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Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont la 19 cause de décés dans le monde. En effet,
d’apreés 1’organisation mondiale de la santé, on estime a 17,1 millions le nombre de déces
imputables aux maladies cardiovasculaires, soit 29% de la mortalité mondiale totale (statistiques
2004). 11 s’agit de maladies multifactorielles dont ’'une des causes majeures se situe dans un
déréglement du métabolisme des lipoprotéines. La dyslipidémie associée a I’obésité et a
I’insulinorésistance semble étre de plus en plus impliquée, principalement du fait d’un fort
accroissement de I’incidence de 1’obésité, particulierement dans les pays industrialisés.

Cette dyslipidémie, caractérisée par des taux élevés de triglycérides et de cholestérol,
ainsi que par une concentration plasmatique en HDL-cholestérol réduite, est particulierement
athérogene. En effet, I’hypertriglycéridémie, de méme que [I’hypercholestérolémie, sont
maintenant reconnues comme facteurs indépendants du risque d’athérosclérose. De plus, de
nombreuses ¢études ont montré qu’il existe une corrélation négative entre le risque
cardiovasculaire et la concentration en HDL-cholestérol, suggérant ainsi un role protecteur des
HDL pouvant s’expliquer par leur forte implication dans le retour du cholestérol des tissus
périphériques vers le foie, voie appelée transport inverse du cholestérol. Cette voie consiste en
une prise en charge du cholestérol libre des cellules périphériques par les HDL suivi d’une
estérification de celui-ci. Le cholestérol est ensuite capté par le foie soit de fagcon sélective, soit
par la capture directe de la particule de HDL, ou encore apres transfert par la cholesteryl ester
transfer protein (CETP) vers VLDL et LDL puis capture hépatique de ces derniers.

Le transport inverse du cholestérol est I'une des cibles majeure des traitements des
dyslipidémies, puisqu’on a montré qu’une baisse du LDL-cholestérol n’est pas suffisante a elle
seule pour réduire le risque cardiovasculaire et qu’une hausse du HDL-cholestérol peut participer
significativement a cette réduction. Actuellement, la CETP apparait comme une cible
thérapeutique prometteuse dans la mesure ou il semblerait qu’elle joue un réle majeur lors de
I’apparition de la dyslipidémie. En effet, la CETP permet le transfert d’esters de cholestérol des
HDL vers les VLDL et les LDL en échange de triglycérides. Du fait d’une hypertriglycéridémie,
il y a, chez les patients obéses et insulinorésistants, une augmentation des échanges via la CETP,
ce qui entraine un enrichissement des VLDL et LDL en cholestérol et rend ces lipoprotéines plus
athérogenes. En contrepartie, on observe un enrichissement des HDL en triglycérides. Ces HDL
riches en triglycérides ont un catabolisme accéléré et leur concentration en est donc réduite. Cette

situation, bien connue chez I’homme, s’est compliquée lorsque notre laboratoire a mis en
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¢vidence une dyslipidémie semblable a celle de I’homme chez le chien obése et insulinorésistant,
alors méme que le chien est une espéce dépourvue de CETP. De plus, les agents
hypotriglycéridémiants devraient entrainer, chez I’homme, une hausse du HDL-cholestérol
consécutive a une réduction des échanges via la CETP, or ce n’est pas le cas de certaines de ces
molécules.

Afin d’¢éclaircir I'implication de la CETP dans le métabolisme du cholestérol, et
notamment son rdle dans la dyslipidémie associée a I’obésité et I’insulinorésistance, ce travail de
thése a eu pour objectif d’étudier, chez le chien obése et insulinorésistant, les effets de deux
agents hypotriglycéridémiants naturels et possédant des effets différents sur le HDL-cholestérol.
Nous avons premierement étudié les effets de I’acide nicotinique, décrit comme favorisant une
hausse du HDL-cholestérol. Ensuite, des chiens ont regu une supplémentation en acides gras
polyinsaturés oméga 3, réputés hypotriglycéridémiants mais ne modifiant pas la concentration
plasmatique en HDL-cholestérol.

Avant de présenter les résultats obtenus, il apparait nécessaire de faire quelques rappels
bibliographiques. Dans une premiére partie, nous aborderons le métabolisme du cholestérol dans
son ensemble, en ciblant plus particulierement le transport inverse du cholestérol. Ensuite, les
conséquences métaboliques et cellulaires de I’obésité et de I’insulinorésistance seront présentées,
notamment les perturbations du métabolisme des lipoprotéines. Enfin, la derniére partie traitera

de I’acide nicotinique et des acides gras polyinsaturés oméga 3
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I. Rappels sur le métabolisme du cholestérol

Le cholestérol est un lipide de la famille des stérols. II est synthétisé principalement par le
foie et I’intestin a hauteur de 500 mg par jour, mais est également apporté par 1’alimentation a un
niveau sensiblement identique. Il existe aussi un recyclage important du cholestérol au niveau
intestinal. Le cholestérol est un composant majeur des membranes cellulaires qui contribue a leur
stabilit¢ et au maintien de leurs structures. Il est également un précurseur de nombreuses
molécules telles que la vitamine D3, les hormones stéroides (cortisol, corticostérone et
aldostérone), les hormones sexuelles (progestérone, cestrogéne et testostérone) ou encore les
acides biliaires.

Du fait de son caractére hydrophobe, le transport du cholestérol dans le sang nécessite la
formation de particules amphiphiles appelées lipoprotéines. Ce transport a ét¢ divisé en trois
grandes voies. Premic¢rement, la voie exogene, qui se fait par I’intermédiaire de lipoprotéines
appelées chylomicrons, permet le transport du cholestérol d’origine intestinale vers le foie. La
deuxiéme voie a été dénommeée voie endogéne et permet la distribution vers 1’ensemble de
I’organisme du cholestérol synthétisé ou recyclé par le foie. Cette voie se caractérise par une
syntheése hépatique de lipoprotéines riches en triglycérides, les VLDL. Ces triglycérides sont
ensuite hydrolysés pour conduire a des lipoprotéines de plus petites tailles, les LDL. Ce sont les
LDL qui sont reconnus et capturés par les cellules périphériques pour couvrir les besoins
cellulaires en cholestérol. Enfin, le catabolisme du cholestérol ne peut se faire qu’au niveau
hépatique. C’est pourquoi il existe une troisieme voie de transport, permettant le retour du
cholestérol cellulaire vers le foie, appelée transport inverse du cholestérol. Elle consiste en un
efflux de cholestérol des cellules périphériques vers des lipoprotéines de haute densité appelée
HDL. Le cholestérol des HDL est ensuite estérifié par la lecithin:cholesterol acyltransferase
(LCAT) avant d’étre capturé par le foie en vue de son €élimination sous forme de sels biliaires.

L’importance de 1’étude du transport plasmatique du cholestérol vient de I’implication de
celui-ci dans les maladies cardiovasculaires, et notamment dans 1’athérosclérose. En effet, en
situation d’hypercholestérolémie, les LDL en grand nombre sont capturés par les macrophages

situés dans la paroi des vaisseaux. Ces macrophages s’enrichissent en lipides, se transforment en
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Figure 1 : Représentation schématique d’une lipoprotéine.

Tableau 1 : Principales caractéristiques physicochimiques des lipoprotéines plasmatiques chez
I’homme (Gotto et al., 1986).

Densité Mobilité Apolipoprotéines
Lipoprotéines Diamétre (A)
(g/mL) électrophorétique majeures
Chylomicrons <0,930 800-5000 Origine B48,C, E
VLDL 0,930-1,006 300-400 Pré-p B100,C, E
IDL 1,006-1,019 250-350 Pré-g, B B100
LDL 1,019-1,063 200-250 B AL AILLE
HDL, 1,063-1,125 95-120 o Al
HDL; 1,125-1,210 55-95 a AL E
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cellules spumeuses et participent a ’apparition d’une plaque d’athérome, pouvant obstruer les
vaisseaux et conduire a des incidents cardiovasculaires (infarctus du myocarde, accidents
vasculaires cérébraux, etc.). Il est donc essentiel de bien connaitre le métabolisme du cholestérol
afin de proposer des approches thérapeutiques et/ou nutritionnelles visant a réduire la survenue de

ces incidents cardiovasculaires.

I.1 Généralités sur les lipoprotéines
Les lipides (triglycérides, phospholipides, cholestérol) sont des molécules hydrophobes.

Leur circulation dans le sang, milieu hydrophile, nécessite la formation de structures plus
complexes appelées lipoprotéines, associant ces lipides et des protéines dénommées
apolipoprotéines. Les lipoprotéines ont un rdéle de transport des lipides du foie ou de I’intestin
vers les cellules périphériques mais également de ces cellules périphériques vers le foie, lieu de
leur catabolisme. Il s’agit de particules globulaires (figure 1) de haut poids moléculaire,
présentant une monocouche périphérique hydrophile constituée de phospholipides (PL) et de
cholestérol libre (CL), et un cceur hydrophobe formé de triglycérides (TG) et d’esters de
cholestérol (EC). Les apolipoprotéines sont des molécules amphiphiles qui participent a la
cohésion de I’ensemble.

Malgré des caractéristiques structurales communes, les lipoprotéines différent
profondément les unes des autres par la nature et la proportion de leurs constituants, le lieu de
leur synthése, leurs rdles biologiques et leurs métabolismes. En effet, les associations
moléculaires non covalentes que forment les lipoprotéines subissent dans la circulation des
remaniements permanents. Des échanges et des transferts ont lieu entre les lipoprotéines et les

cellules mais également entre les différentes lipoprotéines.

I.1.a Principales caractéristiques des lipoprotéines

IL.1.a.i Situation chez I’homme
Chez I’homme, les lipoprotéines sont classées en cinq groupes suivant leur densité

(tableau 1). Par ordre croissant de densité¢ on trouve : les chylomicrons (CM), les Very Low
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Tableau 2 : Composition chimique des lipoprotéines plasmatiques de I’homme (Gotto et al., 1986).
Composition chimique (% masse)

Lipoprotéines

PR PL CL CE TG

Chylomicrons 2 5 1 2 90
VLDL 10 16 7 13 54
IDL 17 20 9 34 20
LDL 23 21 11 41 4
HDL, 42 35 5 13 5
HDL; 56 23 3 15 3

PR : protéines, PL : phospholipides, CL : cholestérol libre, CE : cholestérol estérifié, TG : triglycérides.

Tableau 3 : Principales caractéristiques physicochimiques des lipoprotéines plasmatiques du chien
(Mahley and Weisgraber, 1974).

Lipoprotéines ]()ge;rrlrfgf Diamétre (4) électxgzi)l:‘téétique AP":;I:;E;:E?““
Chylomicrons < 0,960 900-3000 Origine B48,C, E
VLDL 0,930-0,1006 260-900 Pré-f B100, C, E
LDL 1,006-1,087 160-250 B B100
HDL, 1,025-1,100 100-350 o Al AILE
HDL, 1,070-1,100 55-85 o Al
HDLc 1,100-1,210 240-260 o AL E

Tableau 4 : Composition chimique des lipoprotéines plasmatiques du chien (Mahley and Weisgraber,
1974).

Composition chimique (% masse)

Lipoprotéines PR PL CL CE TG
Chylomicrons 3 32 44 * 21
VLDL 14 10 6 2 68
LDL 27 28 5 17 23
HDL, 22 41 5 30 2
HDL, 43 36 5 15 1
HDLc 12 37 10 40 1

PR : protéines, PL : phospholipides, CL : cholestérol libre, CE : cholestérol estérifié, TG : triglycérides
*:CE+CL
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Density Lipoprotein (VLDL), les Intermediate Density Lipoprotein (IDL), les Low Density
Lipoprotein (LDL), lipoprotéines dominantes chez I’homme et les High Density Lipoprotein
(HDL). De plus, il est également possible de différencier deux classes de HDL en fonction de
leur densité : les HDL; et les HDL3. L’augmentation de la densité des lipoprotéines est due a un
appauvrissement en TG accompagnée d’un enrichissement en cholestérol.

Le tableau 2 présente la composition chimique des principales lipoprotéines plasmatiques
humaines. Les CM et les VLDL sont surtout impliqués dans le transport des TG alors que les
LDL et HDL se chargent essentiellement du transport du cholestérol. Les différences de
composition s’expliquent par les roles distincts joués par ces différentes lipoprotéines. Les CM
sont responsables du transport des lipides alimentaires de I’intestin aux tissus. Les VLDL,
synthétisées par le foie, participent a la voie endogene des lipoprotéines, transportant les TG du
foie vers les tissus périphériques. Les IDL, issus de 1’hydrolyse des TG des VLDL, participent
aussi au transport des lipides vers les cellules périphériques. Les LDL, issues des IDL, constituent
la derniére forme de lipoprotéine de la voie endogene apres appauvrissement en TG. Enfin, les
HDL sont les seules lipoprotéines permettant le transport du cholestérol des tissus périphériques

vers le foie.

L 1.a.ii Situation chez le chien
Chez le chien, quatre classes de lipoprotéines ont été identifiées. Les IDL, issues du

catabolisme des VLDL, n’ont pour le moment pas ¢té caractérisées. Il existe donc chez le chien
les CM, présents uniquement en période post-prandiale, les VLDL, les LDL et les HDL (Mahley
and Weisgraber, 1974). Comme chez I’homme, les HDL peuvent étre séparés en deux sous-
classes, HDL; et HDL,, en fonction de leur densit¢ (Mahley and Weisgraber, 1974). 1l peut
exister, uniquement aprés ingestion d’un régime hyper-lipidique et surtout hyper-
cholestérolémique, une troisiéme classe d’HDL, appelée HDL, riche en cholestérol et en
apolipoprotéine E et pauvre en apolipoprotéine Al (Mahley et al., 1974, Gordon et al., 1983). Ces
lipoprotéines ne sont toutefois pas présentes chez le chien sain (Mahley and Weisgraber, 1974).
Alors que les VLDL sont faiblement présentes, les HDL sont les lipoprotéines prédominantes
chez le chien puisqu’elles représentent prés de 85% du total des lipoprotéines (Mahley and

Weisgraber, 1974, Chapman, 1986, Maldonado et al., 2001). Les principales caractéristiques
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a< 1,006
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1,070-1,210

Figure 2 :

Densité des lipoprotéines canines (Mahley and Weisgraber, 1974)
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physicochimiques des lipoprotéines canines sont répertoriées dans les tableaux 3 et 4. Une
caractéristique importante de ces lipoprotéines est le chevauchement de la gamme de densité des
LDL et des HDL qui rend difficile leur séparation par des méthodes classiques basées sur la

densité (figure 2). (Mahley and Weisgraber, 1974, Barrie et al., 1993).

I.1.b Les principales apolipoprotéines
Les apolipoprotéines (apo) sont des protéines amphiphiles dont la partie hydrophobe

pénetre a I’intérieur du cceur hydrophobe de la lipoprotéine alors que la partie hydrophile se situe
en surface de la particule. De ce fait, les apolipoprotéines ont une fonction structurale importante
en participant a la cohésion de I’ensemble. Elles permettent également la reconnaissance des
lipoprotéines par différents récepteurs et enzymes, jouant un réle prépondérant dans I’ensemble
de leur métabolisme.

Initialement, les apolipoprotéines ont été subdivisées en trois sous-familles distinctes
selon la nomenclature A, B et C (Gustafson et al., 1966), les apoA étant principalement associées
aux HDL, les apoB aux LDL et les apoC aux VLDL et HDL. En fait, bien qu’encore couramment
utilisée de nos jours, cette nomenclature a considérablement évolué au cours des trente derniéres
années, en raison de la découverte de nouvelles apolipoprotéines et de profils de distribution
spécifiques au sein des lipoprotéines plasmatiques. Le tableau 5 regroupe les caractéristiques

principales des apolipoprotéines humaines.

L1.b.i ApoBl100 et apoB48
L’apolipoprotéine majeure des VLDL et des LDL est ’apoB100. Elle est synthétisée par

le foie et entre dans le plasma comme constituant des VLDL. L’apoB100 humaine est une
protéine de 4536 acides aminés et d’un poids moléculaire apparent de 550 000 Da (Segrest et al.,
2001). Chez I’homme sain, la concentration plasmatique en apoB100 est d’environ 80 mg/dL
alors que chez le chien elle est d’environ 55 mg/dL. Il y a une seule molécule d’apoB100 par
molécule de VLDL et LDL, ce qui permet d’évaluer leur quantité plasmatique (Ganda, 2009). La
structure de I’apoB100 est divisée en 5 parties : un domaine globulaire n-terminal, deux domaines
hydrophobes en feuillets § et deux domaines hydrophobes en hélices a, un entre les deux feuillets
B et I’autre a I’extrémité c-terminale de la protéine (Segrest et al., 2001). Le domaine n-terminal

est d’une haute importance pour le métabolisme des VLDL. En effet, ce domaine interagit avec la

11
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Tableau 5 : Identité, expression tissulaire, distribution plasmatique et fonction des principales
apolipoprotéines humaines.

Nom Tissu Distribution Fonction
apoAl Foie, intestin CM, HDL Structure, activateur de la LCAT, efflux de
cholestérol
apoAll Foie, (intestin) HDL Structure, activateur/inhibiteur de la HL,
efflux de cholestérol
apoAlV Foie, intestin CM, HDL TIC, activateur de la LCAT, métabolisme
des lipoprotéines riches en TG
apoAV Foie Meétabolisme des lipoprotéines riches en
TG
apoB100 Foie VLDL, IDL, LDL  Structure, synthése et sécrétion des VLDL,
ligand du LDL-R
apoB48 intestin CM Structure, synthese et sécrétion des CM,
ligand de récepteur
apoCI Foie, (intestin) CM, VLDL, HDL Inhibiteur de la CETP, activateur de la
LCAT, inhibiteur de la liaison au récepteur
apoCII Foie, (intestin) CM, VLDL, HDL Activateur de la LPL
apoCIII  Foie, (intestin) CM, VLDL, HDL Inhibiteur de la LPL, inhibiteur de la
captation hépatique des lipoprotéines
riches en TG
apoD Foie, intestin, HDL, LDL, TIC?
rate, pancréas, VLDL
cerveau
apoE Foie, CM, VLDL, IDL, Ligand des récepteurs LDL-R et LRP
macrophage, HDL
cerveau
apoF Foie LDL, (VLDL, Inhibiteur de la CETP
HDL)
apoG ? HDL ?
apoH ? HDL ?
apoJ ? HDL Anti-inflammatoire
apoM Foie, rein HDL Efflux de cholestérol, TIC
CETP : cholesteryl ester transfer protein, CM : chylomicrons, HDL : high density lipoprotein,

HL : lipase hépatique, LCAT : lecithin : cholesterol acyltransferase, LDL : low density

lipoprotein, LDL-R : LDL receptor, LPL : lipoprotein lipase, TIC : transport inverse du

cholestérol, TG : triglycéride, VLDL : very low density lipoprotein.

