperitoneal injection of
LPS seemed longer in PLTP-deficient mice, suggesting delayed
peritoneal clearance (18).

During intra-abdominal sepsis, LPS are located in the
peritoneal compartment. LPS cross the peritoneum to reach
the portal blood flow through the liver prior reaching the
central compartment. However, little is known about the
factors affecting the passage of LPS from the peritoneal cavity
to portal blood through the peritoneum or about the
accumulation of LPS in central blood after they pass through
the liver. Furthermore, although lipoproteins are known to play a
key role in LPS detoxification, data on the lipoprotein profile in
peritoneal fluid are scarce, and the ability of peritoneal
lipoproteins to bind LPS at the initial site of infection during
peritonitis is unknown. The aim of the present study was to
investigate the role of PLTP and lipoproteins in the
detoxification of LPS from the peritoneal cavity, considering
the 2 biological barriers (peritoneum and the liver) and the 3
compartments (peritoneal, portal and central). Our working
hypothesis was that, in abdominal endotoxemia, PLTP and
lipoprotein might enhance LPS clearance and neutralization by
promoting the binding of LPS to lipoproteins, therefore
preventing the triggering of inflammation. Our experiments
were conducted at early time points in order to identify
neutralizing mechanisms that occur in the very first steps in
the inflammation process and that could explain the higher
inflammation and mortality reported in absence of PLTP.

MATERIALS AND METHODS

Design

The protocol was prepared before the study. Abdominal
endotoxemia was modeled by intraperitoneal LPS injection in
mice. LPS from E. coli (O55:B5 strain) was injected to mature
mice (more than 6 weeks old). Mice were matched by age and sex
prior to experiments. Two genotypes were used: wild-type mice
(C57BL/6) (WT) and mice knocked-out for PLTP (Pltp‘/ 7). Every
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set of experiments included a control of each genotype which
received intra-peritoneal (IP) injection of LPS-free phosphate
buffered saline (PBS, vehicle). Every sampling procedure (except
caudal sampling) was performed under inhaled anesthesia
(isoflurane) titrated to maintain spontaneous breathing. The
study did not have human endpoints. The manuscript is
drafted in agreement with the ARRIVE 2.0 guidelines.

Animal Procedures

LPS injection: Purified LPS of Escherichia coli serotype 055-B5
(Sigma Aldrich) was suspended in endotoxin-free PBS and
vigorously mixed before use. The mice received a single
injection (1mg/kg or 25mg/kg of body weight) of LPS
intraperitoneally (20). For peritoneal lavage: 5ml of sodium
chloride 0.9% was injected inside the peritoneal cavity. The
abdomen was shaken, and the intra-abdominal fluid was
collected by a second puncture. Portal sampling was performed
after laparotomy on visual control under anesthesia. The time
between portal and cardiac (central) sampling was less than 1
minute. After procedures, mice were sacrificed by cervical
dislocation (21). Plasma was obtained by blood centrifugation
(10 min, 6000g at 4°C). Time points for sampling were selected
based on previous kinetics data (22).

Study Approval

All animal procedures were approved by the University of
Burgundy’s Ethics Committee on the Use of Laboratory
Animals (registered under the number 5459). All animal
procedures were performed in agreement with ethical principles.

Lipoprotein Profile Analyses

The different fractions of plasma and of peritoneal liquid were
separated according to their density by sequential
ultracentrifugation in a TLA100.1 rotor (Beckman, Palo Alto,
CA). Two or three ultracentrifugation steps were conducted at
the appropriate densities in order to separate the plasma into 3 or
4 fractions: either 1) the triglyceride rich fraction (d < 1.006), the
cholesterol-rich lipoprotein fraction (1.006 < d < 1.21) and the
lipoprotein-free fraction (d > 1.21) or 2) the triglyceride rich
fraction (d < 1.006), the LDL fraction (1.006 < d < 1.063), the
HDL fraction (1.063 < d < 1.21) and the lipoprotein-free fraction
(d > 1.21) were separated.

The different fractions of plasma and of peritoneal liquid were
also separated by fast protein liquid chromatography (FPLC).
Plasma and peritoneal liquid were pooled and 200 pl of the mix
were injected in an agarose superpose 6 column and eluted in
Tris/Saline/EDTA (TSE) buffer. 300p! fractions were collected.

Lipoprotein electrophoresis was performed on agarose gel
(Biotec-Fisher GmbH, Reiskirchen, Germany), and
manufacturer instructions were followed.

LPS Quantitation and Activity
Measurements

LPS was quantified by liquid chromatography coupled with mass
spectrometry (LCMS2) (23). This method relies on the
quantification of 3-hydroxymyristate (3HM) (a fatty acid from
lipid A specific of LPS). Samples (ca 30ul) were mixed with 4pL

Lipopolysaccharide Clearance and Inactivation in Peritonitis

of 3-OH-tridecanoic acid used as internal standard (1ug/pL in
ethanol) and 300uL of hydrochloric acid 8M. After 3 hours of
hydrolysis at 90°C, free fatty acids were extracted with 600l of
distilled water and 5ml of hexane/ethyl acetate (3/2 v/v). After
evaporation of the organic phase, dried extracts were solubilized
in ethanol (50uL) and 3pL were injected on a SBC18 2.1x50 mm,
1.8 um column and connected to an Infinity 1290 HPLC system
(Agilent Technologies). Separation of 30H-free fatty acids was
achieved at 45°C using ammonium formate 5mM/formic acid
0.1% as eluent A and acetonitrile 95% as eluent B. The elution
gradient was set up at a flow rate of 0.4 ml/min as follows: 55% A
for 0.5 min, up to 100% B in 2.5 min and maintained at 100% B
for 5 min. MS/MS detection was performed in negative mode
using a QqQ 6490 triple quadruple mass spectrometer equipped
with a JetStream ESI source (Gas Temperature 290°C, Gas Flow
19 I/min, Nebulizer 20 psi, Sheath Gas Heater 175°C, Sheath Gas
Flow 12 1/min, Capillary Voltage 2000 V, Charging 200 V). The
mass spectrometer was set up in the selected reaction monitoring
mode for the quantification of selected ions as follows: for 3-
hydroxytetradecanoic acid (3HM), precursor ion 243.2 Da,
product ion 59 Da; for 3-hydroxytridecanoic acid (IS),
precursor ion 229.2 Da, product ion 59 Da, Collision energy
and Cell Acceleration was set at 12 V and 2 V, respectively.

LPS activity was measured by limulus amoebocyte lysate
(LAL) using a commercially available colorimetric activity
assay (HycultBiotech Inc., Wayne, PA).

Lipid Measurements

Triglycerides, cholesterol and phospholipids were measured
enzymatically by colorimetry with commercially available kits
(DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holtzheim, Germany),
according to manufacturer’s instructions. Cholesterol
concentrations in FPLC fractions from peritoneal fluid (Figure 2B)
were measured by mass spectrometry, as previously described (24).

Definitions

Portal to central plasma gradient was calculated as follows: portal
concentration - central concentration. The hepatic first pass effect
was calculated as portal to central gradient divided by
portal concentration.

Cholesterol-rich lipoprotein fractions refer to HDL plus LDL
fractions. Because mice are known to have only small amounts of
LDL, those two density fractions were not separated in
every experiment.

Statistics

Data were collected using Microsoft Excel for Office 365.
Qualitative data are presented as frequencies and percentage.
Quantitative data are presented as median and interquartile
range. Only non-parametric tests were carried out due to the
small sample sizes. Paired data were processed using a Wilcoxon
signed-rank test. The threshold for statistical significance was set
to p<0.05. Statistical analysis was performed with R Studio
Version 1.2.5001° 2009-2019 RStudio, Inc. Graphical
representations were made using the “ggplot2” package. The
experimental unit was one animal. Sample sizes were chosen as a
compromise between power and the three Rs principle. All
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collected data were analyzed. Only 4 mice without LPS in the
peritoneal fluids and blood after intraperitoneal LPS injection
were excluded from the analysis (considered as injection error).

RESULTS

Lipoprotein Profile in Peritoneal Fluid,
Portal Blood and Peripheral Blood at

Basal State

Peritoneal fluid, portal plasma and central plasma were sampled
from 8 wild-type (WT) and 8 PLTP knock-out (Pltp'/') mice in
the absence of LPS injection. Fast protein liquid chromatography
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(FPLC) analysis was conducted on pooled samples for each
compartment (central plasma, portal plasma and peritoneal
fluid) and lipoprotein subpopulations were analyzed by
electrophoresis. Results are shown in Figure 1. In the
peritoneal fluid, small amounts of lipoproteins (in the pre-beta
and beta migration range) were detected by agarose gel
electrophoresis (Figure 1A). However, because the peritoneal
lavage resulted in dilution, lipid characterization could not be
conducted on FPLC fractions. Comparing the central and portal
compartments, HDL concentration appeared clearly higher in
the former compartment, with consistent observations using
either FPLC or electrophoresis and with similar profiles
whether PLTP was expressed or not (Figure 1).

All compartments wihout LPS

Pltp -/- mice

Peritoneal Central Portal Peritoneal

Portal compartment

= Pltp -
- WT

20 30
LDL HDL

10
VLDL

10 20 30
VLDL LDL HDL )

FPLC Fractions

FIGURE 1 | Characterization of lipoproteins in central, portal, and peritoneal compartments (from pooled samples) in wild-type (black lines) and Pitp™" (grey lines)
mice in absence of LPS injections by (A) Electrophoresis and (B) Fast protein liquid chromatography. Both electrophoresis and FPLC showed clear differences in

lipoprotein composition between portal and central blood. For FPLC, fractions 5

to 37 are shown. FPLC, Fast protein liquid chromatography; Pitp -/-, Knock out for

the phospholipid transfer protein; VLDL, very low density lipoprotein; LDL, low density lipoprotein; HDL, High density lipoprotein.
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PLTP Promotes Peritoneal LPS Clearance
and Inactivation

After intraperitoneal injection of LPS (1mg/kg) in WT and Pltp”
mice (n=9 in each group), the total concentration and biological
activity of LPS were measured in central blood using the liquid
chromatography coupled with mass spectrometry (LCMS2) test
and limulus amoebocyte lysate (LAL) test, respectively (Figure
2A). In the presence of PLTP, LPS molecules appeared more
quickly in the central blood, and higher concentrations were
detected at 30 minutes, 1 hour, and 4 hours. However, LPS
biological activity as assessed by the LAL test tended to be lower
as compared to Pltp”" mice, and specific LPS activity was
significantly reduced in WT mice (p<0.05) (Figure 2A). Figure
2B shows LPS kinetics following intravenous injection of a single,
1mg/kg LPS dose. At the early time points studied, plasma decay

A Central compartment

of LPS occurred at similar rates in Pltp'/' (n=7) and WT
mice (n=8).