12
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Microsomal Triglyceride Transfer Protein (MTP), protéine qui permet 1’association entre les
lipides et 1’apoB100 lors de la synthése des CM et VLDL (Dashti et al., 2002). L’apoB100 est
¢galement le ligand du LDL receptor et permet donc la capture du cholestérol des LDL par les
cellules périphériques.

L’apoB48 est quand a elle synthétisée par I’intestin gréle et entre dans la composition des
chylomicrons. Le méme geéne code 1’apoB100 et 1’apoB48. Une modification post-
transcriptionnelle de I’ARN de 1’apoB100 permet 1’apparition au niveau d’un site spécifique d’un
codon stop UAA a la place d’un codon CAA conduisant a une protéine de 2152 acides aminés,

soit 48% de I’apoB100 (Chen et al., 1987, Powell et al., 1987).

L1b.ii ApoA
L’apolipoprotéine Al (apoAl) est présente dans la majorité des HDL et y constitue

environ 70% de la fraction protéique. Il en résulte que la concentration plasmatique en apoAl est
parfaitement corrélée avec celle des HDL. On retrouve également une faible proportion d’apoAl
dans les chylomicrons. L’apoAl est principalement synthétisée par le foie et I’intestin et va
s’associer avec du cholestérol et des phospholipides pour former les pré-B-HDL. Il semblerait que
la part de I’intestin dans la synthése de 1’apoAl ne soit que d’environ 10% (Ikewaki et al., 1993).
L’expression du geéne de I’apoAl est régulée par une myriade de facteurs nutritionnels,
hormonaux ou pharmacologiques : lipides, alcool, estrogénes et androgénes, glucocorticoides,
fibrates, statines, etc. (Malik, 2003).

Du fait de son importance dans D’initiation du transport inverse du cholestérol en
favorisant 1’efflux de cholestérol, la concentration en apoAl est un facteur important dans la
susceptibilité de développer des maladies cardiovasculaires. Des souris transgéniques possédant
le geéne de 1’apoAl humain ont des niveaux de HDL et d’apoAl trés élevés et développent moins
de lésions athérosclérotiques (Rubin et al., 1991). L’apoAl est également un activateur de la
LCAT, enzyme responsable de I’esterification du cholestérol plasmatique (Frank and Marcel,
2000) et un ligand de SR-BI, récepteur responsable de la capture sélective des esters de
cholestérol par le foie (Lagrost et al., 1995).

L’apoAll est la seconde apolipoprotéine des HDL en termes d’abondance (25% de la
masse protéique) et est retrouvée dans environ 2/3 des particules de HDL. Elle est synthétisée

essentiellement par le foie. Son réle physiologique est mal connu. Elle inhibe la lipase hépatique,

13
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empéchant ainsi 1’hydrolyse des TG et des PL composant les HDL, ce qui modifie leur
métabolisme (Zhong et al., 1994). Elle régule la LCAT (Chen and Albers, 1986) et inhibe I’efflux
de cholestérol (Hedrick and Lusis, 1994). On a également montré que malgré une augmentation
du cholestérol des HDL (HDL-cholestérol), 1’apoAll favorise le développement de
I’athérosclérose (Schultz et al., 1993, Warden et al., 1993). Chez le chien, I’existence de I’apoAll
est trés controversée. En effet, Malhey et al. (1976) ’auraient identifi¢ mais Chung et al. (1982)

ont au contraire montré son absence.

L 1.b.iii Autres apolipoprotéines
Les apolipoprotéines C forment, chez I’homme comme chez le chien, un groupe de 3

peptides (CI, CII et CIII) de poids moléculaire compris entre 6500 et 8800 Da. Elles sont
synthétisées par le foie et I’intestin et sont trouvées dans les chylomicrons, les VLDL et les HDL.
Les apoC ont la propriété de pouvoir étre redistribuées entre les différentes classes de
lipoprotéines. A jeun, elles sont surtout associées aux HDL. Lors de la sécrétion intestinale des
chylomicrons ou durant la synthése des VLDL par le foie, les apoC sont redistribuées vers ces
lipoprotéines riches en triglycérides. Lors du catabolisme de ces lipoprotéines (c'est-a-dire lors de
I’hydrolyse des triglycérides par la lipoprotéine lipase), I’exces d’apoC est libéré et transféré aux
HDL.

L’apoClI est I’apoC la moins étudiée. Elle est capable d’activer la LCAT (Soutar et al.,
1975). Elle inhibe également la liaison des lipoprotéines aux récepteurs ainsi que la CETP
(Gautier et al., 2000). En effet, I’'immunodépletion de 1’apoCI conduit a une hausse de 43% des
échanges via la CETP.

L’apoClI est un cofacteur indispensable de la lipoprotéine lipase (LPL) (Catapano, 1982),
et est donc directement liée a la triglycéridémie. Elle peut également inhiber, chez ’homme, a un
moindre degré que 1’apoCllIl, la capture des lipoprotéines riches en TG par les récepteurs
hépatiques (Havel, 1986). L apoCIII est I’apoC la plus athérogene. En effet, on a mis en évidence
une forte corrélation entre les concentrations d’apoCIIl et de TG (Lee et al., 2003), mais
¢galement avec la progression de 1’athérosclérose (Hodis, 1999, Alaupovic et al., 1997).

L’apoCIII est le principal inhibiteur endogeéne de la lipolyse des VLDL. En effet, elle
inhibe la LPL (Brown and Baginsky, 1972) et diminue la capture hépatique des particules issues

des chylomicrons et des VLDL appelées remnants, aussi bien in vivo que in vitro (Quarfordt et
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al., 1982, Windler and Havel, 1985), en inhibant la liaison des lipoprotéines a apoB au LDL
receptor (Clavey et al., 1995). La régulation du métabolisme de 1’apoCIII pourrait donc étre une
nouvelle approche thérapeutique dans le traitement de la dyslipidémie et 1’athérosclérose chez les

patients atteints de syndrome métabolique (Ooi et al., 2008).

L’ApoE est synthétisée principalement par le foie bien que de nombreux autres tissus
puissent également le faire (cerveau, rate, ovaires, etc.). Il existe également une synthese
importante d’apoE par les macrophages (Werb et al., 1986). Cette apolipoprotéine constitue entre
10 et 20% de la partie protéique des VLDL mais on la trouve aussi dans les chylomicrons et les
HDL. Son principal réle est d’assurer la reconnaissance des lipoprotéines par le récepteur a 1’apo
B/E (LDL receptor), le récepteur a ’apoE (LDL receptor related protein) et le récepteur des
VLDL. De plus, I’apoE, que 1’on trouve dans les HDL riches en triglycérides, semble jouer un

role dans I’efflux de cholestérol vers ces HDL (Mahley et al., 2006).

1.2 Absorption intestinale du cholestérol et voie exogéne
Le cholestérol entrant dans la lumiére intestinale peut provenir des aliments, de la bile ou

bien de la desquamation de 1’épithélium intestinal. Chez ’homme, cela représente par jour
environ 300-500 mg, 800-1200 mg et 300 mg de cholestérol respectivement. Bien que 1’intestin
ait la capacité d’absorber du cholestérol sur toute sa longueur, le duodénum et le jéjunum
proximal représentent les principaux sites d’absorption (Wang and Carey, 2003). Préalablement a
I’absorption par 1’entérocyte, des micelles comprenant principalement des acides biliaires, des
triglycérides et du cholestérol doivent étre formées afin d’assurer le transport des lipides jusqu'a
la membrane apicale des cellules ou les micelles se désagrégeront pour permettre I’entrée du
cholestérol dans I’entérocyte. Bien que la diffusion passive du cholestérol, suivant un gradient de
concentration, ait été évoquée (Stange and Dietschy, 1985), son efflux rapide du pdle apical vers
la membrane baso-latérale de ’entérocyte et 1’inhibition de son absorption par des inhibiteurs
spécifiques tel que I’ézétimibe suggerent que ce processus est régulé par de nombreux genes et

transporteurs (Lammert and Wang, 2005). Parmi ceux-ci, on peut citer le SR-BI
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Figure 3 : Absorption intestinale des lipides et synthése des chylomicrons (Igbal and Hussain,
2009).

Le cholestérol entre dans I’entérocyte via la transporteur NPC1L1, puis est estérifié¢ par 1’action
de ’ACAT. Les acides gras entrent dans la cellule grace au transporteur CD36 et permettent la
synthése de TG grace a ’action de la DGAT. Le MTP permet ensuite 1’assemblage de I’apoB48,
du CE, des TG et de la vitamine A pour former les pré-CM, qui apreés maturation dans I’appareil
de golgi, forment les CM. Ceux-ci sont ensuite sécrétés dans la lymphe.

ACAT : acyl-CoA cholesterol acyltransferase, AG : acide gras, B48 : apolipoprotéine B48, CE :
cholestérol estérifié, CM : chylomicrons, DGAT : diacylglycerol acyltransferase, LRAT :
lecithin retinol acyltransferase, MTP : microsomal triglyceride transfer protein, NPCILI :

Niemann-Pick CI like 1, RE : réticulum endoplasmique, TG : triglycérides, Vit A : vitamine A.
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(Igbal and Hussain, 2009), mais c’est la protéine Niemann-Pick CI like 1 (NPC1L1), identifiée en
2004, qui a été caractérisée comme étant le principal transporteur intestinal du cholestérol
(Altmann et al., 2004) (figure 3).

L’entérocyte assemble ensuite les EC, les TG, et les apolipoprotéines (principalement
I’apoB48) grace a la MTP et forme les chylomicrons qui vont permettre le transport du
cholestérol alimentaire dans la circulation, voie de transport appelée voie exogene du cholestérol
(figures 3 et 4). Les chylomicrons secrétés dans la circulation sont rapidement hydrolysés par la
LPL, libérant des acides gras libres, des PL et des apolipoprotéines (apoAl et apoC). Ces
dernieéres vont alors étre principalement capturées par les HDL. Ce mécanisme aboutit a la
formation de lipoprotéines résiduelles, riches en EC, appelées chylomicrons remnants, qui vont
revenir au foie par un mécanisme d’endocytose apres reconnaissance de I’apoE par le LDL

receptor ou le LDL receptor-related protein (LRP) (Martins and Redgrave, 2004).

I.3 Voie endogéne
Le transport du cholestérol et des TG synthétisés par le foie vers les tissus périphériques

(voie endogene) se fait par I’intermédiaire des VLDL (figure 4), assemblage de cholestérol, de
TG, de PL et d’apolipoprotéines (B100, CI, CII, CIII et E). Leur concentration augmente
fortement aprés un repas pour revenir a un niveau basal entre les repas. L’apoCII contenue dans
les VLDL permet ’activation de la LPL qui hydrolyse les TG, transformant les VLDL en IDL.
Une nouvelle hydrolyse conjointe par la LPL et la lipase hépatique transforme les IDL en LDL.
L’apoB100 des LDL est ensuite reconnue par le LDL receptor qui internalise la lipoprotéine,
rendant le cholestérol disponible pour les besoins cellulaires. Lorsque le nombre de LDL receptor
est insuffisant, que ces récepteurs possédent une moindre affinité pour les LDL ou encore que
I’apport alimentaire de lipides est trop élevé, la concentration plasmatique de cholestérol est
anormalement ¢élevée et ce cholestérol se retrouve principalement dans les LDL. Il y a alors une
internalisation de LDL dans les macrophages qui se trouvent dans l’intima des vaisseaux,
entrainant une transformation de ceux-ci en cellules spumeuses, facteur important de

I’athérogenc¢se.
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TISSUS
PERTPHERIQUES

Voie exogéne Voie endogéne

Figure 4 : Représentation schématique du métabolisme des lipoprotéines chez 1’homme, voie
exogene et endogene.

La voie exogeéne correspond au transport des lipides alimentaires de I’intestin vers le foie. Les
entérocytes synthétisent les CM qui sont hydrolysés par la LPL pour former les CM remnants.
Ces derniers sont ensuite capturés par le foie, principalement via le récepteur a apoE.

La voie endogene correspond au transport des lipides du foie vers les tissus périphériques. Les
VLDL sont synthétisés par le foie, puis hydrolysés par la LPL pour former les IDL. Ceux-ci
subissent ¢galement une hydrolyse par la HL et conduisent aux LDL. Les LDL sont ensuite
captés par les tissus périphériques grace au LDL receptor. Les VLDL et LDL peuvent également
étre capturés par le foie via ce méme récepteur.

CM : chylomicrons, HL : lipase hépatique, LDL : low density lipoprotein, IDL : intermediate
density lipoprotein, LPL : lipoprotein lipase, R. apoB/E : récepteur a apoB et E (ou LDL
receptor), R. apoE : récepteur a apoE, VLDL : very low density lipoprotein.
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1.4 Transport inverse du cholestérol (TIC)

De nombreuses ¢études épidémiologiques ont montré une corrélation inverse entre, d’une
part, les concentrations plasmatiques d’HDL-C et de I’apoprotéine majeure des HDL, I’apoAl, et,
d’autre part, le développement de 1’athérosclérose (Boden, 2000). En effet, 1’injection d’HDL-C
ou d’apoAl prévient I’athérosclérose (Badimon et al., 1990, Duverger et al., 1996). Des résultats
identiques ont été mis en évidence chez la souris surexprimant le géne de I’apoAl (Dimayuga et
al., 1999). La capacité des HDL a réduire 1’athérosclérose, et donc a réduire les MCV, est
principalement due a leur role prédominant dans le transport inverse du cholestérol (TIC), unique
voie de retour du cholestérol des tissus périphériques vers le foie en vue de son élimination de
I’organisme sous forme de sels biliaires (figure 5). Décrit pour la 1° fois il ya plus de 40 ans
(Glomset, 1968), le TIC a depuis lors été la cible de nombreux essais thérapeutiques visant, avec
plus ou moins de succes, a favoriser le turn-over des HDL dans le but de réduire la progression
ou I’apparition de MCV. Nous allons en décrire une a une les différentes étapes, de la sortie du

cholestérol des tissus périphériques a son retour au foie.

I.4.a Formation des pré-p-HDL
Les HDL naissantes (pré-p-HDL) ont une structure discoidale composée d'une couche

unique repliée sur elle-méme de molécules de PL, d'apolipoprotéines et de cholestérol. L'origine
des ces pré-B-HDL est mixte, tissulaire et plasmatique. D’une part, le foie et la muqueuse
intestinale sécrétent des HDL discoidales dont I’apoE est la principale apolipoprotéine. D’autre
part, dans la circulation, les replis formés a partir des ¢léments de surface des chylomicrons et des
VLDL, lors de l'hydrolyse des TG, représentent une source importante d'HDL discoidales
contenant principalement de I’apoAl et des apoC. Les pré-B-HDL s’enrichissent alors en

apolipoprotéines, en cholestérol et en PL grace a 1’action de différents transporteurs.

I.4.a.i L’ATP-binding cassette transporter A1 (ABCAI)
L’ABCAl a été récemment caractérisé sur le chromosome 9 du génome humain

(Santamarina-Fojo et al., 2000). Cette glycoprotéine de la famille des transporteurs ABC posséde
2 domaines transmembranaires et 2 domaines intracellulaires de liaison aux nucléotides (Bungert
et al., 2001). Son expression a lieu principalement dans les macrophages, le foie, le placenta,

I’intestin gréle et les poumons (Kielar et al., 2001). Des mutations du géne de ’ABCA1 ont été
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Figure 5 : Représentation schématique du transport inverse du cholestérol chez I’homme.

Le transport inverse du cholestérol débute par I’efflux de CL des tissus périphériques vers

I’apoAl pour former les pré-B-HDL. Ce CL est ensuite estérifié par la LCAT pour former les

HDL; puis les HDL,. Le CE des HDL peut étre capturé par le foie, principalement via le SR-BI,

ou étre transférés aux VLDL et LDL grace a la CETP avant son retour au foie apres

reconnaissance des VLDL et LDL par le LDL receptor. Le CE est ensuite transformé au niveau

du foie en acides biliaires pour étre excrété dans la bile.
ABCAL : ATP binding cassette A1, ABCG1 : ATP binding cassette G1, CE : cholestérol estérifi¢,
CL : cholestérol libre, LCAT : lecithin cholesterol acyltransferase, LDL-R : LDL receptor, SR-

BI : scavenger receptor class B type I, TG : triglycérides.
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décrites chez I’homme comme conduisant a la maladie de Tangier (Bodzioch et al., 1999), rare
maladie génétique caractérisée par une tres faible concentration plasmatique en HDL et une
accumulation intracellulaire de cholestérol (Francis et al., 1995). Ces symptomes ont également
été retrouvés chez des souris KO pour le géne de ’ABCA1 (McNeish et al., 2000). A I’inverse
une surexpression de I’ABCA1 entraine une forte augmentation des niveaux plasmatiques d’HDL
(Singaraja et al., 2002, Vaisman et al., 2001).

L’ABCALI nécessite 1’utilisation d’ATP pour le transport transmembranaire de cholestérol
et de PL, principalement vers I’apoAl et de fagon mineure vers les pré-B-HDL (Oram and
Vaughan, 2000, Remaley et al., 2001). En réalité, I’apoAl doit étre délipidée ou associée a tres
peu de lipides pour pouvoir jouer le role d’accepteur (Duong et al., 2008, Mulya et al., 2007).
Cependant, diverses apolipoprotéines (apoAll, AIV, CI, CII, CIII et E) peuvent également
remplir ce role d’accepteur mais a un niveau moindre (Remaley et al., 2001). Le mécanisme réel
de cet efflux n’est pas encore totalement ¢lucidé. La liaison directe de I’apoAl a ’ABCALI
semble étre nécessaire a sa réalisation. En effet, la surexpression de ’ABCAL1 entraine une
augmentation de la liaison de I’apoAl a la membrane (Chambenoit et al., 2001) alors que le
glyburide, molécule antidiabétique, inhibe cette liaison et, parallelement, inhibe 1’efflux de
cholestérol (Wang et al., 2001a). De plus, I’étude des mutations d’ABCA1 a montré que tous les
mutants ne pouvant réaliser 1’efflux sont également incapables de réaliser de liaison a 1’apoAl
(Fitzgerald et al., 2002). La lipidation de I’apoAl se ferait alors en 2 étapes. Premi¢rement,
I’apoAl se lierait a ’ABCAL, et dans un deuxiéme temps, elle s’associerait a du cholestérol et
des phospholipides avant d’étre relarguée dans le milieu extracellulaire (Chroni et al., 2004,
Vedhachalam et al., 2004).