PLTP Facilitates LPS Peritoneal
Translocation

Peritonitis was modeled by intra-peritoneal LPS injection (1mg/
kg). Nine Pltp”~ mice were compared to eight WT mice. Thirty
minutes after the LPS injection, peritoneal fluid and portal blood
were drawn and components in peritoneal lavage were
fractionated by FPLC gel permeation chromatography and
ultra-centrifugation. The results are presented in Figure 3. In
peritoneal fluid, LPS was located in lipoprotein-containing
fractions, mainly HDL, in higher proportion in WT mice than
in Pltp'/' mice (59% [49;67] vs. 9% [7;13], p <0.01) (Figure 3A).
FPLC analysis revealed that LPS co-eluted mostly with
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FIGURE 2 | Kinetics of central LPS concentration and activity in wild-type (black lines) and Pito™" (grey lines) mice. (A) After intra-peritoneal injection (n = 8 vs. n = 7)
and (B) after caudal (intravenous) injection (n = 8 vs. n = 8). (A) After intraperitoneal injection, wild type mice had higher LPS absorption, but absorbed LPS was less
active. (B) After intravenous injection, there was no differences in LPS concentrations. LPS, lipopolysaccharide; 3HM, 3-hydroxymyristate; WT, wild-type; Pltp -/-, Knock
out for the phospholipid transfer protein. Results are presented as means +/- SEM; *, statistically significant difference (p<0.05).
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cholesterol in WT mice but not in Pltp”" mice, suggesting an
association of LPS with lipoproteins when PLTP is expressed.
Under inflammatory conditions, it appeared that HDL
cholesterol levels were higher in peritoneal fluid and portal
blood in WT mice than in Pltp”" mice (Figure 3B). In portal
blood, LPS appeared in higher concentrations in WT mice
(Figures 3B and 4A). LPS was mainly located within the HDL
fraction when separated by FPLC (Figure 3B).

Lipopolysaccharide Clearance and Inactivation in Peritonitis

PLTP Promotes a Hepatic First Pass Effect
on LPS

Fifteen minutes after the intraperitoneal LPS injection (1 mg/kg),
portal and central (cardiac) blood were drawn from WT and
Pltp”" mice (n=10 in each group). Overall, LPS concentration
was higher in WT mice than in Pltp”" mice, both in the portal
(288 [262-355] vs. 97 [90-149] pmol/ml, p < 0.01) and the central
compartments (139 [111-170] vs. 78 [72-102] pmol/ml, p<0.01),
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FIGURE 3 | Characterization of LPS distribution in lipoprotein fractions in portal and peritoneal compartments 30 minutes after LPS injection in wild-type (black) and
Pito”" (grey) mice. (A) LPS was quantified in lipoprotein fractions individualized by ultracentrifugation (n=7 in both groups) in peritoneal fiuids. (B) LPS and cholesterol
were quantified in lipoprotein fractions individualized by FPLC (from pooled samples) in both peritoneal fiuid and portal blood. Both methods support an association
between lipoproteins and LPS in the peritoneal cavity and in portal blood, but only in wild-type mice. Pitp”" mice appeared to have lower HDL levels. LPS,
lipopolysaccharide; FPLC, Fast protein liquid chromatography; 3HM, 3-hydroxymyristate; WT, Wild type; Pltp -/-, Knock out for the phospholipid transfer protein; TG,
Triglycerides; LDL, Low density lipoproteins; HDL, High density lipoproteins. Total LPS was measured by mass spectrometry. Total LPS and cholesterol are
expressed as arbitrary (A.U.). Box represents median and interquartile range, bar represents minimal and maximal range, points are outliers. P-values are given only if

p < 0.05.
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FIGURE 4 | Hepatic first pass effect 15 minutes after 1mg/kg LPS injection in wild-type and Plip™ mice. (A) LPS was quantified in the portal (dark grey) and central
(light grey) compartments in total plasma of WT and Pltp™ mice (n=10 vs. n= 10). (B) LPS was quantified in lipoprotein fractions individualized by ultracentrifugation
in blood from portal (dark grey) and central (light grey) compartment in WT and Pltp -/- mice (n=12 vs. n= 10). Both genotypes exhibited a significant hepatic first
pass effect. This effect was greater in wild-type mice, in which the difference in LPS concentration was located within the lipoprotein fraction, whereas it was located
within the free fraction in Plto™ mice. LPS, lipopolysaccharide; 3HM, 3-hydroxymyristate; WT, wild-type; Pltp -/-, Knock out for the phospholipid transfer protein; TG,
triglycerides. Boxes represent median and interquartile range, bars represent minimal and maximal range, dots are outliers. P-values are given only if p < 0.05.

respectively (Figure 4A). Significant portal to central gradients
were observed in both genotypes, but the hepatic first pass effect
on LPS was higher in WT mice than in Pltp”" mice (51% [40-61]
vs. 17% [11-24], p=0.03).

In order to gain more insight into the differences in LPS
lipoprotein distribution upstream and downstream of the liver,
12 WT mice were compared to 10 Pltp”” mice. Portal and central
plasma fractions were separated by ultracentrifugation. LPS was
mostly located in the lipoprotein fractions of WT mice in both
the portal (66% [62;72] for WT vs. 50% [41;54] for Pltp”",
p=0.01) and central compartments (61% [46;67] vs. 48%

[44;51], p=0.10). The portal to central gradients of LPS for the
different fractions are presented in Figure 4B. WT mice
exhibited a significant portal to central LPS gradient in the
lipoprotein fraction whereas the portal to central gradient was
significant only in the lipoprotein-free fraction of Pltp”~ mice.

In a third set of experiments, after injection of a single high
dose of LPS (25 mg/kg) to 9 WT mice, the bulk of LPS was still
found to be bound to the lipoprotein fraction at 15 minutes: 80%
[80-90] in portal blood and 77% [74;79] in the central
compartment. However, the first pass effect was no longer
observed (Figure 5).
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FIGURE 5 | Portal (dark grey) and central (light grey) LPS concentrations 15 minutes after high dose (25 mg/kg) LPS injection in 9 WT mice. There was no portal to
central LPS gradient for high LPS load, suggesting saturation of the hepatic first pass effect. After the high dose of LPS, most portal and central LPS remained
located within the lipoprotein fraction in WT mice. LPS, lipopolysaccharide; 3HM, 3-hydroxymyristate; WT, wild-type; TG, Triglycerides Boxes represent median and
interquartile range, bars represent minimal and maximal range, dots are outliers. All p-values are > 0.05.

LPS Associates With Human Lipoproteins
Within the Peritoneal Cavity of Pltp" " Mice
Human plasma (7.5 pl/g) or vehicle was injected immediately
after LPS in the peritoneum of Pltp”" mice (n=9 per group).
When the group that received the plasma injection was
compared to the control group injected with the vehicle, the
peritoneal fluids of the plasma injection group contained more
lipoproteins, as assessed by cholesterol-containing FPLC
fractions. LPS was found to associate readily with human HDL
in the peritoneal fluid in the Pltp” mice treated with intra-
peritoneal plasma injection (Figures 6A, B).

DISCUSSION

Our main finding is that, in a model of peritonitis, PLTP promotes
the peritoneal clearance and neutralization of LPS, concurrently
with binding of LPS to lipoproteins. This clearance process is
initiated very early, when the binding of LPS to lipoproteins can
still occur inside the peritoneal cavity. In the presence of PLTP, LPS
were able to bind to lipoproteins in all three compartments
(peritoneal, portal and central). PLTP-dependent binding was
found to facilitate the passage of LPS through the peritoneal
membrane and subsequent uptake by the liver.

In the present study, a PLTP-mediated association between
LPS and lipoproteins within the peritoneal cavity is reported for
the first time. This finding is in line with the ability of PLTP to
transfer LPS to lipoproteins in blood (25), indicating that PLTP
can act in the same way in blood plasma and peritoneal fluid.

Because LPS is neutralized once it is associated with lipoproteins
(8), our study suggests that LPS might be inactivated very quickly
in the peritoneal cavity. Differences exists between mice and
human regarding lipoprotein involved in this pathway. Mostly,
mice have low level of circulating low density lipoproteins (LDL)
and very low density lipoproteins (26).

After intraperitoneal administration, drugs are mostly absorbed
via the visceral peritoneum (27). Blood from the visceral
peritoneum then flows into the portal vein and through the liver
before reaching the central circulation. In mice expressing PLTP, we
observed a continuum in the association of LPS with lipoproteins
between peritoneal fluid and portal blood. This continuum suggests
that lipoproteins might facilitate the peritoneal translocation of LPS,
thus explaining the higher LPS clearance observed in the presence of
PLTP. Previous reports have suggested that lipoproteins and PLTP
might cross the peritoneum (19, 28). Peritoneal inflammation is
known to increase peritoneal permeability (29), and the increase in
permeability might facilitate lipoprotein exchange between the
portal and peritoneal compartment in the context of peritonitis.
On the contrary, sepsis is known to lower HDL concentration (30).
According to our results, one might hypothesize that low HDL
concentration might impair intraperitoneal LPS clearance.

Experimental data has demonstrated lower LPS central
concentration when injected into a portal vein compared to a
peripheral vein, supporting the hypothesis of a hepatic first pass
effect (31). The portal to central plasma LPS gradient had already
been observed in the setting of digestive LPS translocation in rats
(32). The gradient of LPS between portal and central blood as
observed in the present study brings direct support in favor of a
first pass of LPS a short time after LPS infusion.
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FIGURE 6 | Characterization of LPS distribution in lipoprotein fractions in the peritoneal compartment 30 minutes after intraperitoneal LPS injection with co-injection
of human plasma (black line) or vehicle (grey line) (n=9 vs. n=9) in Pitp™" mice. (A) LPS and cholesterol were quantified in lipoprotein fractions individualized by FPLC
(in pooled samples). (B) LPS was quantified in lipoprotein fractions individualized by ultracentrifugation. Both methods supported an association between LPS and
lipoprotein in the peritoneum after plasma injection. LPS, lipopolysaccharide; FPLC, Fast protein liquid chromatography; 3HM, 3-hydroxymyristate; IP, intra-
peritoneal; Pitp -/-, Knock out for the phospholipid transfer protein; TG, triglycerides; LDL, low density lipoproteins; HDL, high density lipoproteins. Boxes represent
median and interquartile range, bars represents minimal and maximal range, dots are outliers. P-values are given only if p < 0.05.

In line with previous studies, these observations indicate that
LPS readily associates with lipoproteins in a neutralizing process
mediated by PLTP. Indeed, we observed higher LPS
neutralization in WT mice, which can be paralleled with
higher LPS binding to lipoproteins in the peritoneal and portal
compartments. Indeed, the increased capacity of PLTP to
neutralize LPS might explain the protective effect previously
reported in sepsis (18, 19). Our results add significant
knowledge regarding the key roles of lipoproteins and PLTP in
LPS clearance and inactivation in abdominal sepsis. Enhancing
this pathway by increasing lipoprotein levels and functionality, in
situ, might help to increase LPS inactivation and clearance very
early at the source of the insult, and protect against the harmful

consequences of sepsis in patients with endotoxemia of
abdominal origin.

Some limitations should be underlined. First, intraperitoneal
LPS injection does not reflect the clinical setting (i.e.
polymicrobial human peritonitis). However, the present study
aimed to specifically describe mechanisms involved in
lipopolysaccharide clearance and inactivation at early time
points. Intraperitoneal injection allows to standardize both
doses and timing, thus to increase reproducibility. In addition,
this model of peritonitis enabled us to specifically study the LPS
pathway by avoiding exposure to multiple pathogens associated
molecular patterns, thus to precisely monitor LPS across the
different compartments. Because bacteremia is a much more
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complex condition during which endotoxemia is only one
among several burdens, infection data might have given
different results. We did not study the lymphatic route.
Lymphatics are also involved in the clearance of the peritoneal
cavity (33). Substances absorbed by lymphatics circulate through
the thoracic duct to the subclavian vein, thus bypassing the liver
and the hepatic first pass. However, it is very unlikely that LPS
might have reached central circulation through lymphatic route
15 or 30 minutes after intraperitoneal injection due to its slow
flow (34). Intraperitoneal lipid quantification was limited
because of the dilution that inevitably occurred during
peritoneal lavage. However, cholesterol could be quantified by
mass spectrometry on one FPLC series. We chose to study short
endpoint in order to identify pathological mechanisms that
occurs early in the inflammation process. Longer endpoints in
particular reporting higher inflammation and mortality in Pltp -/-
mice have not been re-explored here but have previously been
described (18, 19). While it has been reported that PLTP, rather
than HDL pool size was critical to reduce LPS induced
inflammation (35), our model did not allow us to address this
question because both PLTP and HDL metabolism are altered in
Pltp”" mice. We did not study the cellular compartment after
peritoneal lavage. Exploring the profile of cell populations over
time might have given further information about peritoneal
inflammation upon LPS stimulation. For instance, it has been
reported that natural killer cells that might contribute to a hyper
response in sepsis by acquiring memory-like properties (36).
However, ex-vivo data already exist and showed that peritoneal
macrophage activation by LPS depended on both PLTP secretion
by the cells and the presence of lipoproteins in the medium (37).
In conclusion, using a model of peritonitis we demonstrated
that PLTP promotes the binding of LPS to lipoproteins, making
it a key factor of peritoneal clearance and neutralization. First,
this phenomenon involves the rapid and efficient PLTP-
dependent binding of LPS to lipoproteins, promoting its
transfer from the peritoneal cavity to the portal blood.
Secondly, a hepatic first pass effect occurs, thus lowering the
central LPS concentration in WT mice. This results in higher LPS
clearance and inactivation when originating from the peritoneal
cavity. Finally, LPS binds readily to human lipoproteins when
human plasma is infused inside the peritoneal cavity of Pltp”"
mice. Overall, this work highlights the key role of PLTP and
lipoproteins during the early steps of the absorption and
clearance of LPS originating from the peritoneal cavity.
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B. Principaux résultats et discussion

Nous avons démontré dans ce deuxiéme travail une captation précoce des LPS par
les HDL sous I'action de la PLTP dans la cavité péritonéale aprés administration qui permettrait
de transférer ces toxines bactériennes plus rapidement dans le compartiment portal et de
favoriser ainsi leur détoxification (Figure 29).

La PLTP étant une protéine ubiquitaire, il était prévisible de la retrouver dans la cavité
péritonéale, sans que cela ait pu étre formellement démontré jusqu’a présent. De méme, le
profil lipoprotéique du liquide péritonéal est encore fort peu connu, méme si la présence de
HDL a déja été rapportée (Li et al., 2001 ; Yu et al., 2021). Nous mettons ainsi en évidence
non seulement la présence de la PLTP dans le compartiment péritonéal mais également le
réle primordial et la fonctionnalité des HDL dans la prise en charge précoce des LPS sous
l'action de la PLTP. En effet, nous avons démontré que la PLTP en collaboration avec les
lipoprotéines et notamment les HDL, permettait de capter les LPS afin de les transférer dans
le compartiment portal. De &, un effet de premier passage hépatique a clairement été observé
chez les souris chez les souris sauvages, phénoméne fortement altéré chez les souris
déficientes en PLTP.

Nous avons donc démontré une certaine pluralité des réles de la PLTP dans cette étude :
e Elle favorise linactivation et la clairance des LPS au niveau du compartiment
péritonéal.
e Elle favorise la translocation des LPS du compartiment péritonéal au compartiment
portal.
e Elle favorise I'effet de premier passage hépatique des LPS.

e Elle favorise in fine la détoxification des LPS au niveau hépatique.

Nous avons ainsi démontré que les lipoprotéines sont capables de passer dans le
compartiment péritonéal en situation d’inflammation aigie, ce qui tend a étre en accord avec
certains travaux publiés (Wang et al., 2000). En effet, I'inflammation au niveau péritonéal, tout
comme l'inflammation au niveau intestinal, tend a augmenter la perméabilité de ces tissus et
donc favorise le passage et 'échange de composés tels que les lipoprotéines (Wang et al.,
2000 ; Murch et al., 2007, Kallus & Brandt, 2012) dans un contexte de péritonite et donc
d’'inflammation. Le fait que la PLTP joue un rdle protecteur dans le sepsis avait déja été

démontré par notre équipe (Gautier et al., 2008 ; Deckert et al., 2017) mais la précocité du
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phénoméne de prise en charge des LPS n’avait pas encore démontrée. Malgré certaines
limites que cette étude peut comporter (éloignement des conditions cliniques réelle par
exemple), elle permet de comprendre les mécanismes précoces d’inactivation des LPS et
pourrait permettre le développement de nouvelles approches thérapeutiques afin de lutter
contre le sepsis, notamment en ciblant la voie du premier passage hépatique afin de favoriser
son action détoxifiante ou encore en ciblant les acteurs majeurs qui permettent la
neutralisation des LPS : les lipoprotéines (notamment les HDL), les récepteurs hépatiques
impligués dans la captation des lipoprotéines, SR-B1 pour les HDL, LDLR pour les LDL et les
LRP pour les CM (Havel, 1986) et bien évidemment la PLTP.

LPS résiduels

LPS

HDL

Cavité péritonéale

Veine porte

Circulation
générale

BACH

** *
* * ‘Détoxiﬁmtion

Vésicule biliaire

Figure 29. Vue d’ensemble des résultats obtenus pour l'article 2 : implication de la PLTP et des lipoprotéines dans la
neutralisation des LPS originaires de la cavité péritonéale.

Abréviations : HDL : High-density lipoproteins ; PLTP : Phospholipid transfer protein ; LPS : lipopolysaccharides.
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Ces deux études s'’inscrivent dans la continuité de I'un des axes majeurs de recherche
de notre équipe : I'investigation du réle des lipoprotéines et de la protéine plasmatique de
transfert des lipides au cours de I'inflammation. Ou plutot des « inflammations ». En effet, le
premier article est un prolongement des travaux menés par Loréne Lebrun durant sa thése et
consistait a étudier le réle de la PLTP et du métabolisme des lipoprotéines suite a
'administration d’'un régime obésogéne. Nous avons complété ses travaux avec
'administration orale de lipopolysaccharides afin de voir comment variait I'endotoxémie, les
métabolismes lipidique et glucidique chez nos souris sauvages exprimant le gene codant pour
la PLTP et chez nos souris déficientes en PLTP. Le second travail, réalisé en collaboration
avec le Dr. Maxime Nguyen, a permis d’approfondir les mécanismes déja étudiés dans notre
laboratoire portant sur la sensibilité accrue de nos souris Pltp-KO vis-a-vis des endotoxines
bactériennes grace au suivi de ces derniers dans différents compartiments clés. L’ensemble
des travaux présentés dans ce manuscrit de these a ainsi démontré le réle primordial de la
PLTP dans un contexte de maladies métaboliques provoquant une inflammation a bas bruit
(obésité, DT2) et dans un contexte de maladie infectieuse aigué (péritonite, sepsis). Nous
avons mis en évidence le role protecteur de la PLTP en relation avec le métabolisme des
lipoprotéines lors du développement de ces maladies. En effet, qu’il s’agisse d’une infection
aigué ou d’une inflammation a bas bruit, nous avons pour la premiére fois mis en évidence la
précocité de l'intervention de la PLTP dans la participation a I'inactivation des endotoxines

bactériennes en administrant de deux fagons différentes les LPS dans la cavité abdominale.

Dans l'objectif de poursuivre les travaux déja menés par notre équipe et grace un
modéle animal déficient en PLTP, nous avons démontré que I'absence de cette protéine était
en mesure de favoriser le passage du LPS de la lumiére intestinale vers la circulation, ou il est
retrouvé davantage sous forme libre au détriment de son association aux CM dans le cas
d’une administration de LPS par voie orale et de 'administration d’'un régime HF. Parallélement
a ce phénomeéne, un défaut de clairance des TRL a pu étre démontré. L'absence de PLTP
induit ainsi une forte incapacité a inactiver efficacement les LPS dorigine intestinale,
conduisant a une augmentation de la réponse inflammatoire chez les souris déficientes pour
cette protéine. En revanche I'absence de PLTP altere principalement I'association aux HDL

dans la cavité péritonéale, et non aux TRL, aprés une administration de LPS par voie IP.

Si dans un contexte de sepsis, le rble protecteur de la PLTP en association avec les
lipoprotéines n’est plus a démontrer, la relation de causalité entre la PLTP et les maladies
métaboliques restent encore a étre élucidée. En effet, comme nous 'avons vu dans le dernier
chapitre de l'introduction de cette thése, son activité est décrite comme étant augmentée chez

les chez les personnes atteintes de surpoids, en situation d’'obésité ou encore les personnes
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atteintes de DT2 (Dullaart et al., 1994, 2007 ; Murdoch et al., 2000 ; Kaser et al., 2001). Des
travaux de 2014 menés par Abbasi et ses collaborateurs ont méme mis en évidence son
implication dans le risque d’apparition du DT2. De fagon surprenante, dans ce travail de these,
nous démontrons que la PLTP assure un rdle protecteur en étant capable de prévenir a la fois
les effets néfastes d’'un régime obésogéne et l'injection de LPS dans la cavité abdominale en
faisant intervenir différents mécanismes selon la voie d’administration (et notamment
I'association précoce aux lipoprotéines). Cependant, il est important de préciser que la plupart
des études citées précédemment ont été effectuées chez ’'Homme et notamment des patients
atteints d’obésité et/ou de DT2, qui possédent donc un gene fonctionnel codant pour la PLTP.
La principale différence de notre étude réside dans le fait qu’elle met en jeu un modéle murin
qui ne posséde pas de PLTP fonctionnelle que I'on compare avec des souris sauvages
exprimant cette protéine, dans une logique de « tout ou rien ». Ainsi, cela suggere que la PLTP
pourrait effectivement étre un biomarqueur du développement de ces maladies métaboliques
mais également qu’elle pourrait étre indispensable a la régulation et a la protection des

individus, en dose suffisante pour prévenir I'apparition de ces pathologies.