Le principal activateur de ’ABCA1 est le cholestérol (Langmann et al., 1999). La
régulation de ’ABCA1 semble étre controlée par deux récepteurs nucléaires : le LXR (Liver X
Receptor) et le RXR (Retinoid X Receptor) (Costet et al., 20000). L’ activation du PPARy stimule
¢galement I’expression de I’ABCA1 via I’induction du LXR (Schmitz and Langmann, 2005). Le
PPARa active également I’ABCA1 par un mécanisme similaire (Ogata et al., 2009). De plus, il
existe également une régulation post-traductionnelle de I’ABCAI, affectant la stabilit¢ de la

protéine ou son activité (Oram and Heinecke, 2005).
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Figure 6 : Efflux de cholestérol suivant le modele de I’endocytose conjointe de 1’apoAl et de
I’ABCAL1 (Cavelier et al., 2006).

L’apoAl se fixe sur ’ABCA1. Ce complexe est ensuite internalisé, se charge en CL et PL, puis
réintégre la membrane. L’apoAl lipidée est ensuite relargué pour se charger a nouveau en CL
grace a ’ABCGI1 et former les pré-B-HDL.

ABCAL : ATP binding cassette AI1, ABCG1 : ATP binding cassette G1, apoAl: apolipoprotéine
Al, CL : cholestérol libre, PL : phospholipides.
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I.4.a.ii L’ATP-binding cassette transporter G1 (ABCGI)
Contrairement a I’ABCA1, ’ABCG1 comporte un seul domaine de liaison aux

nucléotides et un seul domaine transmembranaire de 6 hélices o (Hinrichs et al., 2005). Les
transporteurs ABC de ce type sont appelés « demi-transporteurs » et fonctionnent en tant
qu’homodimeéres ou bien qu hétérodimeres en association avec un autre « demi-transporteur » tel
que ’ABCGS5 ou I’ABCGS (Graf et al., 2002)(Graf et al., 2002)(Graf et al., 2002)(Graf et al.,
2002). L’activité de ’ABCGI a été mise en évidence qu’en 2000 lorsqu’on a montré que la
suppression antisens de ’ABCG1 dans des macrophages humains conduisait a une réduction de
I’efflux de cholestérol vers les HDL; (Klucken et al., 2000). Ceci a par la suite été validé grace a
I’utilisation de siRNA dirigés contre I’ABCG1 chez la souris (Wang et al., 2004). En effet, la
perte de fonction de I’ABCGI entraine une forte diminution des concentrations plasmatiques de
HDL-C (Wiersma et al., 2009). A Dinverse, la surexpression de ’ABCG1 chez la souris
(Nakamura et al., 2004, Wang et al., 2004) et chez ’homme (Gelissen et al., 2006, Vaughan and
Oram, 2005) entraine une stimulation du transfert de cholestérol vers les HDL. L’ABCG1 est
exprimé dans la plupart des tissus mais les lieux principaux de son expression sont les
macrophages, les cellules endothéliales et les lymphocytes (Kennedy et al., 2005).

Contrairement a I’ABCA1 qui a pour récepteur principal I’apoAl, I’ABCGI est incapable
de transférer du cholestérol vers les apolipoprotéines délipidées. L’ABCG]1 requiert un accepteur
contenant des PL tels que des HDL, des ensembles apoAI-PL ou encore des vésicules
unilamellaires de PL (Gelissen et al., 2006). De plus, ’ABCG1 semble ne pas pouvoir exporter
de PL (Kennedy et al., 2005). En réalité, ’ABCA1 et I’ABCG1 semblent fonctionner de manicre
séquentielle (Gelissen et al., 2006, Vaughan and Oram, 2006). Le transfert de lipides vers I’apoAl
par ’ABCAL1 semble étre suffisant pour générer un accepteur efficace rendant possible un efflux
de cholestérol par ABCG1 (Gelissen et al., 2006) (figure 6).

Le controle de I’expression de I’ABCGI1 posséde des similarités avec celui de I’ABCAL,
ce qui est en accord avec un role partagé dans I’efflux de cholestérol. Dans des macrophages
humains, I’expression de I’ABCG]1 est induite par le cholestérol et par les ligands du LXR tel que
les oxystérols (Venkateswaran et al., 2000) ou des agonistes pharmacologiques (Wiersma et al.,

2009). En effet, le promoteur de ’ABCG1 posséde des sites de liaison au LXR et au RXR
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Figure 7 : Représentation schématique de la réaction d’estérification du cholestérol par la
lecithin: cholesterol acyltransferase (LCAT).

L’acide gras en position sn-2 d’une phosphatidycholine est transféré sur la fonction hydroxyle du
cholestérol. Cette réaction permet 1’obtention du cholestérol estérifi¢ et d’une

lysophosphatidylcholine.
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(Kennedy et al., 2001, Sabol et al., 2005). Bien que les agonistes du PPARy induisent
I’expression de I’ABCG1 et de TABCA1 (Chawla et al., 2001), on a montré dans des cellules
LXR-/- que ces mémes agonistes induisent uniquement I’ABCGI, soulignant un mécanisme

additionnel de controle indépendant du LXR (Li et al., 2004).

L.4.a.iii Le scavenger receptor-BI (SR-BI)
Le SR-BI a ét¢é initialement caractérisé dans le foie pour sa capacité a réaliser une capture

sélective, unidirectionnelle, d’EC, de PL et de TG provenant principalement des HDL sans
internalisation des lipoprotéines. Cette fonction sera présentée en détails un peu plus loin.
Cependant, on a montré que le SR-BI peut également permettre un échange bidirectionnel de CL
entre les cellules et les HDL, la direction de cet échange étant dépendante du gradient de
concentration (Connelly and Williams, 2004, Yancey et al., 2003). Comme I’ABCG1, le SR-BI
posséde un large spectre d’accepteurs contenant des PL tels que les HDL, les LDL et les
vésicules unilamellaires de PL (de la Llera-Moya et al., 1999, Ji et al., 1997). Cependant,
I’importance réelle de 1’efflux de cholestérol par le SR-BI in vivo n’a pas été clairement mise en

évidence.

I.4.b Formation des a-HDL
La transformation des pré-B-HDL (particules discoidales) en a-HDL (HDL, et HDL;,

particules sphériques) se fait par estérification du cholestérol par la lecithin:cholesteryl acyl
transferase (LCAT). Cette enzyme, décrite pour la 1% fois en 1968 (Glomset, 1968), est
principalement synthétisée par le foie mais également, a un plus faible niveau, par le cerveau et
les testicules (Warden et al., 1989). L’expression de la LCAT est relativement insensible a la
plupart des agents pharmacologiques et nutritionnels.

La réaction d’estérification se déroule en deux étapes. Tout d’abord, apres liaison avec la
lipoprotéine, la LCAT hydrolyse ’acide gras en position sn-2 d’une phosphatidylcholine. Cet
acide gras est ensuite transestérifié sur le groupe hydroxyl en position 3 du 1% cycle du
cholestérol (figure 7). Comme les EC sont plus hydrophobes que le CL, ils migrent vers le ceeur
de la lipoprotéine, la rendant plus sphérique. Environ 75% de I’activit¢ LCAT du plasma est
associée aux HDL mais I’enzyme est capable d’agir également sur le cholestérol des

lipoprotéines a apoB (Rajaram and Barter, 1985, Subbaiah et al., 1980).
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L’apoAl est I’'un des plus puissant activateur de la LCAT mais le mécanisme exact de
cette activation n’est pas connu (Alexander et al., 2005, Sviridov et al., 2000). L’hypothese la
plus probable est une stabilisation de la LCAT dans sa forme active. Il faut noter que I’apoE est
¢galement capable d’activer, de maniére moins puissante, la LCAT qui agit alors sur les
lipoprotéines a apoB (Zhao et al., 2005).

La LCAT joue un rdle important dans le TIC. En effet, I’estérification du cholestérol des
HDL augmente le gradient de concentration de CL entre les cellules et les HDL et favorise
I’efflux de cholestérol (Czarnecka and Yokoyama, 1996). De plus, en migrant au sein des HDL,
les EC sont moins susceptibles de retourner vers les cellules, ce qui accroit également 1’efficacité
du TIC (Czarnecka and Yokoyama, 1996). L’activit¢ LCAT semble donc étre bénéfique en
termes de réduction du risque de MCV. Cependant, une activité¢ LCAT ¢élevée ne prédit pas une
faible incidence de MCV (Dullaart et al., 2009) alors qu’inversement, une faible activit¢ LCAT

n’est pas non plus associée a un accroissement de 1’athérosclérose (Holleboom et al., 2009).

I.4.c Remodelage des HDL
Les a-HDL peuvent étre capturés directement par des récepteurs au niveau du foie.

Cependant, des remodelages via des protéines de transfert (CETP, PLTP) ou des lipases (LPL,

HL, EL) ont une grande importance dans le métabolisme du cholestérol.

I.4.c.i  La cholesteryl ester transfer protein (CETP)
La cholesteryl ester transfer protein (CETP) est une glycoprotéine hydrophobe

principalement secrétée par le foie et le tissu adipeux et que I’on retrouve sous forme circulante
dans le plasma, principalement liée aux HDL (Tall, 1993). Elle permet le transfert d’EC des HDL
vers les lipoprotéines a apoB100 en échange de TG, par un processus qui résulte en une
équilibration des lipides entre les différentes fractions lipoprotéiques. Lorsque les niveaux de
VLDL sont normaux, les transferts d’EC sont principalement en faveur des LDL (Guerin et al.,
2001). A TI’inverse, lorsque les concentrations de VLDL sont plus élevées (tel qu’en cas de
syndrome métabolique), les échanges d’EC se font vers les VLDL. Ces VLDL, plus grandes car
riches en TG, s’enrichissent également en cholestérol, devenant des lors plus athérogeénes (Guerin
et al., 2001). De plus, en cas de syndrome métabolique, I’hydrolyse accrue de ces VLDL par la
LPL, associée a un enrichissement des LDL en EC, rend ces derniéres plus denses et plus petites,

augmentant ainsi leur athérogénicité (Verges, 2005).
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L’importance de la CETP dans le métabolisme des HDL a été mise en évidence chez des
patients japonais déficients pour la CETP qui présentaient des taux de HDL-cholestérol trés
¢levés et un catabolisme réduit de I’apoAl (Hirano et al., 1997, Ikewaki et al., 1995). Depuis lors,
des études génétiques ont permis de mieux caractériser le role de cette protéine. Premiérement,
I’expression de la CETP humaine chez des souris transgéniques entraine une diminution de la
concentration plasmatique en HDL associée a une légeére augmentation des concentrations
plasmatiques en cholestérol dans les VLDL et les LDL et a une hausse des niveaux d’apoB100
(Agellon et al., 1991, Jiang et al., 1993). Deuxiémement, des études d’inhibition de la CETP ont
été réalisées chez des lapins, en raison de leur forte susceptibilit¢ a développer de
I’athérosclérose. L’étude la plus marquante a été réalisée a 1’aide d’un inhibiteur
pharmacologique réduisant 1’activité de la CETP de plus de 90% (Okamoto et al., 2000). Cette
inhibition a été accompagnée d’une diminution de moiti¢ du cholestérol des VLDL et LDL, d’un
doublement du niveau plasmatique de HDL-cholestérol et d’une réduction de 70% des 1ésions
athérosclérotiques. Récemment, une grande méta-analyse de 46 études sur plus de 27000 patients
présentant des 1ésions coronaires a clairement montré un lien entre CETP et MCV (Thompson et
al., 2008).

La CETP a alors été qualifiée de protéine pro-athérogénique et son inhibition a été une
voie de traitement possible de la dyslipidémie associée a 1’obésité et I’insulinorésistance.
Cependant, la 1° étude clinique sur le torcetrapib, un inhibiteur de la CETP, a été prématurément
stoppée pour cause de mortalité accrue suite a un dysfonctionnement endothélial et a 1’apparition
d’hypertension artérielle (Barter et al., 2007). De nouveaux inhibiteurs ne possédant pas les effets
secondaires du torcetrapib sont actuellement en cours de développement (Bloomfield et al., 2009,
Joy and Hegele, 2009, Wolk et al., 2009) mais n’ont pour le moment pas été testés a grande
échelle chez I’homme.

Le chien a la particularité, tout comme le rat et la souris, de ne pas exprimer la CETP
(Bailhache et al., 2004). Cette particularité fait du chien un modéele particuliérement adapté pour

I’étude de la voie de retour du cholestérol au foie via les HDL.

L.4.c.ii La phospholipid transfer protein (PLTP)
La phospholipid transfer protein (PLTP) transfére des PL de surface des VLDL vers les

HDL lors de I’hydrolyse des TG des VLDL par la LPL (Huuskonen et al., 2001). De plus, la
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PLTP peut promouvoir le remodelage des HDL par le transfert direct entre HDL, favorisant ainsi
la synthése de HDL, aux dépends des HDLj3 (Lagrost, 1997). En effet, outre les PL, la PLTP est
capable de transférer de nombreuses molécules amphiphiles tel que du cholestérol, des
diacylglycérols ou de la vitamine E.

Chez I’homme, I’expression de la PLTP a été mise en évidence au niveau du placenta, du
pancréas et du tissu adipeux (Day et al., 1994). La surexpression de la PLTP chez la souris
entraine une diminution de la concentration plasmatique en HDL-cholestérol du fait d’une hausse
de leur catabolisme (Moerland et al., 2007, Yang et al., 2003) mais induit la formation de pré-f-
HDL (van Haperen et al., 2000). A I’inverse, des souris knock-out pour la PLTP ont é¢galement
des taux diminués de cholestérol, PL et apoAl dans les HDL (Jiang et al., 1999). Ces souris
présentent également un catabolisme de 1’apoAl et des EC des HDL quatre fois plus élevé que
des souris sauvages (Qin et al., 2000).

Les niveaux d’expression de PLTP sont plus élevés chez les patients obeses (Kaser et al.,
2001), ainsi que chez les patients atteints de diabete de type II (Borggreve et al., 2003). De plus,
des études épidémiologiques ont montré qu’'une forte activité de la PLTP est associée a un risque
accru de MCV (Schlitt et al., 2003), alors qu’inversement, une déficience en PLTP chez la souris
s’accompagne d’une forte diminution de 1’athérosclérose (Jiang et al., 2001). Cependant, la PLTP
aurait également un impact pro-athérogénique, en augmentant la synthése des lipoprotéines a
apoB100 (Jiang et al.,, 2001) et en favorisant leur oxydation. Les quelques études
épidémiologiques publiées montrent au final des résultats variables quand a 1’association entre

PLTP et MCV (Tzotzas et al., 2009).

L4.c.iii La lipoprotein lipase (LPL)
La lipoprotein lipase (LPL) est exprimée par de nombreux tissus, mais on la retrouve

principalement au niveau du muscle et du tissu adipeux (Merkel et al., 2002). Son activit¢ TG
lipase est environ 100 fois plus élevée que son activité PL lipase. Elle est activée par I’apoCII
(Catapano, 1982) et inhibée par ’apoCIIl (Wang et al., 1985). L’hydrolyse des chylomicrons et
VLDL par la LPL entraine la libération de cholestérol, d’apolipoprotéines et de PL qui sont alors
capturés par les HDL. La LPL influence donc le métabolisme des HDL. En effet, on a démontré
une corrélation positive entre 1’activité¢ de la LPL et les niveaux d’HDL-cholestérol (Tornvall et

al., 1995). A I’inverse, des déficiences homozygotes ou hétérozygotes en LPL conduisent chez
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I’homme a une forte réduction de la concentration plasmatique en HDL. La création de souris
génétiquement modifiées a permis de montrer que 1’effet hypotriglycéridémiant de la LPL n’est
visible qu’en présence de la CETP (Clee et al., 1997). Il semble donc que celle-ci est
indispensable pour répercuter les effets hypotriglycéridémiants de la LPL sur les HDL par une

baisse des échanges entre lipoprotéines.

L4.c.iv La lipase hépatique (HL)
La lipase hépatique (HL) est une enzyme lipolytique synthétisée par le foie qui catalyse

aussi bien I’hydrolyse des TG et des PL, et est, par ce biais, impliquée dans la conversion des
IDL en LDL ainsi que dans le remodelage des HDL (Perret et al., 2002). L’activité TG lipase est
cependant 20 fois plus élevée que 1’activité PL lipase. Les substrats principaux de la HL sont les
chylomicrons remnants, les IDL ainsi que les HDL de grandes tailles enrichies en TG.

La relation entre HL et MCV n’a pas ¢été clairement définie. On a montré que la HL
favorisait une diminution de la taille de LDL (Baynes et al., 1991). De plus, une corrélation
inverse entre son activité et la concentration plasmatique en HDL a été mise en évidence ainsi
qu’une corrélation positive avec 1’insulinorésistance (Baynes et al., 1991). La HL posséde donc
des effets pro-athérogéniques. Mais d’un autre coté, la HL semble également posséder des effets
anti-athérogéniques. En effet, elle permet une stimulation du transport inverse du cholestérol par
une hausse de la capture des EC (Lambert et al., 2000, Lambert et al., 1999), potenticllement
grace a I’hydrolyse des TG des HDL. Au final, les effets anti ou pro-athérogéniques de la HL

n’ont pour le moment pas été clairement élucidés.

L4.c.v La lipase endothéliale (EL)
La lipase endothéliale (EL) est une autre lipase, synthétisée par les cellules endothéliales,

et possédant une activité lipolytique équivalente sur les TG et les PL. L’EL est plus active sur les
PL des HDL que la LPL ou la HL (McCoy et al., 2002). Chez la souris, la surexpression de I’EL
diminue les taux de HDL-cholestérol d’environ 20% (Ishida et al., 2003) de méme que ceux de
I’apoAl du fait d’un catabolisme élevé (Maugeais et al., 2003). Inversement, 1’inhibition ou la
perte de fonction de I’EL résulte en une augmentation de la concentration plasmatique en HDL-

cholestérol. Bien que I’EL soit une cible potentielle pour les traitements des dyslipidémies, seules

29



Etude bibliographique I - Métabolisme du cholestérol
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Figure 8 : Catabolisme des HDL.