Les questions qui peuvent maintenant se poser concernent les liens de causalité entre
la présence de la PLTP et le développement de maladies métaboliques : la PLTP serait-elle
un marqueur précoce de linflammation provoquée par des régimes gras et donc la
translocation accrue de LPS au niveau intestinale ou la PLTP est-elle une protéine protectrice
excrétée davantage lorsque ces maladies sont installées ? De plus, il reste a étudier de
maniéere précise les mécanismes précis de translocation des LPS de la lumiére intestinale vers
le compartiment sanguin en absence ou en présence de PLTP et aprés administration ou non
de régime gras. Pour répondre a ces questionnements, plusieurs solutions expérimentales
peuvent étre proposées et envisagées : I'utilisation de Chambre de Ussing permettrait de
déterminer plus précisément le mode de translocation des LPS de la lumiére intestinale vers
le compartiment sanguin et donc de caractériser la voie de passage de ces derniers en
absence ou en présence de PLTP et aprés administration orale de LPS et / ou d’'un régime
HF. L'utilisation de LPS marqués, comme nous l'avons fait dans notre étude, pourrait
également servir a déterminer le mode de translocation au niveau intestinal en réalisant des
coupes histologiques des sections proximales d’intérét afin de les observer a I'aide d’un
microscope confocal dans le but de déterminer plus précisément ou se trouvent spatialement
les LPS dans les cellules intestinales et a différents temps apres gavage. Nous avons vu que
certaines protéines étaient exprimées et nécessaires dans le role de barriere physique de
lintestin, comme ZO-1 ou JAM par exemple. Ainsi, la caractérisation de I'expression de

protéines présentes au sein des jonctions intracellulaires serait également une méthode
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efficace afin de déterminer si le passage des LPS dans un contexte de maladies métaboliques
se fait par la voie para- ou transcellulaire.

Nous avons vu et confirmé que la détoxification des LPS passait tout d’abord par la
captation de ces derniers par les lipoprotéines circulantes qui sont ainsi capables de les
neutraliser. Or, il est maintenant bien établi que la taille des lipoprotéines peut étre un facteur
important a prendre en compte dans le développement de maladies cardiovasculaires
(Vakkilainen et al., 2003). De plus, il a été déja été démontré que la taille et le nombre de CM
influait fortement leur clairance et donc leur efficacité en tant que vecteurs circulants (Martins
et al., 1996). Ainsi, il serait intéressant de mesurer la taille des lipoprotéines d’intérét (CM mais
également HDL) dans un contexte de sepsis, d'obésité et de DT2 d’abord chez nos animaux
déficients en PLTP comparés aux sauvages et ensuite chez des patients atteints de
pathologies métaboliques. Une augmentation ou une diminution de taille pourrait étre ainsi

étre un marqueur intéressant du développement ces maladies.

De plus, suite a nos travaux et celle d’autres équipes, I'étude du mode de détoxification
des LPS au niveau hépatique avant qu'ils rejoignent la bile pour étre excrétés reste encore a
étre plus clairement élucidé. En effet, méme si des études existent déja concernant
I'élimination des LPS via la voie hépatobiliaire notamment grace a 'action de 'AOAH et de
l'association de ces LPS aux HDL (Fox et al, 1990; Shao et al., 2012), de futures
investigations restent néanmoins a étre effectuées pour déterminer quels sont les mécanismes

précis impliqués.

Pour conclure, ces études, malgré leurs limites, notamment en termes de projection
clinique, tendent a étre compléter par de futurs travaux réalisables sur des patients atteints
d’'obésité, DT2 ou de sepsis et enrichissent les connaissances sur des maladies en pleine
expansion dans le monde notamment en ciblant les molécules d’intérét que nous avons
étudiées : en augmentant I'expression des récepteurs hépatiques aux lipoprotéines (LRP, SR-
B1) ou encore en ciblant directement l'activité de la LPL ou I'expression de ses cofacteurs

(notamment apoCll et apoClll).
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Annexe 1 : Sécrétion de GLP-1 altérée chez les souris Pltp-KO
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Cinétique de sécrétion de GLP-1 total plasmatique (pmol/L) aprés administration orale de LPS (0,5 mg.kg) chez des
souris WT vs Pltp-KO (n=7 vs 7).
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Contexte : Les LPS (lipopolysaccharides, endotoxines) provenant des bactéries &
Gram négatif sont connus pour avoir la capacité d'interagir avec la barrigre
intestinale et de perturber son intégrité. Ces molécules sont ensuite capables de
passer dans le compartiment sanguin et de provoguer une inflammation
métabolique & bas bruit (endotoxémie). Cependant, certaines protéines
circulantes telles que la PLTP (Protéine de Transfert des Phospholipides) sont
capables de transférer les LPS aux lipoprotéines et de favoriser leur
détoxification. Les objectifs principaux de ce travail &taient d'étudier la cinétique
de translocation intestinale de ces LPS ainsi gue Iinfluence de la PLTP sur ce

Influence de la protéine plasmatique de transfert des phospholipides
sur la translocation intestinale des LPS, leur prise en charge par les lipoprotéines et
leurs effets métaboliques
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D. Masson, T. Gautier et ). Grober

Equipe Lipness, INSERM U1231, « Lipides, Nutrition, Cancer » Université de Bourgogne Franche-Comté

Méthode : ‘g

phénoméne.
A B wr
Sy poenl S systimigue 12 Rk
. = == <
T oz
. 7 -
z 2 Eosq o =
£ T =Dl
z e [ =
£, -
— az
ol npomicrons 100 oL A
) nrrso
Figure 1 : la déficience en PLTP est associée &
c des niveaux eleves de LPS dans le plasma et
- wr dans les segments de Fintestin gréle aprés
- ATRED gavage aux LPS. A. Quantification des LPS dans.
les plasmas (pg/ml) issus de sang portal et
EiL - {n=9). B. Répartition des LPS (ug/ml) dans les
3 différentes  fractions de lipoprotéines
[ - circulantes (n=6). C. Quantification des LPS
dans différents segmenis de la mugueuse
intestinale (n=6). Les valeurs sont exprimées en
o = N i moyennes+5SEM (p < 0,05%, testde Student).
A B
4000 . g =
- AwKQ E
2 2o 300000 — -
= = 00204
Bl B : i
gm I § I s 200000
& 100 E 100000
— — i : -
[ = F 0 1m wr ATRaG
Temps {min]
C Figure 3: la déficience en PLTP est associée
15 @ une diminution des capacités d'hydrolyse
des triglycérides aprés gavage aux LPS A.
E T Cinétique de I'activité LPL {mU/ml) (n=8). B.
2 i Aire sous la courbe de |'activité LPL (UA)
i o o (n=8). C. Ratio Apolipoprotéine C-I/CN
g as (n=8). Les waleurs sont exprimées en
moyennes * SEM (p < 0,05% test de
Student).
wr o
- e P s
ot e
ey 5
e
e
== 3 *
di! ==
A T
g o |
L { B
= A
) = ay o |
- A %

[ ———

Souris C57 BL/6) Administration Suivi de la translocation intestinale des
de LPS marqués LPS, du transport plasmatigue, du
fluorescents par le &tabolisme des lipoprotéi iches en
triglycérides et delinflammation
A wr B
Hs mwan wr
g e o
- H ]
i [ I H
T % os
i I
H i
1 . . E o] T .
LR % . s _ T
Oundinum lgumum  Wioe Colan e [ L L W T
c wr D
2 Frso 0s
k!
T I
! § o o
10 i
4 302
G ) B ey 1.
Ducdinum Kjwnum  Bom  Golon  Fon : wr nrrao

Figure 2 : la déficience en PLTP est associée & une altération de la formation des lipoprotéines
riches en triglycérides dans l'intestin aprés gavage aux LPS. A, Expression relative du géne codant
pour Mip (n=5). B. Expression relative du géne codant pour idir (n=5). C. Expression relative du
géne codant pour Apob (n=5). D. Analyse de la présence d'apolipoprotéine B dans le sang portal
(n=5). Les valeurs sont exprimées en moyennes £ SEM (p < 0,05%, test de Student et ANOVA & 2
facteurs).
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Figure 4 : Augmentation de la réponse inflammatoire chez les souris déficientes en PLTP aprés
gavage aux LPS. A. Concentration en cytokines (pg/ml) (n=7). B. Cinétique du GLP-1 plasmatique
{pmol/L) (n=7). C. Expression relative du géne codant pour le pré-proglucagon (n=5). D. Expression
relative du géne codant pour la Plfp (n=5). Les valeurs sont exprimées en moyennes SEM
{p<0,05%, ANOVA 2 deux facteurs).

Conclusion : La défidence en PLTP favorise le passage du LPS de la lumiére
intestinale vers la circulation, ol il est retrouwé davantage sous forme libre au
détriment de son association aux chylomicrons et aux HDL. Parallélement a ce
phénoméne, un défaut de clairance des lipoprotéines riches en triglycérides a pu
&tre mis en évidence. L'absence de PLTP induit une forte incapaci inactiver
efficacement les LPS d'origine intestinale, conduisant & une augmentation de la
réponse inflammatoire chez les souris défidentes. La PLTP posséde donc un rdle
majeur dans le contrdle de la translocation intestinale des LPS et sur leur devenir
métabolique. Notre but est maintenant d'investiguer I'impact de cette défidence
en PLTP sur la translocation intestinale des LPS chez des souris soumises a un
régime riche en graisse afin de déterminer Iimpact sur les désordres
métaboliques associés a 'inflammation a bas bruit.
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Annexe 3 : Participation a une étude sur la Covid-19

Durant mon projet de these, j'ai eu 'occasion de participer a une étude clinique qui est
en relation avec la thématique du laboratoire, portant sur le lien entre obésité, lipides et forme
grave de la maladie Covid-19. |l a été mis en évidence que les hautes concentrations d’acides
gras polyinsaturés sont associées au cas sévére de coronavirus.

Pour cela, nous nous sommes concentrés sur le métabolisme des lipoprotéines chez les
patients hospitalisés atteints de pneumonie sévere, Covid ou non Covid. Nous avons ainsi

étudié le taux de lipides plasmatiques et les cytokines plasmatiques.