Le CE des HDL peut étre capté par le foie, soit sélectivement via le SR-BI, soit de fagon apoAl
dépendante, notamment par reconnaissance des HDL par la chaine 3 de I’ATP synthase. 11 peut
étre également transféré aux VLDL et LDL grace a la CETP et étre capté par le foie apres
reconnaissance des VLDL et LDL par le LDL receptor. Enfin, les HDL, peuvent subir une
lipolyse par la HL. Les HDL; formés peuvent étre filtrés par le rein grace au complexe
cubiline/mégaline.

CE : cholestérol estérifie, CETP : cholesteryl ester tranfer protein, HL : lipase hépatique, LDL-
R : LDL receptor, SR-BI : scavenger receptor class B type I, TG : triglycérides.
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quelques études ont cherché a caractériser son mode d’action (Griffon et al., 2009), sans toutefois

apporter de détails déterminants quant a son role.

I.4.d Catabolisme des HDL
Le retour des HDL et/ou du cholestérol au foie (et, en faible partie, au rein) en vue de

I’¢élimination du cholestérol de I’organisme peut se faire par trois voies différentes. Tout d’abord,
le cholestérol estérifi¢ peut étre capturé spécifiquement par le SR-BI, voie appelée capture
sélective. Ensuite, ce retour peut se faire apres transfert sur les lipoprotéines a apoB via la CETP.
Enfin, la troisieme voie consiste en une internalisation compléte des particules de HDL via
différents récepteurs. Récemment, une élimination directe du cholestérol par I’intestin, appelée
transintestinal cholesterol excretion (TICE) a été mis en évidence sans que son importance
physiologique n’ai pour le moment été¢ déterminée. La figure 8 représente de fagon schématique

les différentes voies de retour du cholestérol au foie.

1.4.d.i Capture sélective
Le scavenger receptor class B type I (SR-BI) appartient a la famille des protéines CD36.

Chez I’homme, le géne codant pour le SR-BI se situe sur le chromosome 12 et conduit a une
protéine glycosylée de 509 acides aminés (Rigotti et al., 2003). In vitro, le SR-BI semble se
concentrer au sein des radeaux lipidiques, microdomaines riches en cholestérol et sphingolipides
(Babitt et al., 1997). Cependant, aucune explication concernant cette localisation spécifique n’a
pour le moment été avancée. De plus, la localisation du SR-BI au sein de ces radeaux ne semble
pas étre indispensable a son fonctionnement (Briand et al., 2003).

Le SR-BI a été le premier récepteur aux HDL ayant une réelle importance physiologique
a étre identifi¢ (Acton et al., 1996). Cependant, il est également capable de lier les LDL (Acton et
al., 1994) ainsi qu’a un niveau moindre les VLDL (Calvo et al., 1997). Néanmoins, dans la
mesure ou 1’affinité des HDL pour le SR-BI est plus ¢élevée que celle des LDL, ces derniéres ne
semblent pas affecter la liaison des HDL in vivo.

La régulation de I’expression du SR-BI se fait par I’intermédiaire de différents facteurs de
transcription. En effet, le LXR, le FXR et le PPARa favorisent I’expression du SR-BI (Chinetti et
al., 2000, Lambert et al., 2003, Schoonjans et al., 2002). Les acides gras polyinsaturés oméga 3

augmentent également I’expression du SR-BI via ces différents facteurs (Spady et al., 1999).
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Le SR-BI réalise la capture du cholestérol, que ce soit sous forme libre ou estérifi¢e, sans
qu’il y ait dégradation des particules de HDL (Acton et al., 1996). Des études in vivo sur des
hépatocytes polarisés ont suggéré que le SR-BI réaliserait tout d’abord I’internalisation des
particules de HDL, le cholestérol étant ensuite libéré dans la cellule avant la resécrétion de petites
HDL appauvris en cholestérol (Silver et al., 2001).

De nombreuses études chez les rongeurs ont montré que le SR-BI joue un rdle critique
dans la régulation du métabolisme du cholestérol. Par exemple, la surexpression du SR-BI chez la
souris accroit fortement la capture hépatique de cholestérol et réduit la concentration plasmatique
de HDL-cholestérol (Kozarsky et al., 1997). Inversement, la délétion du gene du SR-BI chez la
souris réduit la capture hépatique de cholestérol et augmente le HDL-cholestérol plasmatique
(Brundert et al., 2005, Rigotti et al., 1997). De ce fait, I’expression hépatique du SR-BI apparait
étre un important régulateur du transport inverse du cholestérol. La surexpression du SR-BI
accroit le transport inverse du cholestérol alors que la déficience en SR-BI le diminue (Zhang et
al., 2005), ce qui est en accord avec une diminution de 1’athérosclérose observée lors de la
surexpression du SR-BI (Arai et al., 1999, Kozarsky et al., 2000, Ueda et al., 2000).

L’importance de la capture sélective dans le retour du cholestérol chez I’homme semble
cependant étre relativement faible (autour de 10%) (Schwartz et al., 2004) alors qu’elle

représente environ 60% chez le chien (Ouguerram et al., 2004).

1.4.d.ii Retour au foie via les lipoprotéines a apoB
Chez I’homme, il existe une autre voie de retour du cholestérol au foie. En effet, via la

CETP, les EC peuvent étre transférés aux lipoprotéines a apoB, transfert suivi d’une capture
hépatique de ces lipoprotéines. La confirmation de I’importance quantitative de cette voie chez
I’homme a été démontrée par I’injection de HDL marquées au niveau des EC. En effet, le
cholestérol marqué retrouvé dans la bile avait tout d’abord subi un important transfert dans les
lipoprotéines a apoB (Schwartz et al., 2004). Chez ’homme, environ 82% du cholestérol subit ce

transfert vers les lipoprotéines a apoB100 avant son retour vers le foie (Ouguerram et al., 2002).

1.4.d.iii Endocytose des HDL
La troisiéme voie de retour du cholestérol au foie (et en faible partie au rein) peut se faire

par internalisation des particules HDL entieres. Différents mécanismes et récepteurs ont été mis
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en évidence mais I’importance et la réalité physiologique de chacun n’ont, pour le moment, pas

été clairement élucidées.

La chaine B de I’ATP synthase
L’ATP synthase est un complexe enzymatique responsable de la synthése d’ATP dans les

mitochondries, les membranes procaryotes et les chloroplastes. Cette activité bien connue ne sera
pas détaillée ici. L’ATP synthase est ¢également impliquée dans divers processus cellulaires ou
métaboliques tels que la régulation du métabolisme lipidique, le contrdle de la prolifération et de
la différentiation des cellules endothéliales ou encore la reconnaissance immunitaire de tumeurs
(Champagne et al., 2006).

Méme si les sous-unités a et B de ’ATP synthase ont été observées ensemble sur les
membranes plasmiques de cellules tumorales, elles ont été parfois détectées séparément, ouvrant
la voie a la démonstration de 1’existence de différents complexes les incluant (Scotet et al., 2005).
En ce qui concerne le métabolisme des lipoprotéines, la sous-unité  a été récemment décrite
comme étant un récepteur de haute affinité pour la forme délipidée de 1’apoAl et des HDL
lipolysées (Martinez et al., 2003, Radojkovic et al., 2009). Il semble que I’interaction entre
I’apoAl et cette sous-unité 3 entraine 1’internalisation des HDL (Garcia et al., 1996).

Cependant, I’importance réelle de ce mécanisme dans le métabolisme de I’apoAl et des
HDL n’a, pour le moment, pas été étudiée. De nouvelles études sont donc nécessaires afin de
définir plus précisément le rdle joué in vivo par ’ATP synthase sur le métabolisme des

lipoprotéines.

Le complexe cubiline/mégaline
Au niveau du glomérule rénal, I’apoAl peut se fixer a la cubiline au niveau de la surface

apicale des cellules rénales (Hammad et al., 1999). Aprés interaction avec son corécepteur, la
mégaline, il y a capture puis dégradation de 1’apoAl (Hammad et al., 2000). Ce systéme est
capable d’internaliser les HDL mais, en conditions physiologiques, la taille et les propriétés
physicochimiques des HDL empéchent leur passage a travers les glomérules (Kozyraki, 2001).
Le systéme cubiline/mégaline se semble donc pas jouer un réle important dans le métabolisme
des HDL et ne représente pas un déterminant majeur de la concentration plasmatique en HDL-

cholestérol et leur apoAl.
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L.4.d.iv Le transintestinal cholesterol excretion (TICE)
Il est clair que I’intestin joue un role important dans 1’homéostasie du cholestérol ainsi

que dans I’absorption de celui-ci. Cependant, des études récentes ont révélé que I’intestin agit
¢galement comme un organe excréteur au terme du transport inverse du cholestérol, contribuant
ainsi a son excrétion fécale. La découverte du TICE a été faite chez des patients atteints d’un
carcinome de la téte du pancréas obstruant le canal biliaire. Chez ces patients, du cholestérol a été
retrouvé dans les feces malgré 1’absence de déversement de sels biliaires (Cheng and Stanley,
1959). La quantification de cette voie a montré que, suivant les études, jusqu’a 30 a 45% du
cholestérol des féces pouvait provenir du TICE (Plosch et al., 2002, Schwarz et al., 1998,
Simmonds et al., 1967). Le TICE peut étre observé sur toute la longueur de I’intestin gréle, mais
il semblerait que la partie proximale de celui-ci présente un niveau d’excretion de cholestérol
plus élevé.

Le mécanisme du TICE n’a pour le moment pas été clairement établi. Il semblerait que les
transporteurs ABCGS5 et ABCGS8 y jouent un role important puisque leur surexpression chez la
souris entraine une augmentation significative de stérols neutres dans les féces (Yu et al., 2002)
alors que la répression de I’ABCGS5 provoque une réduction de leur excretion (Van Der Veen et
al., 2009). De plus, I’activation du LXR augmente la sécrétion intestinale de cholestérol
uniquement en présence de I’ABCGS et de ’ABCGS (Yu et al., 2003).

Le TICE est deux fois plus important chez des souris nourries avec un régime gras (Van
Der Velde et al. 2008). Cette augmentation n’est pas retrouvée lorsque les souris sont nourries
avec un régime enrichi uniquement en cholestérol, ce qui suggere que le niveau du TICE puisse
étre principalement controlé par 1’apport lipidique du régime.

Une des questions a laquelle les études a venir doivent s’efforcer de répondre est ’origine
du cholestérol excrété. En effet, on a montré que, chez des souris knock-out pour 1’Abcb4, une
protéine de la membrane de 1’entérocyte impliquée dans la sécrétion de phospholipides, une
partie du cholestérol excrété par le TICE provenait directement du plasma (Kruit et al., 2005).
Plus récemment, ces résultats ont été¢ également observé chez des souris normales (Van der Velde
et al., 2009). En utilisant une méthode de quantification de la contribution des différentes sources
de cholestérol au sein du TICE par I’utilisation d’isotopes stables du cholestérol administrés
oralement ou par intraveineuse, ces auteurs ont clairement confirmé chez la souris que le

cholestérol excrété provenait du plasma plutot que de I’intestin (Van Der Veen et al., 2009). 11
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reste cependant a définir de quelle fraction lipoprotéique peut provenir ce cholestérol. Le rdle des
HDL en tant que donneur de cholestérol est discutable. En effet, des souris knock-out pour
I’ABCAL, possédant des concentrations plasmatiques de HDL-cholestérol tres bas, ne présentent

pas de diminution de I’excretion de cholestérol (Groen et al., 2001).

35



Etude bibliographique 11 - Syndrome d’insulinorésistance

Tableau 6 : Classification de 1’état corporel en fonction de I’indice de masse corporelle (IMC)
chez I’homme.

Valeur de ’IMC Etat corporel
<16,5 Dénutrition
16,5 2 18,5 Maigreur
18,5a 25 Corpulence normale
25230 Surpoids
30a35 Obésité modéréee
35240 Obésité sévere
>40 Obésité morbide
% de la
population
Pas de surpoids : 53,6%
0 _ ’
60% | A |
50,0%
0/n— »
50% Surpoids :
— 31,9%
40% e
e T - 0
31,9% Obésité : 14,5%
30%— '
Obésité modérée
— a sévére : 13,4%
20% | N |
109% 7 10,6%
0
-1 3,60 . 2 800
4 1,1%
0% - — E——
Moins de 1854 2504 30.0a 3504 40,0 ou
18,5 249 29,9 349 399 plus

Figure 9 : Répartition de la population francaise en fonction de 'IMC (étude Obépi 2009).
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II. Perturbations metaboliques et cellulaires associées a
I’obésite

I1.1 Le syndrome métabolique : définition et incidence

II.1.a L’obésité
Dans notre société¢ occidentale, le progrés s’accompagne d’une réduction du travail

physique, d’une sédentarisation de plus en plus marquée et d’un accés presque illimité aux
calories, du moins pour une proportion croissante de la population. Du fait d’un déséquilibre dans
la balance apports/dépenses, le surplus de calories est stocké sous forme de graisses dans le tissu
adipeux. Ce stockage conduit au surpoids puis a I’obésité qui peut étre classée en différentes
catégories en fonction de 1’indice de masse corporelle (IMC) (tableau 6).

La prévalence de 1’obésité s’accroit de maniere telle que 1’on parle aujourd’hui
d’épidémie d’obésité. D’aprés 1’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), en 2003, plus d’un
milliard de personnes étaient en surpoids et 300 millions étaient cliniquement obéses. Mais déja,
la tendance a I’augmentation de ces statistiques alarmait les autorités. Pourtant, aux Etats-Unis, la
prévalence de 1’obésité (IMC > 30) est passée d’environ 10% en 1990 a environ 20% en 1999 et a
atteint en 2008 une proportion comprise entre 25 et 30%, avec certains états américains dépassant
les 30% de personnes obeses. De ce fait, I’épidémie d’obésité a un cout financier important,
estimé a presque 150 milliards par an aux Etats-Unis.

La situation en France est moins dramatique mais il y avait 12,4% de la population
présentant une obésité en 2006 et 29,2% en surpoids (Virraly, 2006). La tendance a la hausse est
aussi importante dans notre pays puisqu’en 2009, 14,5% de la population frangaise était obese et

31,9% en surpoids (figure 9).

II.1.b Le syndrome métabolique
L’obésité¢ devenant un probléme majeur de santé publique, il a été nécessaire de prendre

en compte I’ensemble des perturbations métaboliques qui y sont associées afin de faciliter la prise
en charge des patients. Cet ensemble de désordres que 1’on retrouve chez les patients obeses a été

dénommé syndrome métabolique (ou syndrome X ou syndrome d’insulinorésistance).
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Tableau 7 : Comparaison des définitions du syndrome métabolique.

OMS EGSIR NCEP : ATPIII IDF
Diabéte ou hyperglycémie a jeun ou IR ou hyperinsulinémie a jeun 3 ou plus des parametres Tour de taille > 94 cm
intolérance au glucose ou IR + 2 ou plus des paramétres suivants : (homme) et > 80 cm (femme)
+ 2 ou plus des paramétres suivants : suivants : *+2 ou plus des paramétres
suivants :
Obésité : Obésité : Obésité :
IMC > 30 ou ratio taille/hanche > 0,9 Tour de taille > 94 cm (homme) et Tour de taille > 102 cm (homme)
(homme) et > 0,85 (femme) >80 cm (femme) et > 88 cm (femme)
Dyslipidémie : Dyslipidémie : Dyslipidémie : Dyslipidémie :
TG > 1,7 mM ou HDL-C < 0,9 mM TG > 2,0 mM ou HDL-C < 1,0 TG > 1,7 mM ou HDL-C < 1,0 TG > 1,7 mM ou HDL-C <
(homme) et < 1,0 mM (femme) mM mM (homme) et < 1,3 mM 1,03 mM (homme) et < 1,29
(femme) mM (femme)
Hypertension : Hypertension : Hypertension : Hypertension :
PA > 140/90 mmHg PA > 140/90 mmHg et/ou PA > 135/85 mmHg et/ou PA > 130/85 mmHg et/ou
traitement traitement traitement
Microalbuminerie : Glycémie a jeun > 6,1 mM Glycémie a jeun > 6,1 mM Glycémie a jeun > 5,6 mM

Excrétion > 20 pg/min

EGSIR : European Group for the Study of Insulin resistance, HDL-C : HDL cholesterol, IDF : Internation
Diabetes Federation, IMC : indice de masse corporelle, IR : résistance a I’insuline, OMS : organisation

mondiale de la santé, NCEP: ATPIII : National Cholesterol Education program’s Adult Treatment Panel III,
PA : Pression artérielle, TG : triglycerides.

Récepteur a
I'insuline

™~ Akt PKC
Svnthése de v
;,h.(.u:ﬁaﬁnn __"’ RF BP-T -
Svnthése de glycolyse et ,l,

inhibition
alyvcogenése

protéines Lipogenése

Figure 10 : Schéma de la voie de signalisation de I’insuline.

Apres fixation de I’insuline a son récepteur, la sous-unité f de celui-ci s’autophophoryle et acquiert la capacité
de phosphoryler les IRS sur les résidus tyrosine. Ceux-ci activent alors par une cascade de phosphorylation la
PI3K puis les protein kinase B et C. Ces phosphorylations entrainent 1’activation de différentes voies
métaboliques telles que la lipogenese, la glycogenogenese ou la glycolyse.

AKT : protein kinase B, IRS : insulin receptor substrat, P13K : phosphatidylinositol 3-kinase, PKC : protein
kinase C, SREBP-1c : sterol regulatory element binding protein Ic.
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Le syndrome métabolique regroupe en général insulinorésistance ou intolérance au
glucose, obésité viscérale, dyslipidémie et hypertension. Dans les conditions physiologiques,
I’insuline agit aussi bien sur le métabolisme glucidique (stimulation de 1’entrée de glucose dans
les cellules, de la synthése de glycogéne et inhibition de la néoglucogenése) que sur le
métabolisme lipidique (inhibition de la lipolyse, activation de la lipogenése) aboutissant
globalement a un stockage de I’énergie. L’insulinorésistance et 1’altération des métabolismes
glucidique et lipidique conduisent a 1’apparition d’une multitude de désordres caractéristiques du
syndrome métabolique, qui associés, augmentent considérablement le risque de développer des
maladies cardiovasculaires (Isomaa et al., 2001, Lakka et al., 2002).