Nous avons démontré que la pneumonie associée a la Covid-19 était associée a des
concentrations : i) plus élevées d’acide linoléique et d’acide arachidonique et ii) moins élevées
pour I'apolipoprotéine E et le HDL cholestérol. Ces observations pourraient ainsi étre des
médiateurs impliqués dans la pathogénése de cette maladie et pourraient étre la base du
développement de nouvelles approches thérapeutiques.
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High plasma concentration

of non-esterified polyunsaturated
fatty acids is a specific feature

of severe COVID-19 pneumonia
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COVID-19 pneumonia has specific features and outcomes that suggests a unique
immunopathogenesis. Severe forms of COVID-19 appear to be more frequent in obese patients, but an
association with metabolic disorders is not established. Here, we focused on lipoprotein metabolism
in patients hospitalized for severe pneumonia, depending on COVID-19 status. Thirty-four non-
COVID-19 and 27 COVID-19 patients with severe pneumonia were enrolled. Most of them required
intensive care. Plasma lipid levels, lipoprotein metabolism, and clinical and biological (including
plasma cytokines) features were assessed. Despite similar initial metabolic comorbidities and
respiratory severity, COVID-19 patients displayed a lower acute phase response but higher plasmatic
concentrations of non-esterified fatty acids (NEFAs). NEFA profiling was characterised by higher level
of polyunsaturated NEFAs (mainly linoleic and arachidonic acids) in COVID-19 patients. Multivariable
analysis showed that among severe pneumonia, COVID-19-associated pneumonia was associated with
higher NEFAs, lower apolipoprotein E and lower high-density lipoprotein cholesterol concentrations,
independently of body mass index, sequential organ failure (SOFA) score, and C-reactive protein
levels. NEFAs and PUFAs concentrations were negatively correlated with the number of ventilator-
free days. Among hospitalized patients with severe pneumonia, COVID-19 is independently
associated with higher NEFAs (mainly linoleic and arachidonic acids) and lower apolipoprotein E and
HDL concentrations. These features might act as mediators in COVID-19 pathogenesis and emerge

as new therapeutic targets. Further investigations are required to define the role of NEFAs in the
pathogenesis and the dysregulated immune response associated with COVID-19.

Trial registration: NCT04435223.

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), which causes coronavirus disease 2019
(COVID-19), recently emerged as a major threat for human health. In its severe form, COVID-19 often leads
to severe acute respiratory distress syndrome (ARDS). It also has specific features and outcomes that suggest a
unique immunopathogenesis. A high proportion of obese patients has been reported among severe COVID-19
cases, and obesity has been associated with disease severity!-. Obesity is characterized by metabolic disorders.
We therefore assume that specific metabolic disorders rather than obesity per-se contribute to the severity of
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COVID-19% In this context, lipid metabolism is of particular interest. Indeed, obesity is associated with impaired
lipid metabolism (i.e. increased plasma triglyceride levels, decreased low density lipoprotein (LDL) and high
density lipoprotein (HDL) concentrations®, and disturbed lipolysis and fatty acid metabolism®). Lipoproteins
were previously shown to be involved in inflammation and innate immunity’. During SARS-CoV-2 infection,
it was recently reported that lipid metabolism is dysregulated®-'!, and lipid abnormalities were associated with
poorer prognoses'>2. It has also been demonstrated that HDL-scavenger receptor B type 1 (SR-B1) facilitates
SARS-Cov2 entry into ACE2-expressing cells'‘. Furthermore, a pocket for linoleic acid has been described on
SARS-CoV-2 spike protein and linoleic acid appeared to stabilized SARS-CoV-2 spike protein in its closed
form, resulting in reduced ACE2 interaction in vitro'’. In addition, lipids are bioactive molecules that can act
as inflammatory mediators'é. Thus, it can be hypothesized that dysregulation of lipid metabolism influences
virus pathogenicity and participate in the specific immune response. The current study aims to investigate the
contribution of blood lipids and plasma lipoprotein abnormalities in COVID-19 pathogenesis by comparing
lipoprotein metabolism between non-COVID-19 and COVID-19 patients with severe pneumonia.

Results

Patient characteristics. Sixty-one patients were enrolled (34 in the non-COVID-19 group and 27 in the
COVID-19 group). Bacterial, viral, or mixed etiologies were proven in 9 (26%), 10 (29%) and 3 (9%) patients,
respectively, from the non-COVID-19 group. Patient characteristics are shown in Table 1. Mean age was lower in
the COVID-19 group than in the non-COVID-19 group (62 £ 11 vs. 69 £ 12; p=0.03). Diabetes and dyslipidae-
mia were not significantly different between the two groups. Obesity was more frequent in the COVID-19 group
(52%; n= 14) than in the non-COVID-19 group (35%; n=12) but the difference did not reach statistical signifi-
cance. At inclusion, global severity (assessed by SOFA score) and respiratory severity, (assessed by PaO,:FiO,
ratio) were not significantly different between the two groups (p =0.43 for both). However, we observed a higher
proportion of ARDS (93% vs 62%; p <0.01) and a lower proportion of septic shock (0% vs 32%; p <0.01) among
COVID-19 patients. In the biological parameters, we observed lower plasma concentrations of C-reactive pro-
tein (CRP), lactate and glucose in COVID-19 patients.

Outcomes. COVID-19 patients had significantly higher duration of mechanical ventilation (15 [7-22] vs. 4
[0-15] days; p <0.01). The 30-day mortality rate was 6% in the non-COVID-19 group and 4% in the COVID-19
group (p=0.70) (Table 1).

Plasma lipid profile is discriminating factor for non-COVID-19 vs COVID-19 patients. Plasma
concentration of total cholesterol, phospholipids and triglycerides were not significantly different between non-
COVID-19 and COVID-19 patients (Fig. 1, Table S1).

By contrast, COVID-19 patients showed higher HDL diameter (p=0.02), lower ApoE concentrations
(p=0.01) and lower phospholipid transfer protein (PLTP) activity (p <0.01) than non-COVID-19 patients, while
the plasma levels of HDL cholesterol, apo Al and cholesteryl ester transfer protein (CETP) activity were not
significantly different (Fig. 1).

The study of LDL metabolism revealed higher concentrations of apoprotein B (ApoB) in COVID-19 patients
(p=0.03), while LDL cholesterol levels and particle size were not different in the two groups (Fig. 1).

Plasma triglyceride concentrations and VLDL size did not significantly differ between the two groups (p=0.86
and p =0.12), whereas the plasma concentration of non-esterified fatty acids (NEFAs) was significantly higher
in COVID-19 patients (0.35 +0.22 vs. 0.21 £0.18 mg/dl; p=0.01).

Principal component analysis (PCA) identifies two patterns linking lipid metabolism and out-
comes that enables distinguishing between non-COVID-19 and COVID-19 patients. Using
PCA, four factors were retained for interpretation. These factors preserve 58.4% of the total information con-
tained in the 25 original correlated variables (Figure S1). The first component represents 26.6% of the data
variability and was correlated to initial severity (SOFA score, pneumonia severity index (PSI)) and acute phase
response (CRP). Levels of HDL cholesterol, Apolipoprotein Al (ApoAl), HDL size, PLTP activity, LDL, ApoB,
and LDL size were negatively correlated with this first component, while PLTP activity was positively correlated
(Table 2). The second component represents 13.8% of the data variability and was correlated with outcomes
(duration of mechanical ventilation, ICU length of stay). NEFAs concentrations were correlated with this second
dimension, as were ApoAl and HDL diameter (Table 2). The third component (10.1% of the data variability)
represents the relationship between HDL, LDL and VLDL metabolism, but there was not a strong correlation
with the outcome. The fourth component (7.8% of the data variability) is correlated with glucose metabolism
and body mass index (BMI) (Table 2). The projection of patient data on the plan defined by factors 1 and 2 made
it possible to discriminate COVID-19 from non-COVID-19 patients (Fig. 2). By plotting patients according to
pneumonia etiology, we noticed that non-COVID-19 patients with pneumonia of proven bacterial origin were
represented by high factor 1 values, while COVID-19 patients were represented by high factor 2 values and
moderate factor 1 values (Fig. 2).

COVID-19 status is independently associated with NEFAs, HDL cholesterol and ApoE. Mul-
tiple linear regression showed that COVID-19 status was associated with high plasma NEFAs, low HDL cho-
lesterol levels and low ApoE plasma concentrations, independently from body mass index (BMI), SOFA score
and plasma CRP (Table 3). In COVID-19 patients, we estimated a proper excess of 0.12 + 0.06 mg/dl for NEFAs
(p=0.04), and reductions of 0.36 + 0.10 mmol/L in HDL cholesterol (p <0.01) and 116.05 +45.49 ug/ml in Apoli-
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[non-coviD-19N-3¢ [cOVID-19N=27 [p
Demographic data
Male, n (%) 27 (79%) 17 (63%) 0.15
Age (year) 69(+12) 62 (£11) 0.03
BMI (kg/m?) 29(x7) 31(+8) 040
Medical history
Active smoking, n (%) 9 (26%) 2(7%) 0.06
Chronickidney insufficiency (moderate to severe), n (%) 2 (6%) 1(4%) 0.70
Cerebrovascular disease, n (%) 5(15%) 3(11%) 0.68
Cardiovascular disease, n (%) 12 (35%) 5(19%) 0.15
Pulmonary disease, n (%) 11(32%) 5(19%) 0.22
Diabetes, n (%) 10 (29%) 11 (41%) 036
Insulin-based therapy, n (%) 1(3%) 2(7%) 0.58
Metformin, n (%) 7 (21%) 10 (37%) 0.16
Dyslipidemia, n (%) 14 (41%) 12 (44%) 0.80
Statin therapy, n (%) 11 (32%) 8(30%) 1
Hypertension, n (%) 18 (53%) 16 (59%) 0.62
Initial severity
SOFA score 7.3(*3.7) 6.7 (+2.0) 043
PSI score 121 (+37) 94 (+27) <0.01
Septic shock, n (%) 11 (32%) 0 <0.01
Invasive mechanical ventilation, n (%) 23 (68%) 23 (85%) 0.11
ARDS at inclusion, n (%) 21 (62%) 251(93%) <0.01
PaQ,/Fi0, mmHg 126 (+54) 136 (+50) 043
Biology
CRP (mg/) 275(+149) 173 (£ 63) <0.01
PCT (ug/) 34 (+63) 3@&7) <0.01
AST (UI/l) 89 (£95) 86 (£55) 0.90
ALT (UIA) 49 (+46) 70 (£54) 011
Bilirubin (pmol/1) 15(+8) 12 (£6) 013
Albumin (g/l) 23 (+4) 23 (£2) 0.11
NT-ProBNP (pg/ml) 5972 (+7828) 2225(+229) 0.04
Serum creatinine (umol/1) 137 (£95) 90 (+41) 0.01
Lactate (mmol/1) 2.7(£1.9) 17 (£0.7) <0.01
Glucose metabolism
Fructosamine (umol/1) 493 (£179) 516 (+288) 0.73
Glycaemia (mmol/1) 16 (£8) 12(x6) 0.02
Insulin (mU/1) 15 (£25) 13 (x12) 0.60
Outcomes at 30 days
‘Thrombotic events, n (%) 2 (6%) 7(26%) 0.03
Median days of mechanical ventilation 4(0-15) 15(7-22) <0.01
Median ICU length of stay (days) 12.5 (4-20) 20(12-29) 0.03
Median hospital length of stay {days) 21 (13-30) 29 (20-30) 0.12
30-day mortality, n (%) 2 (6%) 1(4%) 0.70

Table 1. Patient characteristics according to COVID-19 status. BMI body mass index, SOFA sequential organ
failure assessment, PSI pneumonia severity index, Pa O, arterial oxygen partial pressure, FiO, fraction of
inspired oxygen, RRT renal replacement therapy, CRP C-reactive protein, PCT procalcitonin, AST aspartate
transaminase, ALT alanine transaminase, BNP brain natriuretic peptide; ICU: intensive care unit. Quantitative
data are presented as mean +SD or Median (IQR).

poprotein E (ApoE) concentrations (p =0.01). LDL cholesterol, HDL diameter and PLTP activity were indepen-
dently associated with CRP concentration but not with COVID-19 status (Table 3).

Non-esterified fatty acid profile is characterized by high poly unsaturated fatty acid (PUFA)
levels in COVID-19 patients. To gain further insights regarding the increase in plasma NEFAs, we per-
formed a GC-MS profile of fatty acids (Fig. 3, Table S2). As expected, saturated and monounsaturated fatty acids
(C16:0, C18:0 and C18:1) were the most represented fatty acids. However, the increase in NEFAs in COVID-

Scientific Reports |

(2021) 12:10824 |

natureportfolio

https://doi.org/10.1038/541598-021-90362-9

200



Annexes

www.nature.com/scientificreports/

a C
HDL cholesterol HDL diameter Apolipoprotein E
20 p=009 150 p=002 1000 p=001
15 e
) é
- oo
E 10 - 10 K
B 400
0s
200 A
Aa
0.0 T . . 0 o
d © f
LDL cholesterol LDL diameter Apolipoprotein B
4 p=006 220 p=091 15 p=003

mmoll

200
180 10
2 - 160 =
140 0s
1
120

- =

g h
PLTP activity non-esterified fatty acids
15000 p=00l 10 p=001
O non COVID-19
o5 @ COVID-19
. 10000 . 08 ol
“ o
5000
0.2
od 0.0+ 1 +

T

Figure 1. Boxplot representing selected lipid parameters depending on the COVID-19 status. Plasma
concentration and lipoprotein diameter were measured in 34 non-COVID-19 and 27 COVID-19 patients
with severe pneumonia. COVID-19 patients had significantly higher plasma concentrations of apolipoprotein
B and NEFA and lower concentrations of Apolipoprotein E and phospholipid transfer protein. High density
lipoprotein diameter was higher in COVID patients. HDL: High density lipoprotein; LDL: low density
lipoprotein; PLTP: phospholipid transfer protein.

19 patients was mainly driven by an increase in PUTA levels. Indeed among the lipid species with a plasma
concentration higher than 10 nmol/ml, linoleic acid (C18:2 n-6) and arachidonic acid (C20:4 n-6) were sig-
nificantly increased in COVID-19 patients (207 +109 vs. 113467 nmol/ml p<0.01 and 1646 vs 12+£5 nmol/
ml p<0.01, COVID-19 vs non-COVID-19 patients). Moreover, the relative proportion of linoleic acid among
PAs was significantly higher in COVID-19 patients than in non-COVID-19 patients (12.8 3.6 vs. 8.3 + 2.3%;
p<0.01) (Fig. 2). However, sPLA2, Lp-PLA2, Leukotriene B4 and prostaglandin E concentrations did not differ
significantly between the two groups (Table S1).

Fatty acid metabolism cascade exploration.  As phospholipase A2 (PLA,) mediates the release of fatty
acids [rom membrane phospholipids, including linoleic and arachidonic acids, we measured both, secreted PLA,
(sPLA,) and lipoprotein-associated PLA, (Ip-PLA,) plasma concentrations. Plasma sPLA2 and Ip-PLA, concen-
trations were not significantly different between the two groups (respectively p—0.93 and p—0.25) (Table S1). In
addition, we did not observe any correlation between plasma concentration of sPLA; and lp-PLA, and PUTAs
(Table S3).
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Factorl | Factor2 |Factor3 | Factord
HDL cholesterol -0.50 == 0.68 =
HDL diameter -0.67 032 - -
Apolipoprotein A1 -0.58 0.33 0.59 =
Apolipoprotein E - - - -
PLTP activity (A.U./min) 0.79 - - -
LDL cholesterol -0.69 - - 034
LDL diameter - - - -
Apolipoprotein B -0.44 - -0.53 039
Total triglycerides 048 - -0.58 -
VLDL diameter -0.50 - 048 -
Non-esterified fatty acid - 0.33 - -
Glycaemia - - - 0.61
Insulin - = - 0.77
BMI - - - 0.64
PSI 0.52 = 046 =
SOFA 0.62 0.35 = e
CRP 0.69 -041 = -
PCT 0.72 i < =
Creatininemia 0.66 R 031 -
NT-proBNP 0.69 = 0.38 -
Lactatemia 0.61 - - -
ICU length of stay 042 0.82 - -
Duration of MV 042 0.85 - -
Ventilator-free days -039 -0.79 - -
Hospital length of stay 046 0.67 - -

Table 2. Principal component analysis of clinical and lipid characteristics. Data are expressed as correlation
coefficients. Values less than 0.3 are not edited. HDL high density lipoprotein, PLTP phospholipid

transfer protein, LDL low density lipoprotein, VLDL very low density lipoprotein, BMI body mass index,
PSI pneumonia severity index, SOFA sequential organ failure assessment, CRP C reactive protein, PCT
procalcitonin, BNP brain natriuretic peptide, ICU intensive care unit, MV mechanical ventilation.

In addition, two final products of the arachidonic cascade were measured, namely leukotriene B4 and pros-
taglandin E2 (PGE2). We observed a correlation between arachidonic acid and leukotriene B4 concentrations
(r=0.302, p=0.02) but not with PGE2 (r= - 0.048, p=0.9) (Fig. 4).

Relationship between NEFAs, plasma cytokines and outcomes. Plasma NEFAs concentrations
were marginally correlated with CXCL10, GMCSE, and IL-10 (respectively p=0.064, p=0.091, p=0.075), but
negatively correlated with CRP levels (r= —0.343, p=0.007). In addition, linoleic and arachidonic acids propor-
tions were marginally negatively correlated with IL-6 (p=0.05 for both) and TNF-a concentrations (respectively
p=0.05 and p=0.04) (Fig. 4).

Plasma NEFAs concentrations and linoleic acid proportion were inversely correlated with the number of
ventilator-free days (respectively r= —0.279, p=0.029 and r= —0.404, p=0.001) (Fig. 4).

Discussion

In patients with severe pneumonia, we report here an independent association between lipid metabolism dis-
orders and COVID-19. Multivariate analysis showed that high NEFAs, low ApoE and low HDL cholesterol
concentrations are significantly associated with COVID-19 status, independently of body mass index, baseline
severity (SOFA score) and acute phase response (CRP level). The characterization of NEFAs highlighted an
increase in polyunsaturated fatty acids (mainly linoleic and arachidonic acids). The concentrations of NEFAs,
and particularly linoleic acids, were correlated with the duration of the mechanical ventilation.

COVID-19 pneumonia has unique features when compared with pneumonia from other origins, and it
displays a specific inflammatory pathogenesis'’'°. The beneficial effect of dexamethasone in the most severe
forms of COVID-19 argues in favor of a dysregulated immune response that mediates lung injury and outcome?.
We recently identified a unique cytokine response in COVID-19 patients with severe pneumonia with higher
plasma GM-CSF and CXCL10 (a Th-1 chemokine) in COVID-19 patients, that were independently associated
with the longer duration of mechanical ventilation?*?%. Obesity has been described as a factor of poor prognosis
in COVID-19 patients and associated with disease severity'~. In various medical settings, obese patients display
immune dysregulation (e.g. Th1 hyperpolarization) and metabolic disorders, and there is an obvious relationship
between the two?. We assumed that metabolic disorders may contribute to the pathophysiology of COVID-19.
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Figure 2. Tactorial map for the primary component analysis. Patients are located according to their
representation on each axis. Factor 1 appears to separate bacterial and viral pneumonia whereas factor 2 appears
to separate COVID-19 and non-COVID pneumonia.
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Table 3. Factors associated with lipid parameters in 61 patients with severe pneumonia (multivariate linear
regression). SE standard error, BMI body mass index, SOFA sequential organ failure assessment, CRP C
reactive protein, NEFA non-csterifierd fatty acid, LDL low density lipoprotein, DL high density lipoprotein,
PLTP phospholipid transfer protein, ApoFE apolipoprotein E. Significant differences (p < 0.05) are written in
bold
In the present study, although obesity was highly frequent in COVID-19 patients (52% of patients), BMI, dia-
betes, dyslipidacmia and plasma fructosamine levels did not significantly differ between non-COVID-19 and
COVID-19 patients. Therefore, obesity has a similar frequency in severe pneumonia regardless of the origin and
was not likely to acts as a confounding factor between the 2 groups of patients.

Sepsis is associated with profound modifications in HDL (dramatic reduction in HDL-cholesterol, extensive
remodelling of HDL particles) and LDL metabolism {lower LDL cholesterol concentrations)*. However, the
mechanisms underlying this decrease are poorly described. PLTP activity is known to increase during systemic
inflammation®. HDL and LDL were found to be protective in patients with sepsis®. The lower PLTP activity we
observed in COVID-19 patients is consistent with the lower proportion of extra-pulmonary organ dysfunction
(septic shock, lactatemia, RRT and creatininemia) and the lower acute phase response (CRP levels). With multi-
variate analyses, negative correlations between CRP and both HDL and LDL cholesterol levels were also consist-
enl with these clinical seltings. By contrast, low DL and ApoFE concentrations were independently associated
with COVID-19 status. Interestingly, HDL particles are endowed with immune-modulatory properties partly
through interaction with lipid rafts*” and ITDL-scavenger receptor B type 1 (SR-B1) has been demonstrated to

Scientific Reports | (2021) 11:10824 | https://doi.org/10.1038/s41598-021-30362-9 natureportfolio

203



Annexes

www.nature.com/scientificreports/

COVID-19

NON-COVID

1[I I

|

C12:0

C14:.0* C16:0 C16:1n-7* C16:1n-9 c18:0* C181n-7* C181n-9 C182n-6* C18:3n-3 C20:4n-6

Figure 3. Heatmap of non-esterified fatty acid (NEFA) representation (as percentage normalized to the mean
percentage in non-COVID-19 patients) according to COVID-19 status. Plasma concentration of NEFAs was
measured in 34 non-COVID-19 and 27 COVID-19 patients with severe pneumonia. Rows represent patients.
Colours represent the ratio between the percentage of NEFAs in the patient and the mean percentage of
NEFAs in non-COVID-19 patients. In COVID-19 patients, linoleic acid appeared in red, reflecting a higher
representation. *significant between-group differences (p <0.05).

facilitate SARS-CoV-2 entry into ACE2-expressing cells'’. Consequently, we assume that the more pronounced
drop in HDL associated with COVID-19 origin could be the consequence of a higher consumption of HDL
particles and/or the upregulation of SR-B1 expression. However, as in the ApoCOVID study, we did not find
any association between HDL concentrations and outcomes'".