Ce n’est pas avant 1998 que I’idée de donner une définition internationale au syndrome
métabolique a été développée. Pour permettre aux cliniciens et aux chercheurs de pouvoir
identifier le syndrome métabolique, ’OMS a proposé un certains nombre de critére le
caractérisant (Alberti and Zimmet, 1998). Ensuite, aux Etats-Unis, le National Cholesterol
Education Program’s Adult Treatment Panel III (NCEP : ATP III) et, en Europe, /’European
Group for the Study of Insulin Resistance (EGSIR) ont formulé leurs définitions (Balkau and
Charles, 1999, NCEP, 2001). Plus récemment, I’ International Diabetes Federation a proposé un
consensus pour définir le syndrome métabolique (Alberti et al., 2006). Ces définitions ont des
composantes en commun comme l’intolérance au glucose, 1’obésité, I’hypertension et la
dyslipidémie mais différent par certains critéres et détails (tableau 7).

Etant donné 1’absence de définition universellement acceptée, les estimations de la
prévalence du syndrome métabolique varient entre les études. Cependant, on 1’évalue a 24% chez

les hommes aux Etats-Unis (Cameron et al., 2004) et a 10% en France (Balkau et al., 2003).

I1.2 Physiopathologie de ’insulinorésistance (IR)

L’insuline est une hormone peptidique secrétée par les cellules B des ilots de Langerhans
du pancréas. L’insulinorésistance se définit par une moindre efficacité de I’insuline a jouer son
role sur ses tissus cibles, ce qui a pour effet de réduire le contrdle du métabolisme glucido-
lipidique. Avant de présenter la pathogenese de 1’insulinorésistance, il est nécessaire de présenter

la voie de signalisation intracellulaire de I’insuline.
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Figure 11 : Altération de la voie de signalisation de 1’insuline en cas d’insulinorésistance.

L’augmentation de la concentration plasmatique en AGNE lors de I’obésité entraine une hausse

de la concentration intracellulaire de différents dérivés des acides gras tels que des acy/CoA, des

diacylglycerols ou des céramides. Ceux-ci activent la PKCO qui phosphoryle les IRS sur les

résidus sérine et thréonine. Cette phosphorylation a pour conséquence 1’inhibition des IRS. De

plus, le TNFa active la IKKB qui phosphoryle également les IRS sur les résidus sérine et

thréonine. La conséquence de I’inhibition des IRS est une inhibition de la voie de signalisation de

I’insuline, avec entre autre une baisse de la translocation du GLUT4 a la membrane.

AGNE : acides gras non estérifiés, AKT : protein kinase B, FATP : fatty acid transport protein,

IKKP : TkappaB kinase [, IRS : insulin receptor substrat, PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase,

PKCO : protein kinase CO, SREBP-1c : sterol regulatory element binding protein Ic, TNFa :

tumor necrosis factor a.
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I1.2.a Voie normale de la signalisation de I’insuline
La voie de signalisation de I’insuline est résumée sur la figure 10. L action de I’insuline

dépend d’une cascade de phosphorylations qui débute des la liaison de ’insuline a son récepteur.
Celui-ci est un hétérotétramere constitué de 2 sous-unités a et de 2 sous-unités  (Kido et al.,
2001, Belfiore et al., 2009). La liaison de I’insuline a une sous-unité a résulte en un changement
de conformation et en une autophosphorylation des sous-unités 3 grace a 1’hydrolyse d’une
molécule d’ATP. Les sous-unités  phosphorylées acquicrent une activité tyrosine kinase et vont
phosphoryler a leur tour les insulin receptor substrate (IRS). Les IRS phosphorylés sont capable
de se lier a de nombreuses protéines dont la phosphatidylinositol 3-kinase (P13K) qui, par
phosphorylation, active différentes sérine/thréonine kinases telles que la protein kinase B (PKB
ou Akt), la protein kinase C (PKC) et les phosphoinositol dependent protein kinases 1 et 2 (PIPD
1 et 2). Via ces différentes protéines, la PI3K promeut la translocation du transporteur de glucose
Glut4 a la membrane, la syntheése de protéines, de glycogéne et de lipides ou encore contrdle la

néoglucogenese et la lipolyse (Burks and White, 2001).

I1.2.b Pathogenése de I’insulinorésistance
La pathogenese de 1’insulinorésistance implique de nombreux facteurs moléculaires tel

que les acides gras non estérifiés (AGNE), le tumor necrosis factor o (TNFa) ou encore les
différentes cytokines sécrétées par le tissu adipeux (figure 11). L’hypoxie semble également jouer
un role. Bien qu’il soit évident que I’ensemble de ces facteurs engendrent I’insulinorésistance, ils
sont également engendrés par celle-ci. Les perturbations moléculaires et cellulaires peuvent donc
étre a la fois la cause et la conséquence de I’insulinorésistance. C’est pourquoi il est difficile de
réellement définir la ou les causes premicres de I’insulinorésistance. Nous allons exposer
comment différents facteurs peuvent jouer un role dans I’insulinorésistance sans toutefois nous

risquer a présenter ’origine exacte de la maladie.

I1.2.b.i Acides gras non estérifiés (AGNE) et tumor necrosis factor o
(TNF a)
L’obésité se traduit par une augmentation du tissu adipeux par accumulation de lipides.

Le tissu adipeux (notamment le tissu adipeux viscéral) produit de grandes quantités de TNFa qui

déclenche la lipolyse du tissu adipeux et donc la libération d’AGNE dans la circulation sanguine

41



Etude bibliographique 11 - Syndrome d’insulinorésistance

(Ruan and Lodish, 2003). Cette augmentation de la concentration plasmatique en AGNE et TNFa
est supposée participer a la genese de I’insulinorésistance. En effet, du fait d’une hausse des
acides gras sanguins, les tissus consommateurs d’énergie délaisseraient le glucose au profil de
cette source d’énergie plus intéressante physiologiquement (Randle et al., 1963), notamment au
niveau du muscle (Boden et al., 1994). Cependant, cette utilisation des AGNE n’est pas suffisante
pour en éliminer 1’excés et le surplus est stocké dans les tissus sous forme de TG. Du fait d’une
moindre utilisation du glucose, une hyperglycémie apparait ainsi qu’une hyperinsulinémie
compensatrice qui peut a terme conduire a un diabéte de type 2, a une désensibilisation des
récepteurs a insuline et donc a I’insulinorésistance. Encore une fois, il s’agit d’un cercle vicieux
car en compensation de cette désensibilisation, 1’organisme augmente la syntheése d’insuline ce
qui aggrave I’hyperinsulinémie. De méme, lorsque 1’insulinorésistance commence a s’installer
dans le tissu adipeux, la répression de la lipase hormono-sensible par I’insuline se fait de manicre
moins efficace, ce qui engendre une hausse de la lipolyse et de la concentration plasmatique en
AGNE, ce qui entretient et aggrave I’insulinorésistance.

Les AGNE peuvent également induire une insulinorésistance en réduisant 1’efficacité de
la voie de signalisation de I’insuline (figure 11). En effets, des niveaux ¢élevés d’AGNE
conduisent a une accumulation intracellulaire de métabolites tels que le diacylglycérol ou les
acylCoA. Ces métabolites activent la protein kinase C 8 (PKCO) qui phosphoryle les résidus
sérine et thréonine des IRS (Griffin et al., 1999). Cette phosphorylation limite la phosphorylation
des résidus tyrosine et conduit donc & une atténuation de la cascade de réactions normalement
provoquée par Dinsuline (Wilcox, 2005). De plus, le TNFa est également capable de
phosphoryler, via la TkappaB kinase f (IKKp), les IRS sur les résidus sérine et thréonine (Wilcox,
2005).

La localisation du tissu adipeux jouerait également un rdle dans I’apparition de
I’insulinorésistance. En effet, le tissu adipeux viscéral (développé lors d’une obésité androide) est
réputé plus néfaste que le tissu adipeux sous-cutané (développé lors d’une obésité gynoide)
(Bergman et al., 2006). L hypothése portale avance que les AGNE libérés par le tissu adipeux
viscéral dans la veine porte exerceraient alors un effet direct sur le foie (Kabir et al., 2005). En
cas d’obésité androide, le foie serait alors le site d’une stéatose et serait le lieu de développement

d’une insulinorésistance.
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11.2.b.ii Adiponectine et autres adipocytokines
L’adiponectine est une hormone insulino-sensibilisatrice sécrétée uniquement par les

adipocytes (Chandran et al., 2003). Elle favorise I’oxydation des acides gras, diminue la synthése
des lipides et réprime la néoglucogenese dans le foie (Combs et al., 2001, Kershaw and Flier,
2004, Meier and Gressner, 2004). Dans le muscle, elle favorise ¢galement 1I’oxydation du glucose
(Fruebis et al., 2001). De plus, I’adiponectinémie est inversement corrélée avec 1’obésité et
I’insulinorésistance. Diminuant fortement avec 1’obésité (Hotta et al., 2000, Weyer et al., 2001),
elle augmente avec I’amélioration de la sensibilité a 1’insuline et la perte de poids (Yang et al.,

2001).

La leptine a été clonée en 1994 comme étant la protéine issue du géne ob dont la mutation
est responsable d’une sévere obésité chez les souris 0b/ob (Ahima and Flier, 2000). La leptine est
caractérisée comme étant un signal de suffisance énergétique car elle diminue la prise alimentaire
et augmente la dépense énergétique, améliorant ainsi la sensibilité a 1’insuline (Webber, 2003).
Les concentrations en leptine sont positivement corrélées avec la masse totale de tissu adipeux
(Ahima and Flier, 2000, Fernandez-Galaz et al., 2002). Chez les obéses, il est possible de voir
apparaitre une hyperleptinémie qui s’accompagne d’une résistance a la leptine (Bluher and

Mantzoros, 2009).

La résistine est une autre cytokine synthétisée principalement par le tissu adipeux viscéral.
On a montré qu’elle était capable d’induire une sévere insulinorésistance hépatique (Rajala et al.,
2003). De plus, la résistine semble étre surexprimée en cas d’obésité (Steppan et al., 2001). De ce
fait, il a été proposé que la résistine puisse étre I’un des liens entre obésité et insulinorésistance.
Cependant, bien que les études sur les rongeurs semblent étre en accord avec ce postulat (Steppan
et al., 2001), celles menées chez I’homme semblent montrer 1’absence de ce lien (Meier and

Gressner, 2004, Utzschneider et al., 2005).
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Figure 12 : Conséquences de I’insulinorésistance sur la synthése intestinale de chylomicrons et

sur la voie exogeéne du cholestérol.

Lors de I’insulinorésistance, il y a une augmentation de la synthése endogene de cholestérol.

L’absorption intestinale du cholestérol diminue en rapport. De plus, du fait de la lipolyse accrue,

I’exceés d’AGNE dans le plasma entraine une hausse de la synthése de triglycérides. Au niveau de

I’entérocyte, cette synthése plus élevée entraine, du fait également d’une expression de I’apoB48

et d’'une activit¢ de la MTP plus élevées, une augmentation de la synthése de CM, et par

conséquent de la formation CM remnants. L’insulinorésistance a également pour effet de réduire

I’activité du LDL receptor. Les CM remnants sont donc moins captés par le foie et sont pris en

charge par les macrophages. Ceux-ci se chargent alors en lipides, intégrent la paroi des vaisseaux

et entrainent le développement de I’athérosclérose.

CE : cholestérol estérifié, CM : chylomicrons, LDL-R : LDL receptor, LPL : lipoprotein lipase,

MTP : microsomal triglyceride transfer protein, TG : triglycérides.
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I1.3 La dyslipidémie associée a I’insulinorésistance
L’une des conséquences majeure de I’insulinorésistance est 1’apparition d’une

dyslipidémie spécifique entrainant une forte augmentation du risque cardiovasculaire (Ginsberg
et al., 20006), et caractérisée par des taux plasmatiques ¢élevés de TG et de VLDL, des LDL
enrichies en cholestérol, plus petites et plus denses que les LDL normales, ainsi que par une

diminution de la concentration plasmatique en HDL-cholestérol.

I1.3.a Effets sur les lipoprotéines a apoB100
L’hypertriglycéridémie observée chez les patients insulinorésistants s’explique

notamment par une lipolyse accrue qui conduit a une augmentation de la concentration
plasmatique en AGNE, entrainant une surproduction de TG et VLDL (figure 12 et 13). En effet,
la MTP qui permet de transfert des lipides vers 1’apoB100et 1’apoB48 est plus exprimée et plus
active chez les patients insulinorésistants (Qiu et al., 2005). De plus, I’augmentation du flux
d’AGNE stimule les synthéses hépatique et intestinale de TG et impose donc le transfert des
lipides sur I’apoB100 et I’apoB48 ainsi que leur stabilité.

L’hypertriglycéridémie serait également liée a la baisse d’activité de la LPL. En situation
d’insulinorésistance, la LPL est moins activée par I’insuline. Il y a par conséquent une moindre
hydrolyse des VLDL ce qui entraine une augmentation de la concentration plasmatique des TG
des VLDL. Celle-ci pourrait étre également lice a 1’apoCIIl, apolipoprotéine connue pour
réprimer 1’activité¢ de la LPL (Florez et al., 2006). Le promoteur du geéne de 1’apoCIII possede en
effet un élément de réponse a ’insuline qui entraine une répression de son expression (Dallinga-
Thie et al., 2001). Une sensibilité a 1’insuline diminuée peut donc favoriser I’expression du géne
de I’apoCIII et donc une inhibition de la LPL.

Par le biais des échanges via la CETP, les LDL s’enrichissent en EC alors que les HDL
s’enrichissent en TG. Ces HDL riches en TG sont plus sensibles a 1’action de la HL et voient
donc leur catabolisme s’accélérer. De plus, les LDL enrichies en EC et dont les TG sont
hydrolysés par la LPL ou la HL deviennent plus petits et plus denses (Tan et al., 1995), et

favorisent 1’athérosclérose.
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Figure 13 : Conséquences de I’insulinorésistance sur le métabolisme des lipoprotéines, voie
endogene et transport inverse du cholestérol.

La hausse de la lipolyse intra-adipocytaire provoquée par 1’insulinorésistance entraine une hausse
de la concentration plasmatique en AGNE. Il y a par conséquent une synthése accrue de TG au
niveau du foie. Associée a la plus forte synthése d’apoB100 et a I’activité accrue de la MTP, la
syntheése hépatique de VLDL est augmentée. La plus forte activité de la CETP entraine un
enrichissement des VLDL et LDL en CE alors que les HDL s’appauvrissent en CE mais
s’enrichissent en TG. Les LDL riches en CE sont plus petites et plus denses. Elles sont captés par
les macrophages qui, insérés dans les parois de vaisseaux, induisent 1’athérosclérose. Les HDL
enrichies en TG subissent plus facilement une hydrolyse de la part de la HL ce qui a pour
conséquence d’accélérer leur métabolisme et de réduire la concentration plasmatique en HDL.
AGNE : acides gras non estérifiés, CE : cholestérol estérifie, CETP : cholesteryl ester transfer
protein, CL: cholestérol libre, HL: lipase hépatique, LCAT: lecithin cholestérol
acyltransferase, MTP : microsomal triglyceride transfer protein, sidLDL : LDL petites et denses,
TG : triglycérides
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I1.3.b Effets sur le transport inverse du cholestérol
La figure 13 présente les effets de I’insulinorésistance sur 1’ensemble des différentes

étapes du transport inverse du cholestérol.

I11.3.b.i Efflux de cholestérol et insulinorésistance
Les études in vitro d’efflux de cholestérol suggerent que celui-ci est maintenu a un niveau

normal chez les patients insulinorésistants (Dullaart and van Tol, 2001). Cet efflux est
positivement corrélé aux PL des HDL (Dullaart and van Tol, 2001) et une augmentation des PL
sanguins est associée a I’hypertriglycéridémie des patients insulinorésistants (Fournier et al.,
2001). Cette hausse des PL plasmatiques peut donc favoriser 1’efflux de cholestérol et le
maintenir a un niveau normal. Cependant, on notera aussi que, en situation de syndrome
métabolique, I’hyperglycémie semble diminuer I’efficacité de I’efflux (Syvanne et al., 1996, de
Vries et al., 2008).

En ce qui concerne I’apoAl, on a montré par des études cinétiques que, dans le syndrome
d’insulinorésistance, sa baisse n’est pas liée a une altération de sa production. En effet, celle-ci a
¢té décrite comme n’étant pas affectée par 1’insulinorésistance (Frenais et al., 2001a, Pont et al.,
2002), ou bien augmentée (Batista et al., 2004). Comme détaillé ultérieurement, la diminution de

I’apoAl semble plutot liée a un hypercatabolisme observée dans les états insulinorésistants.

I11.3.b.ii Remodelage des HDL et insulinorésistance
L’insulinorésistance a des conséquences sensibles sur les enzymes de transfert et les

lipases. Cependant, on distingue actuellement un role cl¢ de la CETP et de la HL dans

I’association entre hypertriglycéridémie et faible taux de HDL-cholestérol.

La lecithin : cholesterol acyltransferase (LCAT)
I1 est connu que la triglycéridémie influe sur 1’estérification du cholestérol (Murakami et

al., 1995). Il est donc normal d’observer une plus forte activitt LCAT chez des patients
hypertriglycéridémiques (Tato et al., 1997). Cet accroissement de [’activité¢ a également été
retrouvé chez des patients insulinorésistants présentant un diabéte de type 2 (Riemens et al.,

1998a) ou non (Riemens et al., 1999b).
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La lipoprotein lipase (LPL)
La LPL est activée par I’insuline. Il est donc normal que son activité¢ soit diminuée lors

d’une insulinorésistance (Knudsen et al., 1995), ce qui favorise une hausse des VLDL

plasmatiques.

La lipase hépatique (HL)
Chez I’homme (comme pour I’ensemble des modeles animaux), ’activité de la HL est

fortement augmentée en situation d’insulinorésistance (Baynes et al., 1991, Riemens et al.,

1999a). Cette activité accrue permettrait d’accélérer le catabolisme des HDL riches en TG.

La cholesterol ester transfer protein (CETP)
L’activité CETP est fortement augmentée en cas d’hypertriglycéridémie (Guerin et al., 2001,

Riemens et al., 1998a). Cette activité accrue modifie les caractéristiques des lipoprotéines, les

rendant notamment plus athérogenes :

e Les VLDL enrichies en EC sont capturées par les macrophages qui s’introduisent par la
suite dans les parois vasculaires et entrainent le développement de 1’athérosclérose.

e Les HDL riches en TG sont hydrolysées par la HL ce qui les rend instables et plus
facilement catabolisables.

e Les LDL riches en TG et EC, petites et denses, sont également athérogenes.