Then, we depict here higher plasma PUFAs concentrations (higher C18:2 n-6 and C20:4 n-6) and a higher
proportion of PUFAs among NEFAs in COVID-19 patients as compared to non-COVID-19 patients. High
plasma NEFAs concentrations (including PUFAs) were previously reported in COVID-19 patients as compared
to healthy patients, independently of the acute phase response. However, to our knowledge, there has not yet
been a comparison between patients with severe pneumonia according to COVID-19 status. This absolute and
relative increase in PUFAs supports a specific alteration of the fatty-acid metabolism of COVID-19 patients.
PUFAs are precursors of eicosanoids and platelet activating factor. Such metabolite production could contribute
to the dysregulated immune response and coagulopathy that characterize COVID-19. For example, MAPK activa-
tion has previously been suggested to activate cytosolic PLA,, which in turn increases thromboxane and platelet
hyperactivity (31). These recent data support the hypothesis that PUFAs and the PLA, pathway are potential
key players in the pathogenesis of COVID-19. In our study, we did not find any correlation between the two
plasmatic forms of PLA, (namely s-PLA, and lp-PLA;) and PUFAs, but we do not rule out an increase in cyto-
solic PLA, expression and activity in COVID-19 patients, that we were unable to measure. However, we found a
marginal positive correlation between NEFAs (and linoleic acid) and the three cytokines previously identified in
higher concentrations and associated with poorer outcomes in COVID-19 patients?’. That suggests the possible
involvement of NEFAs in the specific immune response associated with COVID-19. Interestingly, SARS-CoV-2
comprises a high-affinity pocket that specifically accretes linoleic acids, modifying ACE, interaction in-vitro'.
The interaction between linoleic acids and SARS-CoV-2 represents an emerging appealing therapeutic target that
requires further investigation. The correlations between NEFAs concentrations (and linoleic acids proportion)
and the longer duration of mechanical ventilation we observed in COVID-19 strengthens these hypotheses.

To date, only corticosteroids have been proved to be effective in reducing mortality in severe COVID-19%,
strengthening the host-immune response as one of the most promising therapeutic targets. Since corticosteroids
have many side effects, targeted therapies likely to dampen the dysregulated immune response in COVID-19
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Figure 4. Correlations between NEFAs, PUTAs proportion, inflammation, and outcomes. Heatmap of

the Spearman correlation (r) between lipids parameters, clinical severity and outcome, plasma cytokine
concentrations. Spearman correlations: p<0.05, *p<0.01, **p<0.001, ***between each variable. CRP: C-reactive
protein; GMCSE: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; HDL: High density lipoprotein; IL:
interleukin; SOFA: sequential organ [ailure assessment; TNF-a: tumor-necrosis factor alpha.

are urgently needed. Our data highlight NEFAs as a potential driver of this dysregulated immune response
that could drive poorer outcome. Restoring lipid homeostasis could represent a promising approach likely to
dampen some fealures of the dysregulated immune response in COVID-19, and as a consequence oulcomes.
For this purpose, PLA-2 inhibitor is a potential candidate. In unselected patients with severe sepsis, PLA-2
inhibitors was shown to be ineffective in reducing mortality”. However, as for sepsis, personalized medicine
with targeted immunomodulatory therapy, guided by immune-related biomarkers is mandatory to deal with the
heterogeneity of the host-immune response™. Modulating lipid metabolism, using lipid-associated biomarkers
(e.g. NEFAs concentrations) for decision making could represent a promising therapeutic strategy that deserve
to be investigated in COVID-19.

There are some limitations in our work. Because this is an observational study, only association and nol cau-
sality can be inferred. Statistical analysis may suffer from a lack of power since only 61 patients were included,
but this was compensated, at least in part, by the strong observed differences and the use of several statistical
methods including PCA and multivariate analysis. ITowever, given this small sample size, our results need to
be confirmed in larger cohorts. At this stage, the comparison of fatty acids metabolism and immune response
between non-COVID-19 and COVID-19 patients with severe pneumonia is still scarce in the literature. We used
CRP as a surrogate for acute phase response. However, CRP is also a known acute phase reactant®’. Finally, we
used plasma collection, and cytosolic PLA, could not be measured to ascertain of the origin of plasma NEFAs.

In conclusion, COVID-19 was independently associated with high concentrations of polyunsaturated NEFAs
and low concentrations of apolipoprotein E and HDL. These parameters may be key mediators of the COVID-19
pathogenesis and potential therapeutic targets. Further investigations are required to explore the role of cyto-
solic phospholipase A2 and PUTAs in the dysregulated immune response and the pathogenicity of COVID-19.

Methods

Design. This ancillary study of the ongoing prospective Lymphonie study (Clinical Trials.gov NCT03505281)
was registered in Clinical I'rials.gov (NC1'04435223)?". 'The study fulfilled legal and ethics requirements: Approval
was obtained from the CPP (Full name: Comité de Profection des Personnes SUD MEDITERRANEE V (refer-
ence 17.092); Registration number: 2017-A03404-49) for the original study and an amendment was obtained
to include supplementary patients with severe COVID-19. All subjects (or their legal representatives) received
written information and provided their consent to participate. The present report was drafted in line with the
STROBE statement™.

Patients. Patients were enrolled in this prospective monocentric cohort if they fulfilled the criteria for the
Lymphonie study (previously presented on the original report’') : severe community-acquired pneumonia
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(CAP): (1) pneumonia (>2 acute signs including cough, purulent sputum, dyspnea, chest pain, temperature < 35
°C or= 38.5 °C, and novel radiological pulmonary infiltrate); (2) at least two criteria of poor prognosis according
to the quick-SOFA score (systolic blood pressure <100 mm Hg, respiratory rate>22, Glasgow score< 15) and/or
the need for mechanical ventilation (MV) and/or vasopressors; and (3) diagnosed within 48 h following admis-
sion. Non-inclusion criteria were: age < 18 years, pregnancy, person subject to a measure of legal protection,
decision to limit care, known immune deficiency, chronic disorder known to cause deep lymphopenia (Cir-
rhosis, lympho or myeloproliferative syndrome, solid cancer or active systemic lupus), hospitalization for sepsis
in the past 3 months. Non-COVID-19 CAP patients were included until February 20, 2020, one month before
the COVID-19 pandemic started in Burgundy, France. COVID-19 patients were eligible if they tested positive
for SARS-CoV-2 by reverse transcriptase-polymerase chain reaction on one respiratory sample. Patient with no
available plasma sample were excluded from this analysis.

Study procedures. Ethylenediaminetetraacetic acid blood was obtained after inclusion of the patient
and within 48 h of hospital admission. Plasma was collected in the biological resource center (CRB Ferdinand
Cabanne; NF §96-900 certification), centrifuged at 2000xg for 10 min at 4 °C and stored at — 80 °C.

Variables of interest, clinical outcomes, and data collection. Clinical and biological parameters,
severity scores (Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) (9) and the Pneumonia Severity Index (PSI) (11))
were calculated at the time of inclusion. Obesity was defined as body mass index (BMI) higher than 30. ARDS
was defined according to the Berlin definition®. Septic shock was defined according to the third international
consensus definitions for sepsis and septic shock. Clinical outcomes were recorded up to 30 days after the hos-
pital admission: 30-day mortality, number of hospital-, ICU-, and ventilator-free days. The “ventilator-free days’
outcome was defined as the number of days alive from day 1 of severe pneumonia to day 30 during which the
patient was breathing without MV. Acute phase response is the systemic response to tissue damage®. We used
CRP concentrations as a surrogate for APR because it is recognized as the prototype for acute phase reactant’".

Biological judgment criteria.  The primary judgment criterion was cholesterol concentration. Secondary
judgment criteria were HDL metabolism parameters (HDL cholesterol, HDL size, ApoAl, ApoE, SAA), LDL
metabolism parameter (LDL cholesterol, LDL size, ApoB), VLDL parameters (triglyceride concentration, VLDL
size), NEFAs, lipid peroxydation and lipid transfer protein activity (PLTP and CETP activity).

Measurement of lipid parameters. Total cholesterol concentration, total triglyceride concentration,
high density lipoprotein cholesterol concentration (HDL-¢) and low-density cholesterol concentration (LDL-¢)
were determined by colorimetric enzymatic methods. LDL-c and HDL-c¢ were determined by direct methods.
Apolipoprotein Al (ApoAl) and B (ApoB) were measured by immunonephelemetry. All these parameters were
determined on Dimension Vista analyzers using dedicated kits (SI(EMENS).

Apolipoprotein E (ApoE) was measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (THERMO
FISHER SCIENTIFIC INC., Massachusetts). Serum amyloid A was measured by immunoassays using the pro-
Quantum method (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC., Massachusetts). Lipid peroxidation was measured
by fluorescence using the Tbars method (BIOASSAY SYSTEMS, Hayward, USA).

Lipoprotein size determination. The different fractions of plasma were separated according to their
density by ultracentrifugation (TLA100.2 rotor, BECKMAN, Palo Alto, CA). Densities were adjusted by add-
ing appropriate volumes of potassium bromide solution. Three consecutive ultra-centrifugations were con-
ducted at the appropriate densities in order to separate the plasma into 4 fractions: the triglyceride-rich fraction
(d <1.006), the LDL fraction (1.006 < d <1.063), the HDL fraction (1.063 < d < 1.21) and the lipoprotein-free frac-
tion (d>1.21).

Triglycerides, cholesterol (free and total) and phospholipids in lipoproteins fractions isolated by ultracen-
trifugation were measured enzymatically by colorimetry with commercially available kits (DIASYS DIAGNOS-
TIC SYSTEMS GMBH, Holtzheim, Germany) according to manufacturer’s instructions. Lipoprotein size in
isolated fractions was calculated based on the lipid composition as follows®: lipoprotein diameter (A) =20 *
(radius of surface + radius of core); radius of surface being equal to 2.05 nm; radius of core being equal to 3 *
[1.556*(moles% TG) + 1.068* (moles%CE)]/[0.685 (moles%PL) +0.391 (mol%UC)].

PLTP and CETP activity measurement. Phospholipid transfer protein (PLTP) activity was measured
using a commercially available fluorescence activity assay (ROAR BIOMEDICAL INC., New York) according to
the manufacturer’s instructions. Fluorescence measurements were performed over time on a Vicor? multilabel
counter (PERKIN ELMER). Phospholipid transfer activity was calculated from the slope of fluorescence increase
between 1 and 30 min.