La phospholipid transfer protein (PLTP)
Les études menées chez I’homme montrent que I’activité PLTP est plus élevée chez les

patients insulinorésistants (Riemens et al., 1998b, Riemens et al., 1999b, Jonkers et al., 2003), ce
qui participerait au maintien de I’efflux de cholestérol. En effet, en enrichissant les HDL en PL,
la PLTP favoriserait 1’efflux et compenserait partiellement la baisse de 1’efflux secondaire a la

réduction du HDL-cholestérol.

11.3.b.iii Catabolisme des HDL et insulinorésistance
Bien que le catabolisme des HDL soit augment¢, les données sur les récepteurs des HDL

en situation d’insulinorésistance sont peu nombreuses. Dans la mesure ou, chez I’homme, le

retour du cholestérol au foie se fait en trés grande majorité via les transferts par la CETP, les
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effets de I’insulinorésistance sur la capture sélective ont été trés peu étudiés. Les modéles
animaux ont apporté des informations parfois contradictoires. En effet, une baisse de 1I’expression
hépatique du SR-BI a ét¢ montrée chez la souris ob/ob (Lundasen et al., 2003) mais, chez le rat
insulinorésistant, cette méme expression est augmentée (Roberts et al., 2004). En ce qui concerne
les autres récepteurs mis en jeu dans le catabolisme des HDL et du cholestérol, il semblerait
qu’aucune étude n’ait pour le moment été menée pour caractériser d’éventuelles modifications en

situation d’insulinorésistance.

11.4 Situation chez le chien
A la lecture de la littérature plus qu’abondante sur le sujet, il ne fait aucun doute que

I’obésité est associée a de nombreuses perturbations endocriniennes, métaboliques ou
cardiovasculaires. Cependant, ces études menées chez 1’homme n’apportent que trés peu
d’explications sur les mécanismes sous-jacents. De plus, les résultats de ces études sont souvent
parcellaires ou contradictoires du fait d’une forte hétérogénéité au sein des groupes de patients.
Pour des raisons éthiques évidentes, il est impossible d’étudier chez ’homme les mécanismes
physiopathologiques associés a 1’obésité. C’est pourquoi il a été nécessaire de développer un
modele animal, alliant faisabilité et reproductibilité, et pouvant développer une obésité¢ et une
insulinorésistance par manipulation nutritionnelle. De plus, ce modéle devait permettre des
investigations itératives d’un méme individu ainsi que la réalisation de protocoles de longue
durée. Dans ce but, des investigations ont ét¢é menées au laboratoire chez le chien car les études
préexistantes avaient montré que cet animal présentait quelques caractéristiques nécessaires a un

bon modéle.

II.4.a Mise en place de ’obésité et de I’insulinorésistance
En prenant en compte tous les travaux existant (Rocchini et al., 1997, Rocchini et al.,

2004, Mittelman et al., 2002, Kim et al., 2003), le laboratoire a développé un mod¢le de chien
obése et insulinorésistant en veillant a la qualité et la cohérence physiologique des régimes
utilisés et en ne cherchant pas une prise de poids trop rapide afin de mimer au plus pres

1’établissement de la pathologie humaine.
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Dans une 1% étude (Bailhache et al., 2003b, Gayet et al., 2004a), des chiens Beagle males
ont recu un régime dans lequel 54% des calories étaient d’origine lipidique et 24% d’origine
protéique. L’ apport alimentaire couvrait 1,9 fois les besoins d’entretien initiaux, estimés a 130
kcal d’énergie métabolisable/kg™"*/j (NRC, 1985). Ces animaux ont eu un gain de poids de 43 +
5% sur une période de 6 a 9 mois. Par la méthode du clamp euglycémique hyperinsulinémique, il
a été confirmé que ces animaux présentaient une insulinorésistance. Un 2°™ régime (Gayet et al.,
2003, Gayet et al., 2004b), moins hyperlipidique puisque les lipides correspondaient a 45% des
calories, a par la suite ét¢é donné a des chiennes ovariectomisées a hauteur de 1,4 fois les
recommandations. Ces animaux ont eu un gain de poids d’environ 44 + 5% sur une période de 18
mois. Tout comme les études préalables, ce protocole a confirmé que, chez le chien, 1’obésité est
associée a une insulinorésistance. Enfin, la derni¢re étude en date (Serisier et al., 2008) a porté
sur un régime ou 55% des calories provenaient des lipides. Les animaux ont recu
quotidiennement 1,6 fois leurs besoins énergétiques. Les animaux obéses et insulinorésistants
obtenus ont permis de montrer que le gain de poids provenait essentiellement d’un gain de masse
grasse alors que la masse maigre n’évoluait que trés peu. Ces différentes études menées au
laboratoire ont permis de démontrer I’existence d’une insulinorésistance associée a 1’obésité chez

le chien. De nombreuses autres perturbations métaboliques ont été également mises en évidence.

I1.4.b Conséquences métaboliques de I’insulinorésistance chez le chien
Ces perturbations métaboliques mises en évidence chez le chien obése et insulinorésistant

sont de deux types. Premi¢rement, il a ét¢ montré que 1’obésité s’accompagnait d’une
dyslipidémie que de nombreuses études ont permis de bien caractériser et, deuxiémement, que

I’obésité conduit €également a des perturbations cellulaires et hormonales.

11.4.b.i La dyslipidémie associée a I’obésité chez le chien
L’hypertriglycéridémie est la plus commune des anomalies du métabolisme lipidique

associée a I’insulinorésistance, y compris chez ’homme. L’ensemble des études menées au
laboratoire a montré une forte augmentation de la concentration plasmatique des TG chez les
chiens obéses (Bailhache et al., 2003a, Bailhache et al., 2003b, Serisier et al., 2008). Ces mémes
¢tudes ont montré que celle-ci s’expliquait principalement par une forte hausse des TG dans les

VLDL mais que I’on trouvait également une augmentation des TG des HDL.
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Afin d’apporter une ou des explications mécanistiques, le métabolisme des lipoprotéines a
apoB100 (VLDL et LDL) a été caractéris¢é chez le chien sain puis chez le chien obe¢se et
insulinorésistant grice a une approche cinétique par marquage isotopique suivi d’une
modélisation informatique. Le chien étant dépourvu d’IDL et de CETP, ces études cinétiques sont
nettement plus accessibles que chez I’homme pour lequel le systéme de modélisation doit prendre
en compte I’ensemble des échanges entre lipoprotéines. Chez le chien sain, ’apoB100 entre dans
la circulation plasmatique exclusivement par les VLDL (Bailhache et al., 2004), avec une
production correspondant a deux fois celle de ’homme (Beltz et al., 1985). Néanmoins, le
catabolisme trés ¢levée (5 a 7 fois celui de I’homme) a pour conséquence une trés faible
concentration plasmatique en apoB100 au sein des VLDL. Ce catabolisme se répartit entre 25%
de capture directe des particules par le foie et 75% de VLDL transformées en LDL. Cette
conversion est la seule source de LDL chez le chien (Bailhache et al., 2004). L’apoB100 des LDL
a un métabolisme (production, catabolisme, concentration) similaire chez le chien et chez
I’homme (Kovanen et al., 1981, Mahley et al., 1981).

Chez le chien obese et insulinorésistant, des études similaires ont montré que la
concentration en apoB100 est significativement supérieure dans les VLDL mais plus faible dans
les LDL en comparaison aux mesures effectuées chez les chiens sains (Briand et al., 2008). Les
analyses du renouvellement des apolipoprotéines en fonction du temps ont établi que la
production d’apoB100-VLDL est plus élevée chez les animaux obéses alors que le catabolisme
des VLDL est inchangé. Cependant, la lipolyse des VLDL est significativement diminuée. En ce
qui concerne les LDL, en plus de la baisse de la production des LDL via la lipolyse des VLDL, la
diminution de la concentration en apoB100 dans les LDL s’explique principalement par une forte
augmentation du catabolisme. Ces études ont permis de mettre en évidence que les mécanismes
conduisant a I’hypertriglycéridémie chez le chien sont similaires a ceux précédemment observés
chez ’homme (Duvillard et al., 2000, Pont et al., 2002).

En ce qui concerne le transport inverse du cholestérol, du fait de 1’absence d’activité
CETP (Bailhache et al., 2004, Ouguerram et al., 2004), I’analyse du métabolisme de 1’apoAl et
du cholestérol associ¢ aux HDL peut étre réalisée par une modélisation monocompartimentale
simple. Les études sur les chiens sains ont montré que la capture sélective du cholestérol via le
SR-BI représente environ 60% du retour du cholestérol au foie (Bailhache et al., 2004,

Ouguerram et al., 2004), ce qui confére au chien une caractéristique tres originale. En effet, chez
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I’homme, cette voie ne représente que 11% du turnover alors que les transferts dépendants de la
CETP en représentent 82%. Chez les chiens, comme chez ’homme, le HDL-cholestérol a été
diminué lors de I’installation de 1’obésité et de 1’insulinorésistance (Bailhache et al., 2003a). Il
s’agit 1a d’un paradoxe dans la mesure ou ce phénomene est expliqué chez I’homme par une
augmentation des échanges via la CETP du fait de I’hypertriglycéridémie. L’activit¢ CETP
n’ayant pas ét¢ mise en évidence chez le chien, cette baisse de HDL-cholestérol ne peut
s’expliquer de cette fagon. Il est donc possible que la production ou le catabolisme des HDL soit
affecté par I’insulinorésistance chez le chien. Nous avons montré que les concentrations en apoAl
au sein des HDL ne changeaient pas chez les chiens, la production et le catabolisme étant tout les
deux augmentés (Briand et al., 2007). La concentration en EC des HDL diminue avec I’obésité et
I’insulinorésistance du fait d’une baisse significative de la production et du catabolisme. De plus,
la capture sélective des EC par le SR-BI diminue chez les chiens obéses suggérant une réduction

du transport inverse du cholestérol.

I1.4.b.ii Autres perturbations associées a I’obésité chez le chien
L’obésité canine s’accompagne d’une hausse de la concentration plasmatique en AGNE

(Gayet et al., 2004a, Bailhache et al., 2003a), phénomene que I’on observe également chez
I’homme. De plus, on observe une hausse des concentrations plasmatiques d’insulin like growth
factor 1 (IGF1) et de TNFa (Gayet et al., 2004a). L hyperproduction de TNFa par I’adipocyte
chez le sujet obése est bien connue. Bien qu’il ait ét¢ montré que le TNFa peut induire
I’insulinorésistance (Hotamisligil, 1999), il est impossible de déterminer si cette hausse de TNFa
est une cause ou une conséquence (ou les deux) de I’insulinorésistance. Quoiqu’il en soit, cette
hausse de TNFa favorise la pathologie.

En ce qui concerne les niveaux d’expression des genes, la LPL, le PPARY, 1’adiponectine
et le GLUT4 présentent une diminution de leurs expressions dans le tissu adipeux viscéral chez le
chien (Gayet et al., 2007, Leray et al., 2004) alors que 1’expression de la leptine est augmentée.
De plus, les expressions musculaires de la LPL et du GLUT4 sont également plus faibles. Ces
modifications métaboliques sont couramment retrouvées chez I’homme obése et insulinorésistant.
Le chien suralimenté, obése et insulinorésistant, constitue donc un bon modele de la pathologie
humaine, notamment parce qu’il développe des perturbations métaboliques, tant plasmatiques

que moléculaires, similaires a celles retrouvés chez I’homme.
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III. Modulation de la dyslipidémie par des facteurs
nutritionnels ou pharmacologiques

Du fait de la hausse de la prévalence des MCV, diverses molécules pharmacologiques ont
été synthétisées afin de réduire les facteurs de risque cardiovasculaires, au premier rang desquels
se situe la dyslipidémie. Les statines ont tout d’abord permis de réduire la cholestérolémie ainsi
que le LDL-cholestérol par leur action sur la HMG-CoA réductase, enzyme clé de la synthése
endogene du cholestérol. Les fibrates, agonistes du PPARa, permettent de réduire les TG et le
LDL-cholestérol, mais également d’augmenter légérement le HDL-cholestérol. Nous allons
maintenant présenter comment des molécules naturelles (acide nicotinique et acides gras

polyinsaturés oméga 3) peuvent permettre de lutter contre la dyslipidémie.

III.1  L’acide nicotinique (AN)

L’acide nicotinique (AN) (ou niacine ou vitamine B3) est une vitamine hydrosoluble. I1
s’agit d’un noyau pyridine substitué par un groupement acide carboxylique en position . Elle est
aussi appelée vitamine PP pour Pellagra Preventive car une carence en cette vitamine est
responsable de la pellagre, affection caractérisée notamment par un amaigrissement, une
dermatite, une diarrhée et une démence. Les sources naturelles d’AN sont les viandes, les levures,
le blé ou encore le riz. Les besoins journaliers en AN sont d’environ 20 mg chez I’homme
(Bowman and Rusell, 2001), alors que chez le chien, ils ont été estimés a environ 0,45
mg/jour/kg”” (Case et al., 2000). L’AN est le précurseur du NAD (Nicotinamide Adenine
Dinucleotide) et du NADP (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate), deux cofacteurs

impliqués dans de nombreuses réactions biochimiques essentielles.

III.1.a Données cliniques

L’AN joue son role de vitamine lorsque 1’apport journalier est de I’ordre de la dizaine de
milligrammes. Cependant, apporté¢ a hauteur du gramme, I’AN posseéde des effets puissants,
notamment sur les lipides plasmatiques. Ces propriétés pharmacologiques ont été mises en
Oéme

évidence au milieu du 2 siecle par Altschul et al. (1955), qui ont montré que I’AN était un

puissant agent hypocholestérolémiant chez le lapin. Cependant, 1’utilisation de I’AN en clinique a
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Tableau 8 : Comparaison des effets de différents agents thérapeutiques dans le traitement des

dyslipidémies (Davidson, 2006).

Changement (%)
Molécules
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Figure 14 : Effets de 1’acide nicotinique sur les différentes sous-classes de LDL et HDL (Morgan
et al., 2003).
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¢té pendant longtemps assez anecdotique en raison d’effets secondaires assez importants. Parmi
eux, le flush (bouffées vasodilatatrices), qui se caractérise par une sensation de chaleur et des
rougeurs cutanées, est celui le plus couramment ressenti par les patients. La formulation récente
d’une nouvelle forme d’administration de I’AN, dont la libération dans 1’organisme se fait de
maniere prolongée, diminuant fortement la prévalence des effets secondaires, a remis I’AN au
centre de ’attention. Ce médicament est maintenant prescrit dans le traitement des dyslipidémies,
en particulier chez les patients atteints d’une dyslipidémie mixte ou combinée, caractérisée par
des concentrations plasmatiques ¢élevées de LDL-cholestérol et de TG, et de faibles
concentrations de HDL-cholestérol, ainsi que chez les patients atteints d’hypercholestérolémie
primaire.

Les effets généraux de I’AN sont une baisse des TG, du cholestérol total et du LDL-
cholestérol. Cependant, la particularité de I’AN se situe dans sa capacité a augmenter fortement le
HDL-cholestérol, et ce de maniére bien plus marquée que I’ensemble des autres molécules
existantes (tableau 8) (Gille et al., 2008, Kamanna and Kashyap, 2008). L’AN permet donc
d’améliorer I’ensemble des paramétres de la dyslipidémie associée a I’insulinorésistance. Morgan
et al. (2003) ont tenté¢ de caractériser les effets de I’AN sur les différentes sous-classes de
lipoprotéines. IlIs ont montré que la baisse du LDL-cholestérol s’explique principalement par une
diminution des LDL petites et denses, les LDL les plus athérogénes (Austin et al., 2000, Gardner
et al., 1996, Lamarche et al., 1998), alors que les LDL plus larges augmentent légérement (Figure
14). En ce qui concerne les HDL, I’AN entraine une diminution des particules de petite taille et
augmente fortement les HDL de grande taille (figure 14) qui ont été caractérisées comme
antiathérogenes (Griffin et al., 1988, Johansson et al., 1991). Parallélement, ’AN réduit la
progression de I’athérosclérose et diminue la survenue des maladies cardiovasculaires (Taylor et
al., 2004). Le « shift » dans les différentes sous-classes de LDL et HDL peut en partie expliquer

les effets bénéfiques de I’ AN sur I’athérosclérose.

I11.1.b Effets et mécanisme d’action

III.1.b.i Le récepteur GPRI109A
En 2003, plusieurs groupes ont publi¢ des études montrant que le récepteur orphelin

GPR190A ¢était activé par I’AN a des concentrations voisines de celles utilisées en clinique
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Figure 15 : Effets métaboliques de ’acide nicotinique a doses pharmacologiques sur la lipase hormono-
sensible.

La liaison de I’AN sur le récepteur GPR109A entraine 1’inhibition de I’adenylate cyclase et réduit la
formation d’AMPc. Ce dernier ne peut donc pas activer la protein kinase A et par conséquent la LHS. De ce
fait, il y a une moindre hydrolyse des TG et une baisse de la concentration plasmatique en AGNE.

AC : adenylate cyclase, LHS : lipase hormono-sensible, PKA : protein kinase A, TG : triglycérides.

AC  GPRI09A
«  B-OHB

Figure 16 : Role physiologique potentiel du B-hydroxybutyrate et du récepteur GPR109A en période de
jetine.

En situation de jeline, un trop grand relarguage d’AGNE dans le sang entraine la formation d’acétoacétate
et de B-hydroxybutyrate dans le foie. Le P-hydroxybutyrate inhibe 1’adenylate cyclase via la récepteur
GPR109A et par conséquent réduit la lipolyse et la libération d’AGNE.