Cholesteryl ester transfer protein (CETP) activity was measured using a commercially available fluorescence
activity assay (ROAR BIOMEDICAL INC., New York) according to the manufacturer’s instructions. Fluorescence
measurements were performed over time on a Vicor? multilabel counter. Cholesteryl ester transfer activity was
calculated from the slope of fluorescence increase between 1 minand 2 h.

Measurement of glucose metabolism parameters. Fructosamine and glucose concentrations were
measured on total plasma by colorimetry using commercially available kits (CLINISCIENCES, Nanterre, France,
for fructosamine and glucose). Insulin concentrations were measured by ELISA (MERCODIA AB, Sweden).
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Total NEFA concentrations. Total non-esterified fatty acids (NEFAs), fructosamine and glucose concen-
trations were measured on total plasma by colorimetry using commercially available kits (DIASYS DIAGNOS-
TIC SYSTEMS GMBH, HOLTZHEIM, Germany for NEFA).

Characterization of NEFAs. The abundance of individual free fatty acids was determined by nega-
tive chemical jonization mode (NCI) GCMS in plasma. Deuterated fatty acids were from Cayman (BERTIN
PHARMA, Montigny le Bretonneux, France). Chemicals of the highest grade available were purchased from
SIGMA ALDRICH (Saint-Quentin Fallavier, France). LCMSMS quality grade solvents were purchased from
FISCHER SCIENTIFIC (lllkirch, France). 25 pL plasma were spiked with 5 L of free fatty acids internal mix
containing 635 ng, 326 ng, 95 ng, of linoleic acid d4, arachidonic acid-d8, and DHA-d5, respectively. Samples
were mixed with 1.2 ml of Dol€’s reagent (Isopropanol/Hexane/Phosphoric acid 2 M 40/10/1 v/v/v). Free fatty
acids were further extracted with 1 ml of Hexane and 1 ml of distilled water. Organic phase was collected and
evaporated under vacuum. Fatty acids were analyzed as pentafluorobenzyl esters (PFB-FA esters) by NCI-GCMS
as previously described (5). Calibration curves were obtained using linoleic acid (2-8 ug) arachidonic acid (1-4
ug) docosahexaenoic acid (0.4-16 ug) and docosapentaenoic acid (0.1-0.4 pg) extracted by the same method
used for plasma. Linear regression was applied for calculations.

Plasma PLA2, leukotriene B4 and prostaglandin E concentrations. Plasma sPLA2 and Lp-PLA2
concentrations were measured by ELISA (THERMOFISHER SCIENTIFIC, Massachusetts, United States).
Plasma leukotriene B4 and prostaglandin E concentrations were measured by ELISA (CAYMAN CHEMICAL,
MICHIGAN, United States).

Plasma cytokines measurement. PlasmalL-1p,1L-6,1L-10, CXCL-10, GM-CSF and TNF-a, were quan-
tified using a Luminex® Human Magnetic assay (R&D SYSTEMS, USA) to study the potential link between
immune response and plasma lipids?..

Statistical analyses. Collected data were described according to COVID-19 status. Continuous variables
were expressed as means + /— standard deviations (SDs) or medians and interquartile ranges (IQRs) according
to their distribution. Categorical variables were described as frequencies and percentages. Univariate analysis
consists of comparisons between variables according to COVID-19 status, performed using the chi-square test
(or Fisher’s exact test when appropriate) for percentages, the Student’s t-test for means and the Wilcoxon Mann-
Whitney test for medians and IQRs. Lipoprotein metabolism parameters with p <0.05 for Student’s t-tests were
presented as boxplots to visualize potential associations between these parameters and COVID-19 status.

For multivariate analysis, principal component analysis (PCA) was used first to identify potentially significant
patterns among the 25 variables (supplementary material): lipoprotein metabolism parameters (13 variables)
and the following 12 clinical and biological parameters: BMI, PSI, SOFA, Lactate, ICU and hospital length of
stay, ventilation duration and free days at day 30, CRP, PCT, creatinine and NT-ProBNP. PCA identifies factors,
called principal components, that induce the most variation in the overall data. These factors are uncorrelated
and can be expressed as a linear combination of the correlated original variables (OV). We can inverse these
formulas to express each OV as alinear combination of factors. Coefficients defining these linear combinations
are interpreted as correlation coeflicients. A positive (or negative) coefficient means that the OV is positively (or
negatively) associated with the factor. An absolute value approaching 1 indicates that the original variable has
a strong influence on the value of the factor, while an absolute value below 0.3 is weak. Each factor describes a
percent variation of the OVs. In order to determine the number of components to retain, we used the scree plot
test: the number of factors to retain corresponds to the break point between factors with large eigenvalues and
those with small eigenvalues on the scree plot”” and the clinical interpretability of these factors®. The labeling
was primarily descriptive and based on our interpretation of the factors structure for the OV's strongly associated
with the factor. In addition, OVs data can be projected and plotted on the plans defined by the retained factors,
which reduces the dimensionality of a large amount of potentially interrelated OVs into a smaller set of factors.
This makes it possible to observe variations and strong patterns among patients in a new, two-dimensional space
without losing important information®.

Spearman’s rank correlations were computed between clinical characteristics and pertinent lipoprotein
metabolism parameters associated with COVID-19 status in univariate analysis comparison tests. Multivariable
linear regression was then performed between the selected lipoprotein metabolism parameters as independent
variables and the COVID-19 status as a principal explicative covariate. To account for potential confounders, we
constructed models adjusted for BMI, CRP and SOFA score. Absence of autocorrelation and heteroscedastic-
ity were assessed using the DW statistic and the White test*’, respectively. Model variability explicative power
was quantified using the R? coefficient. Association results were expressed as mean differences + SE. A p-value
below 0.05 was considered statistically significant. Analyses were performed using SAS software (version 9.4,
SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA).

Ethics approval and consent to participate. This ancillary study of the ongoing prospective Lympho-
nie study (ClinicalTrials.gov NCT03505281) was registered in Clinical Trials.gov (NCT04435223). The study
fulfilled legal and ethics requirements: Approval was obtained from the CPP (Comité de Protection des Personnes
SUD MEDITERRANEE V; 2017-A03404-49) for the original study and an amendment was obtained to include
supplementary patients with severe COVID-19. All subjects (or their legal representatives) received written
information and provided their informed consent to participate.
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Data availability

All relevant data are within the paper. Raw data are available after notification and authorization of the compe-
tent authorities. In France, all computer data (including databases, particular patient data) are protected by the
National Commission on Informatics and Liberty (CNIL), the national data protection authority for France.
CNIL is an independent French administrative regulatory body whose mission is to ensure that data privacy
law is applied to the collection, storage, and use of personal data. As the database of this study was authorized
by the CNIL, we cannot make available data without prior agreement of the CNIL.
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Résumé

Les LPS (lipopolysaccharides), endotoxines provenant des bactéries a Gram négatif, sont connus pour avoir la
capacité d’interagir avec la barriére intestinale et provoquer la désorganisation de cette derniére. Ces molécules
sont ensuite capables de passer dans le compartiment sanguin (endotoxémie) pour provoquer une inflammation
métabolique a bas bruit ou une syndrome inflammatoire aigu. Cependant, certaines protéines circulantes telles que
la PLTP (Protéine de Transfert des Phospholipides) permettent de transférer les LPS aux lipoprotéines circulantes
dans le sang afin de procéder a leur détoxification. Les objectifs principaux de ces travaux de recherche étaient
d’étudier le devenir métabolique des LPS d’origine intestinale ou injectés dans la cavité péritonéale ainsi que
'influence de la PLTP sur ces LPS dans un contexte de maladies inflammatoires et infectieuses telles que I'obésité,
le diabete de type 2 (DT2) ou encore une péritonite. Des souris type-sauvage (présence de PLTP endogene active)
ont été comparées a des souris génétiquement modifiées déficientes en PLTP apres administration de LPS par
voie orale ou intrapéritonéale. Au niveau intestinal, la déficience en PLTP est associée a une augmentation de la
translocation des LPS de la lumiére intestinale vers la circulation, ou leur association aux lipoprotéines plasmatique
est diminuée en paralléle & un défaut de clairance des lipoprotéines riches en triglycérides (TRL) causé par une
diminution de l'activité de la lipoprotéine lipase (LPL), enzyme clé nécessaire a I'hydrolyse des triglycérides. Au
niveau de la cavité péritonéale, I'absence de PLTP diminue la liaison des LPS aux lipoprotéines de haute densité
(HDL) in situ empéchant ainsi leur inactivation précoce et in fine, leur détoxification par la voie hépatobiliaire.
L’absence de PLTP induit ainsi une forte incapacité a détoxifier efficacement les LPS d’origine intestinale et
péritonéale, conduisant & une augmentation de la réponse inflammatoire et & de possibles complications plus
séveres (obésité, insulinorésistance, syndrome inflammatoire systémique). La PLTP posséde donc un réle majeur
dans la neutralisation précoce des LPS dans la cavité abdominale, faisant d’elle une cible thérapeutique

intéressante dans le traitement des maladies métaboliques et infectieuses.

Abstract

LPS (lipopolysaccharides) are endotoxins originating from Gram-negative bacteria. They have been extensively
described for their ability to interact with and disrupt the intestinal barrier. These toxins are able to cross the gut
barrier and to pass into the blood (endotoxemia), leading to low-grade metabolic inflammation or to a severe
inflammatory syndrome (SIRS). Fortunately, some circulating proteins such as PLTP (Phospholipid Transfer
Protein) are able to transfer LPS to plasma lipoproteins in order to inactivate and detoxify them. The main goals of
this study were to investigate the metabolic fate of LPS from the gut and peritoneal cavity but also the influence of
PLTP on these toxins in a context of inflammatory and infectious diseases such as obesity, type 2 diabetes (T2D)
or peritonitis. Wild-type mice (presence of active endogenous PLTP) were compared with PLTP-deficient genetically
engineered mice after oral or intraperitoneal administration of LPS. After oral administration of LPS, PLTP deficiency
leads to increased translocation of LPS from the gut lumen to the circulation, where its association with plasma
lipoproteins is strongly decreased together with a defect of clearance of triglyceride-rich lipoproteins (TRL) due to
decreased lipoprotein lipase (LPL) activity, a key enzyme involved in triglycerides hydrolysis. After intraperitoneal
administration of LPS, the absence of PLTP leads to a decrease binding of LPS to high-density lipoproteins (HDL)
in situ, preventing their early inactivation and their detoxification by the hepatobiliary pathway.

The absence of PLTP is associated with a strong inability to efficiently detoxify LPS originating from the gut or from
peritoneal cavity leading to an increased inflammatory response and potential more severe complications (obesity,
insulin resistance, systemic acute inflammatory syndrome). Thus, PLTP plays a major role in the early neutralization
of LPS in abdominal cavity and it could be an interesting therapeutic target in the treatment of metabolic and

infectious diseases.