AC : adenylate cyclase, AcAc : acétoacétate, f-OH : B-hydroxybutyrate, LHS : lipase hormono-sensible,
PKA : protein kinase A, TG : triglycérides.
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(Wise et al., 2003, Soga et al., 2003, Tunaru et al., 2003). Ce récepteur, exprimé dans le tissu
adipeux (blanc et brun) ainsi que dans la rate et les cellules immunitaires (Soga et al., 2003,
Tunaru et al., 2003), est couplé avec une protéine G inhibitrice. L activation de celle-ci entraine
une inhibition de /’adenylate cyclase qui conduit a une réduction du taux intracellulaire d’AMPc
(Aktories et al., 1980), et par conséquent, de la protein kinase A sous forme active. De ce fait, il y
a une moindre activation de la lipase hormono-sensible et donc de la lipolyse (figure 15). Il
semblerait que le B-hydroxybutyrate puisse étre un des ligands naturels de ce récepteur (Gille et
al., 2008). En effet, ce corps cétonique, produit pendant le jetne du fait d’une concentration
plasmatique en AGNE trop importante, inhiberait la lipolyse (figure 16) via ce récepteur et
I’inhibition de /’adenylate cyclase (Taggart et al., 2005). A I’heure actuelle, aucun analogue
chimique de I’AN n’a ét¢ mis sur le marché. Cependant, de nombreux composés sont
actuellement en cours de développement préclinique et pourraient aboutir a 1’obtention de
molécules efficaces ne possédant pas les effets secondaires de I’AN (Jung et al., 2007, Semple et

al., 2008, Shen, 2009, Skinner et al., 2007).

II1.1.b.ii AN et AGNE
Bien que I’inhibition de la lipolyse intra-adipocytaire ait ét¢ en premier lieu le mécanisme

avancé pour expliquer la correction des concentrations en lipides plasmatiques, il semblerait que
ce ne soit pas la seule explication. En effet, I’AN provoque une rapide diminution de la
concentration plasmatique en AGNE, mais 2 a 3h aprés I’administration d’AN, un rebond de
celle-ci est observé (Dhalla et al., 2007, Wang et al., 2000), alors que sur le long terme, il n’a pas
ét¢ montré de modification de cette concentration (Vega et al., 2005). Ceci suggere donc

I’implication d’autres mécanismes pouvant expliquer les effets hypotriglycéridémiants de I’AN.

II1.1.b.iii AN et lipoprotéines a apoB100
L’AN permet la réduction des lipoprotéines a apoB100. En effet, in vitro, I’AN inhibe

Iactivité de la diacylglycérol acyltransférase 2 (DGAT2), enzyme clé de la synthése des TG
(Ganji et al., 2004). En parallele a la possible inhibition de la LHS et de la disponibilité des
AGNE, I’AN entraine une importante réduction des TG nécessaires a la synthése endogene de
VLDL. En ce qui concerne 1’apoB100, ’AN favorise sa dégradation (Jin et al.,, 1999). Le

mécanisme impliqué n’est pas connu mais on peut supposer que la diminution des TG
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Figure 17 : Mode d’action supposé de 1’acide nicotinique sur le métabolisme des LDL et HDL
dans le foie (Kamanna and Kashyap, 2008).

Chez I’homme, I’AN inhiberait la DGAT et la synthése endogene des TG. De ce fait, il y a une
réduction de la concentration plasmatique en VLDL et LDL. De plus, I’AN réduit le catabolisme
des HDL, augmente la concentration plasmatique en apoAl et améliore le transport- inverse du
cholestérol. L’ AN ne semble pas agir sur le SR-BI.

AGNE : acide gras non estérifié, AN: acide nicotinique, DG : diglycéride, DGAT2 :
diacylglycerol acyltransferase 2, SR-BI : scavenger receptor class B type I, TG : triglycérides.
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entraine la dégradation de I’apoB100 par manque de substrat. L’ AN entraine une diminution de la
production de VLDL-TG chez des femmes saines (Wang et al., 2001b), ainsi que chez des sujets
obéses présentant une stéatose hépatique (Fabbrini et al., 2010). Cependant, cet effet n’a pas été
retrouvé chez des patients hypertriglycéridémiques (Lamon-Fava et al., 2008). Cette derniére
¢tude a également montré une réduction de 1’apoB100-VLDL, expliquée par une tendance a
I’augmentation de son catabolisme sans changement de sa production. Le métabolisme de

1’apoB100 des LDL n’était pas modifié par le traitement a I’ AN dans cette étude.

IIIL.1.b.ivAN et TIC
L°’AN augmente I’expression du PPARa et de ’ABCAI1 dans les cellules HepG2

(Siripurkpong and Na-Bangchang, 2008) ou les macrophages (Rubic et al., 2004). II est donc
possible qu’il favorise I’efflux de cholestérol in vivo. On a d’ailleurs montré une augmentation de
cet efflux dans des hépatocytes de lapins hypercholestérolémiques (Zhao et al., 2008), efflux qui
semble étre régulé par différents facteurs nucléaires (PPARa, PPARy et LXRa). De plus, ’AN
entraine une hausse des concentrations plasmatiques en HDL et apoAl, due en partie a une baisse
de la capture hépatique de I’apoAl (Jin et al., 1997), sans implication du SR-BI (Nieland et al.,
2007). 11 est possible que cette moindre capture soit due a I’inhibition de la chaine B de ’ATP
synthase (Zhang et al., 2008). De plus, il semble que la CETP pourrait jouer un rdle important
puisque chez la souris (animal dépourvu de CETP), ’AN ne modifie pas la concentration de
HDL-cholestérol. Cependant, des souris transgéniques exprimant la CETP humaine présentent
une augmentation du HDL-cholestérol aprés traitement a I’AN (Hernandez et al., 2007).
L’hypothése avancée est que la diminution des TG des VLDL entrainerait une baisse des
¢changes via la CETP. De ce fait, les EC des HDL seraient moins échangés et la concentration en
HDL-cholestérol augmenterait en conséquence. Les différentes études cinétiques disponibles
apportent des informations contradictoires quand aux effets de I’AN sur le métabolisme de
I’apoAl. Une premiére étude a rapporté un plus faible catabolisme des HDL aprés traitement
(Blum et al., 1977) alors qu’une deuxiéme, menée chez des sujets sains, n’a montré aucun effet
(Shepherd et al., 1979). Récemment, une hausse de la production d’apoAl a été observée chez des
patients hypertriglycéridémiques alors que le catabolisme était inchangé (Lamon-Fava et al.,

2008). L’ensemble des effets de I’ AN sur les lipoprotéines sont résumés sur la figure 17.
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III.2  Les acides gras polyinsaturés oméga 3

II1.2.a Généralités : nomenclature, apports et métabolisme
Les acides gras polyinsaturés (AGPI) oméga 3 sont des acides gras insaturés dont la 1

ére
double liaison est en position n-3. Ils dérivent de 1’acide a-linolénique (ALA, C18:3 n-3) par une
série de désaturations et d’élongations. Les deux principaux acides gras polyinsaturés a longue
chaine de cette famille sont 1’acide eicosapentaenoique (EPA, C20:5 n-3) et D’acide
docosahexaenoique (DHA, C22:6 n-3).

L’ALA est un acide gras indispensable car nécessaire a [’organisme mais non
synthétisable par les mammiféres. Les autres acides gras de la famille ®3 sont dits essentiels car
leur synthése endogéne n’est pas suffisante pour couvrir les besoins et ils nécessitent donc un
apport alimentaire. En effet, 60% de ’ALA alimentaire est utilis¢ comme source d’énergie
(Cunnane, 2001) et 30% comme source d’acétate pour la synthése endogéne d’acide gras
(Brenna, 2002). Au final, seulement 0,2% de I’ALA serait transformé en EPA (Pawlosky et al.,
2001), le reste ayant un rdle structural. Il a donc été nécessaire d’établir un apport nutritionnel
conseillé (ANC) en ALA (1% de I’apport énergétique chez I’adulte) (Legrand, 2010). Concernant
I’EPA et le DHA, les ANC ont été fixés a 250 mg/j chacun. Chez I’homme adulte, on ne connait
pas de situation de vraie carence nutritionnelle en acides gras o3 mais c’est leur importance en
termes de prévention des MCV, du cancer ou de troubles psychologiques qui justifie actuellement
de s’intéresser a leur consommation. Du fait d’un déséquilibre et d’une compétition entre AGPI
®3 et AGPI w6, il est nécessaire de limiter I’apport en AGPI w6 mais surtout de favoriser la
consommation d’AGPI ®3. Pour cela, les huiles végétales riche en ALA (colza, soja et noix)
peuvent étre utiles tout comme la consommation de viande d’herbivores non ruminants (lapin,
cheval) qui apportent de ’ALA issue de I’herbe sans qu’il y ait eu hydrogénation dans le rumen.
En ce qui concerne les dérivés @3 a plus longue chaine, le poisson (saumon, hareng, etc.) est sans
aucun doute a favoriser pour augmenter les apports en EPA et DHA.

Depuis les trois derni¢res décennies, de nombreuses ¢tudes épidémiologiques ont montré
les bénéfices cardiovasculaires des AGPI o3 (Albert et al., 1998, Kromhout et al., 1985, Lee et
al., 2008). Ces effets cardioprotecteurs ont été mis en évidence dés 1953 par Sinclair (1953) qui a
décrit la rareté des incidents cardiovasculaires chez les esquimaux du Groenland. Depuis, de

nombreuses études ont évalué les effets d’une supplémentation en AGPI ®3 (Harris, 1997b),
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validant sans équivoque le rdle protecteur des AGPI w3 vis-a-vis des MCV (Marchioli et al.,

2002).

II1.2.b Roles physiologiques

II1.2.b.i Au sein des membranes plasmiques
Les acides gras sont des composants essentiels des membranes biologiques. Lorsque le

nombre d’insaturations au sein des acides gras augmente, la fluidit¢ de la membrane s’accroit
(Eldho et al., 2003) car les AGPI sont extrémement flexibles et peuvent rapidement changer de
conformation (Feller and Gawrisch, 2005). Du fait d’un nombre d’insaturation plus important, la
flexibilit¢ de la chaine carbonée est plus grande pour les AGPI ®3 que pour les AGPI w6
(Rajamoorthi et al., 2005). Il est donc normal que le rapport ®3/w6 au sein de la membrane influe
fortement les propriétés physico-chimiques des membranes biologiques, influencant le trafic et la
fonction des protéines ainsi que la formation et la fusion de différentes vésicules.

De nombreuses études se sont principalement intéressées au role spécifique du DHA. Il a
tout d’abord été montré in vivo qu’un régime riche en DHA augmente la fluidit¢é membranaire
(Kamada et al., 1986) alors qu’inversement un régime dépourvu en DHA entraine la formation de
membranes plus rigides (Daveloose et al., 1993). Cependant, ’utilisation d’huile de poisson dans
le régime des animaux ne semble pas généralement entrainer de modifications mesurables de la
fluidit¢ membranaire (Clamp et al., 1997, Gibney and Bolton-Smith, 1988, Popp-Snijders et al.,
1986, Wahnon et al., 1992). Il existe également un lien entre perméabilité membranaire et AGPI,
notamment DHA. En effet, la perméabilité de vésicules est augmentée de plus de 10 fois si elles
sont riches en DHA (Hendriks et al., 1973). L hypothése avancée est un désordre accru de la
double couche lipidique associ¢ a une plus faible interaction entre les chaines hydrophobes des
PL. Enfin, les AGPI influencent les caractéristiques de fusion des membranes, le caractere
¢lastique de celle-ci ainsi que la fréquence des phénomenes de « flip-flop » (Stillwell and
Wassall, 2003).

Depuis un peu plus d’une décennie, des domaines membranaires spécifiques dénommeés
radeaux lipidiques ont été mis en évidence (Edidin, 1993, Simons and Ikonen, 1997). 1l s’agit de
microdomaines ordonnés, riches en cholestérol et sphingolipides, qui peuvent jouer un rdle dans
certaines interactions membranes/protéines ou protéines/protéines. Le DHA entraine une

désorganisation partielle des radeaux lipidiques. En réalité, on a montré que la plus faible affinité
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Figure 18 : Impact des acides gras polyinsaturés 3 sur différents facteurs de transcription

impliqués dans la lipolyse et la lipogenese. FXR : farnesoid X receptor, HNF4a : hepatocyte

nuclear factor 4a, LXR : liver X receptor, PPAR : peroxisome proliferator-activated receptor,

RXR : retinoid X receptor, SREBP-1c : sterol regulatory element binding protein Ic.

Tableau 9 : Effets des acides gras polyinsaturés w3 sur les différents facteurs de transcription

impliqués dans le contrdle de la lipogenése.

i Effets sur la Effets nets
Récepteur . .
. . régulation de . .
nucléaire . Triglycérides HDL LDL
I’expression
PPARa T W T !
LXR Y . ! !
FXR T W T T
HNF4a l 1l ! —
Effets nets A N <
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entre AGPI et cholestérol entraine une séparation et la formation de deux zones distinctes : une
riche en cholestérol et pauvre en AGPI et une autre riche en AGPI et pauvre en cholestérol
(Brzustowicz et al., 2002, Mitchell and Litman, 1998, Shaikh et al., 2003). Les AGPI ®3 sont
capables de modifier la composition des lipides membranaires situés au niveau de ces radeaux
lipidiques mais également d’influer sur les protéines qui y sont associées. L’EPA et le DHA sont
connus pour leur propriété immunosuppressives (van der Heide et al., 1993). En effet, via la
modification des radeaux lipidiques et des protéines associées, I’EPA et le DHA activent les
lymphocytes T (Liang et al., 2001, Moffett et al., 2000). Ils favorisent 1’apoptose et ont donc un
impact potentiel sur le développement de certains cancers (Diaz et al., 2002). Dans la mesure ou
I’importance physiologique des radeaux lipidiques s’accroit au fil des études, la modification de
leur composition par les AGPI, et donc de leur fonctionnalité, doit étre plus largement étudiée.

Il est clair que la modification des caractéristiques physicochimiques des membranes par
les AGPI peut influencer la fonctionnalité¢ de différentes protéines. Ceci a été clairement montré
avec le DHA sur deux protéines membranaires : la rhodopsine et la protein kinase C (PKC). 1l a
¢té mis en évidence que le changement de conformation de la rhodopsine nécessaire a I’initiation
de la réponse neuronale a la lumiére était favorisée par le DHA (Mitchell et al., 1992). La PKC
est quant a elle activée par le DHA mais seulement lorsqu’il est incorporé dans des
phosphatidyléthanolamine (Giorgione et al., 1995, Slater et al., 1994). Des études biophysiques
ont montré que ces différences d’activité protéique pouvaient étre provoquées par un changement
de la courbure de la membrane (Giorgione et al., 1995). L’activité du récepteur a I’insuline peut
¢galement étre modulée par les caractéristiques physicochimiques de la membrane plasmique.
(McCallum and Epand, 1995). En effet, ’augmentation du degré d’insaturation des PL de la
membrane est associée avec un accroissement du nombre de récepteurs a I’insuline mais
¢galement a une moindre affinité de liaison de I’hormone a son récepteur. (Ginsberg et al., 1982).
A T’inverse, une plus grande saturation des PL membranaires conduit a une baisse du nombre de

récepteur mais a une plus grande affinité de liaison entre I’insuline et le récepteur.

I11.2.b.ii Régulation de ’expression génique
Les AGPI ®3 sont connus pour étre des modulateurs de I’expression de nombreux geénes.

Ils agissent principalement sur 2 familles de récepteurs nucléaires (figure 18) : les PPARs et le

SREBP-1¢, et a un moindre niveau sur d’autres récepteurs tels que les RXR, les FXR, les LXR
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ou le HNF4a. Le tableau 9 résume les effets des AGPI ®3 sur ces différents facteurs de

transcription ainsi que les conséquences en termes de lipides plasmatiques.

Peroxisome Proliferator-Activated Receptor : PPAR
Il existe 3 isoformes de PPAR identifiés (o, B/d et y) (Lemberger et al., 1996).

L’activation du PPARa, qui est principalement exprimé dans le foie, résulte en une prolifération
peroxisomale et une oxydation lipidique qui se traduit par une baisse des TG plasmatiques. Les
agonistes du PPARa permettent également d’accroitre le HDL-C et de diminuer 1’athérosclérose.
Le PPARP est quant a lui ubiquitaire. De récentes études ont montré qu’il peut avoir un rdle
hypolipémiant en augmentant 1’oxydation des lipides dans le muscle squelettique (Karpe and
Ehrenborg, 2009) et en favorisant le TICE (Vrins et al., 2009). Enfin, le PPARY existe sous 3
isoformes dont la plus étudiée, PPARY;, est principalement exprimée dans le tissu adipeux. Cette
isoforme est impliquée dans I’adipogenése et favorise la synthése de petits adipocytes plus
sensibles a I’insuline. De ce fait, les agonistes du PPARY entrainent une hausse de la sensibilité a
I’insuline mais elle est associée a un gain de poids.

De nombreux acides gras mono- et polyinsaturés peuvent se lier au PPARa a des
concentrations physiologiques, entrainant une activation de sa transcription. En ce qui concerne
les AGPI o3, EPA semble étre un activateur plus puissant que le DHA (Pawar and Jump,
2003), bien que les dérivés de I’EPA semblent étre les principaux ligands du PPARa (Krey et al.,
1997). En effet, des molécules telles que ’acide 8-hydroxyeicosatetraenoique ou le leucotriéne
B4 sont des activateurs puissants du PPARa. En ce qui concerne le PPARy, les AGPI semblent
étre de meilleurs activateurs que les autres acides gras. De plus, les dérivés des acides gras w6
sont des agonistes plus puissants sur le PPARy que ceux des AGPI @3 (Forman et al., 1995,
Mater et al., 1998). Par exemple, la prostaglandine J2 est I’un des activateurs endogenes du
PPARYy le plus actif et le plus étudi¢ (Forman et al., 1995). Enfin, le PPARP est activé de maniére

similaire au PPARa.

Sterol Regulatory Element Binding Protein : SREBP
Les AGPI o3 agissent principalement sur 1’isoforme 1c du SREBP. Ce facteur nucléaire

appartient a la famille des facteurs de transcription a motif hélice-boucle-hélice. Il est exprimé

dans la plupart des tissus avec cependant un niveau ¢élevé dans les macrophages, le foie, le tissu
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adipeux et le cerveau. Le SREBP-1c régule I’expression de génes impliqués dans le métabolisme
des acides gras comme la fatty acid synthase (FAS), la A9 désaturase (Horton et al., 2002) mais
aussi des geénes impliqués dans le métabolisme du cholestérol tel que I’ ABCG1 (Ecker et al.,
2007).

L’activité et ’expression du SREBP-1c sont régulées par différents acides gras. Les AGPI
®3 et o6 inhibent la transcription des génes impliqués dans la lipogenese en inhibant 1’expression
du SREBP-Ic ou en limitant la maturation post-traductionnelle de la protéine. En effet, des
régimes riches en acide linoléique, EPA ou DHA diminuent fortement I’expression du SREBP-1c
(Xu et al., 1999). L’inhibition du SREBP-1c semble étre due a une inhibition du LXR qui est son
principal activateur. A I’inverse des AGPI, les acides gras saturés ou monoinsaturés n’ont pas

d’effet sur le SREBP-1c.

Autres récepteurs nucléaires : LXR, RXR., FXR et HNF-4q.

LXR : liver X receptor

Les LXRa et B sont des facteurs de transcription couramment décrit comme des
détecteurs de cholestérol (Repa and Mangelsdorf, 2000, Willy and Mangelsdorf, 1997). Il s’agit
de régulateurs important du métabolisme et du transport des acides gras et des stérols. Alors que
le LXR}p est ubiquitaire, le LXRa est présent dans le foie, le rien, les intestins et le tissu adipeux.

Les oxystérols sont des dérives du cholestérol et les ligands naturels des LXRs. Les
AGPI, et notamment ’acide arachidonique, semblent agir sur les LXRs en inhibant la liaison des
oxystérols aux LXRs (Jump, 2002, Ou et al., 2001), entrainant en conséquence une diminution de

I’expression du SREBP-1c.

RXR : Retinoid X receptor

Le RXR est impliqué dans la transduction de la voie de signalisation de 1’acide rétinoique
pour laquelle une dimérisation du RXR est nécessaire. Cependant, ce récepteur peut également
agir en s’hétérodimérisant avec d’autres facteurs de transcription tel que les PPARs ou les LXRs.

Certains AGPI, et notamment le DHA, sont des activateurs du RXR (de Urquiza et al., 2000).

FXR : Farnesoid X receptor
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Le FXR est un récepteur nucléaire exprimé dans le foie et I’intestin et impliqué dans le
controle de I’homéostasie glucidique et lipidique (Forman et al., 1995). On a montré que les
AGPI tel que I’acide arachidonique, 1’acide linoléique ou le DHA étaient des ligands du FXR
(Zhao et al., 2004a). Le principal réle du FXR est de réguler la synthése des acides biliaires, ainsi
que leur transport. Le FXR régule également les phénomenes de détoxification (Claudel et al.,
2005). Cependant, on a montré que le FXR joue également un role dans le controle du
métabolisme lipidique, puisque des souris déficientes pour le FXR présentent une forte
hypertriglycéridémie (Claudel et al., 2003, Sinal et al., 2000). Cette régulation de la
triglycéridémie par le FXR semble étre due a une activation de la LPL secondaire a une inhibition
de la synthese de I’apoCIII associée a une augmentation de celle de 1’apoCII (Claudel et al.,
2002, Kast et al., 2001). De maniére plus surprenante, le FXR favorise 1I’expression du PPARa,
augmentant ’oxydation des lipides (Pineda Torra et al., 2003). Le FXR inhibe également
I’expression du SREBP-1c¢, diminuant ainsi 1’expression des enzymes de la lipogenéese. Enfin, le
FXR est impliqué dans le métabolisme des HDL en réprimant la synthése de 1’apoAl (Claudel et

al., 2002) mais également en augmentant I’expression de la PLTP (Urizar et al., 2000).

HNF4a : Hepatocyte nuclear factor 4a

Le HNF4a est un récepteur nucléaire exprimé dans le foie, I’intestin, les reins et le
pancréas et considéré comme orphelin car son ou ses ligands naturels n’ont pas été clairement
identifiés. Il est impliqué dans de nombreux aspects du métabolisme des lipides, des glucides et
des protéines mais aussi dans I’hématopoiése et la coagulation sanguine (Sladek, 1994). Hertz et
al. (1998) ont montré que les acides gras se lient au récepteur sous forme d’acylCoA. Cependant,
tous les acides gras ne sont pas capables d’activer ce récepteur (Hertz et al., 1998, Petrescu et al.,
2002) : les acides gras saturés ont tendance a D’activer alors que les AGPI répriment son
expression. De ce fait, les AGPI o3 affectent le métabolisme glucidique en réprimant I’activité de
la L-pyruvate kinase et de la glucose 6 phosphatase (Pegorier et al., 2004), limitant la formation

de TG a partir du pyruvate.

I11.2.b.iii Réle dans linflammation

Le lien entre AGPI et inflammation a été mis en évidence lors de 1’étude de différentes

maladies inflammatoires. En effet, les AGPI ©3 semblent pouvoir jouer un role dans le traitement
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de diverses maladies tel que la maladie de Crohn, la polyarthrite rhumatoide, I’asthme, le diabéte,
etc. (Calder, 2006). Les AGPI influencent les phénoménes inflammatoires de différentes
manieres : par la synthése d’eicosanoides, en modulant I’expression de cytokines inflammatoires

ou le stress oxydant.

Synthese des eicosanoides
Les AGPI modulent I’inflammation en grande partie par 1’intermédiaire de leurs dérivés

eicosanoides (figure 19). Ceux-ci sont répartis en 3 classes principales : les prostaglandines, les
thromboxanes et les leucotrieénes.

Les cyclooxygénases et lipoxygénases convertissent [’acide arachidonique en
prostaglandines (PG) et thromboxanes de la série 2 et en leucotrienes (LT) de la série 4. En ce qui
concerne I’EPA, il conduit aux prostaglandines et thromboxanes de la série 3 et en leucotriénes
de la série 5. La différence entre les eicosanoides issu des AGPI @3 ou des AGPI w6 est que la
plupart de ceux provenant des AGPI @3 ont un caractére plutot anti-inflammatoire alors que ceux
dérivant de I’acide arachidonique sont plutdt pro-inflammatoires ou possedent d’autres effets
néfastes (Bagga et al., 2003, Robinson and Stone, 2006). Le tableau 10 résume les effets des
eicosanoides les plus couramment décrits.

On a montré que I’apport d’acide gras dans I’alimentation peut influencer la synthése des
¢icosanoides. En effet, une supplémentation en acide arachidonique (1,5 g/j pendant 7 semaines)
entraine une hausse de la production de PGE, et LTBs (Kelley et al., 1998). De méme, une
supplémentation en AGPI ®3 dans le régime entraine une augmentation de la proportion des ces
AGPI dans les neutrophiles, cellules productrices d’eicosanoides (Gibney and Hunter, 1993,
Healy et al., 2000). Par ailleurs, en utilisant de I’huile de poisson, Kelley et al. (1999) ont montré
qu’une supplémentation de 6 g/j de DHA peut entrainer une baisse de la production de PGE2 de
60% et de LTB4 de 75% par les cellules mononucléaires stimulées par une endotoxine.
Cependant, il faut noter qu’il existe une compétition pour les cyclooxygénases et lipoxygénases
et que le rapport entre cytokines pro et anti-inflammatoires est dépendant du rapport ®3/w6.

L’EPA et le DHA peuvent aussi conduire a des molécules récemment identifiées : les
résolvines. L’EPA conduit aux résolvines de la série E et le DHA a ceux de la série D. Les
résolvines E exercent une action anti-inflammatoire et participent activement a la résolution de

I’inflammation (Serhan et al., 2000a, Serhan et al., 2000b, Serhan et al., 2002). Le DHA permet
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Figure 19 : Synthése des dérivés eicosanoides a partir des acides gras polyinsaturés

Tableau 10 : Effets physiologiques des eicosanoides les plus courants.

AGPI 6 AGPI 03
Dérivé Effet physiologique Dérivé Effet physiologique
Prostaglandines  PGE, Pro-arhytmique PGE3 Anti-arhytmique
PGI, Pro-arhytmique PGI; Anti-arhytmique
Thromboxanes TXA,;  Activateur de I’agrégation TXA; Inhibiteur de
plaquettaire I’agrégation
plaquettaire
TXB, Vasoconstricteur TXB; Vasodilatateur
Leucotriénes LTB,4 Pro-inflammatoire LTBs Anti-inflammatoire
Résolvines Anti-inflammatoire
Neuroprotectines Anti-inflammatoire
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la synthése de résolvines D mais aussi d’autres médiateurs appelés docosatrienes et
neuroprotectines qui apparaissent comme étant des molécules aux propriétés anti-inflammatoires
(Hong et al., 2003, Marcheselli et al., 2003, Mukherjee et al., 2004). Ces molécules récemment
découvertes ouvrent de nouvelles voies de recherches et les revues sur le sujet montrent des

implications importantes en terme de santé (Serhan, 2005, Serhan et al., 2004).

Les cytokines pro-inflammatoires
Des études in vitro ont montré que I’EPA et le DHA peuvent inhiber la production d’IL13

et de TNFa par les monocytes (Babcock et al., 2002, Lo et al., 1999, Zhao et al., 2004b) mais

¢galement la production d’IL6 et IL8 par les cellules endothéliales (De Caterina et al., 1994,
Khalfoun et al., 1997). Ces observations ont ét¢ également réalisées in vivo sur des modéeles
animaux (Billiar et al., 1988, Renier et al., 1993, Yaqoob and Calder, 1995) mais aussi lors
d’études cliniques menées chez I’homme (Caughey et al., 1996, Endres et al., 1989).

Les espéces réactives a I’oxygene
Les AGPI peuvent également influencer I’inflammation en limitant la production de ROS

(reactive oxygen species) connues pour favoriser I’inflammation. En effet, une supplémentation
de 3,1 g I’EPA et 8,4 g de DHA par jour entraine une diminution de 30 a 55% de la production
de ROS chez I’homme (Luostarinen and Saldeen, 1996, Varming et al., 1995). Une autre étude
(Fisher et al., 1990) a montré que 6 g/j d’EPA et de DHA diminuent la production de peroxyde
d’hydrogene par des monocytes humains. Cependant, des études utilisant des doses d’AGPI 3
plus physiologiques n’ont montré aucun effet sur la production de ROS (Kew et al., 2003, Miles
et al., 2004). La relation exacte entre ROS et AGPI et I’implication de ceux-ci dans un

mécanisme inflammatoire doit donc étre confirmé.

II1.2.c Acides gras polyinsaturés oméga 3 et syndrome métabolique

I11.2.c.i Effets des acides gras w3 sur I’IR
Les AGPI w3possedent un fort pouvoir protecteur vis-a-vis de I’insulinorésistance et du

syndrome métabolique. En effet, comme précédemment indiqué, les AGPI ®3 limitent
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I’inflammation qui est un des phénomeénes initial de I’insulinorésistance. De plus, les effets
bénéfiques des AGPI w3 sur les concentrations plasmatiques en lipides préviennent également la
mise en place de la maladie. Les AGPI @3 sont donc bien un outil nutritionnel qui peut contribuer
a prévenir 1’insulinorésistance (Delarue et al., 2004, Lombardo and Chicco, 2006).

Cependant, lorsque 1’insulinorésistance est d’ores et déja installée, les effets des AGPI ©3
sont moins connus. Il semblerait qu’ils puissent jouer un role thérapeutique chez les patients
insulinorésistants. En effet, ils semblent favoriser la synthése d’adiponectine, cytokine insulino-
sensibilisatrice (Flachs et al., 2006, Gonzalez-Periz et al., 2009, Perez-Matute et al., 2007). De
plus, les AGPI w3 limitent le stockage des TG dans le muscle, facteur connu comme étant une
des sources de I’insulinorésistance musculaire (Storlien et al., 1991). Gonzalez-Periz et al. (2009)
ont montré que les AGPI @3 pouvaient réduire 1’insulinorésistance et la stéatose hépatique chez
la souris. Cependant, les doses AGPI w3 utilisées étaient assez importantes (6% des lipides totaux
du régime). Un autre groupe (Lombardo et al., 1996, Lombardo et al., 2007) a également montré
que des doses importantes d’AGPI 3 normalisent 1’intolérance au glucose et améliorent 1’action
de I’insuline sans modification de I’insulinémie chez le rat.

Néanmoins, aucune étude menée chez des hommes insulinorésistants n’a montré un effet
insulinosensibilisateur des AGPI 3. De plus, I’ensemble des études citées ont utilis¢ un modele
de rat génétiquement obése ou rendu insulinorésistant par un régime riche en fructose. On peut
alors se demander quels seraient les effets des AGPI w3 chez d’autres modeles animaux rendus

obé¢ses d’une maniere plus conforme de ce qui se passe chez I’homme.

II1.2.c.ii Effets des acides gras w3 sur la dyslipidémie

TG et lipoprotéines a apoB100

Les AGPI ®3 sont bien connus comme agents hypotriglycéridémiants. Cette action est
régulée via les différents facteurs de transcription décrits précédemment (figure 18). En effet, les
AGPI activent I’oxydation lipidique via le PPARa. De plus, ils inhibent la lipogenese en inhibant
le SREBP-1c. Comme vu précédemment, cette inhibition est indirecte et se réalise par 2 voies :
d’une part une inhibition des LXRs par les AGPI 3 et d’autre part I’activation du FXR. Enfin,

I’inhibition du HNF4a par les AGPI »3 participe également au caractere hypotriglycéridémiant
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des AGPI »3 (tableau 9). L’effet net est une forte réduction des TG plasmatiques qui a été évalué
entre -25 et -30% (Harris, 1997b). De plus, 1’effet hypotriglycéridémiant des AGPI ®3 peut
¢galement étre controlé par une activation de I’expression de la LPL associée a une répression de
celle de I’apoClIl, son principal inhibiteur physiologique. Cette baisse des TG est généralement
associ¢e chez ’homme a une modeste hausse de la concentration plasmatique en LDL-C (+5 a
+10%) et aucun changement de celle en HDL-C.

En plus de I’effet hypotriglycéridémiant des AGPI ®3 qui limite la synthése endogene de
VLDL-TG, I’EPA et le DHA augmentent 1’activité¢ de la LPL (Khan et al., 2002, Park and Harris,
2003) et favorisent la lipolyse. De plus, une étude suggere que la peroxydation des AGPI @3 et le
stress oxydant qui en résulte favoriseraient la dégradation hépatique de 1’apoB100 et la baisse de
la production hépatique de VLDL (Pan et al., 2004). Cependant, des études cinétiques sur le
métabolisme de I’apoB100 ont montré que 1’administration d’AGPI ®3 entraine une baisse des
TG et des VLDL mais n’a a priori pas d’effet sur la lipolyse des VLDL et la production de LDL
(Kasim-Karakas et al., 1995). Malgré cela, cette méme étude a montré une hausse de la
concentration plasmatique de LDL, probablement due, d’aprés les auteurs, a une diminution de
leur catabolisme. Une 2°™ étude cinétique chez des patients diabétiques a montré une diminution
de la syntheése des VLDL associ¢e a une augmentation de la lipolyse entrainant une production
accrue d’IDL (Ouguerram et al., 2006). Cette hausse de la lipolyse est plus cohérente avec

I’augmentation de I’activité de la LPL.

Transport inverse du cholestérol
Bien que les AGPI @3 ne semblent pas affecter les concentrations plasmatiques de HDL

(Harris, 1997b), certaines études ont montré qu’ils peuvent influencer le transport inverse du
cholestérol. En effet, il est connu que les agonistes du PPARa augmentent 1’expression de
I’ABCA1 des macrophages, favorisant ainsi ’efflux de cholestérol (Chinetti et al., 2001). Cet
accroissement de I’efflux a par ailleurs été démontré in vitro (Dusserre et al., 1995, Pal and
Davis, 1990). Cependant, une étude récente a infirmé ceci en montrant un effet négatif de ’EPA
sur I’efflux de cholestérol du a une limitation de la phosphorylation de ’ABCA1 nécessaire au
bon fonctionnement du transporteur (Hu et al., 2009). In vivo, les résultats sont encore plus
contradictoires. En effet, Gillotte et al. (1998) n’ont montré aucune amélioration de 1’efflux avec

les AGPI ®3, mais Nishimoto et al. (2009) ont récemment montré que I’huile de poisson
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favorisait 1’efflux chez la souris. Dans cette étude, les auteurs ont montré une hausse de
I’expression hépatique de ’ABCGS5 et de ’ABCGS8 alors que celle de ’ABCA1 n’était pas
modifiée. Les effets des AGPI w3 sur I’expression et 1’activité de ’ABCALI et sur I’efflux de
cholestérol ne sont donc pas clairement établit.

Les études cinétiques du renouvellement des apoAl et AIl aprés traitement par des AGPI
®3 ne sont pas trées nombreuses. Une étude menée au laboratoire en 2001 (Frenais et al., 2001b) a
montré que 1’huile de poisson réduisait le catabolisme de I’apoAl et de I’apoAll des HDL,
associé¢ a une réduction de leur production, expliquant ainsi le maintien de leurs concentrations
plasmatiques. Ces résultats ont ét¢ confirmés plus récemment (Chan et al., 2006). Il semblerait
donc que les AGPI 3 ne favorisent pas le transport inverse du cholestérol. Cependant, une
hausse de la sécrétion biliaire de cholestérol a été mise en évidence chez le rat (Morgado et al.,
2005). De plus, chez la souris supplémentée en huile de poisson (Le Morvan et al., 2002),
I’expression du SR-BI a été¢ augmentée ainsi que la captation sélective des EC par le foie. Enfin,
récemment, en utilisant des macrophages chargés en cholestérol radioactif et en mesurant la
radioactivité du plasma, du foie, de la bile et des féces, Nishimoto et al. (2009) ont montré chez la
souris que I’huile de poisson favorise ’efflux de cholestérol de ces macrophages ainsi que
I’efficacité du transport inverse du cholestérol. Ces résultats suggérent donc un impact positif des
AGPI 3 sur le transport inverse du cholestérol, mais au final, I’analyse de I’ensemble des études
ne permet pas de conclure et de nouvelles investigations devraient étre menées afin de déterminer

plus précisément si les AGPI @3 favorisent ou non le transport inverse du cholestérol.
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Objectifs

Le risque cardiovasculaire associ¢ a 1’obésité peut étre réduit efficacement par une perte
de poids et une activit¢ physique accrue. Cependant, un changement de comportement
alimentaire et de mode de vie est difficilement réalisable dans nos sociétés occidentales. Des
approches pharmaceutiques ou nutritionnelles apparaissent donc comme nécessaires afin de
limiter le risque de développement de MCV.

Du fait du dramatique accroissement des MCV, le métabolisme du cholestérol a été
largement étudié au cours des dernieres décennies, et notamment le transport inverse du
cholestérol, voie reconnue comme anti-athérogéne. En effet, cette voie permet le transport du
cholestérol des tissus périphériques vers le foie en vue de son élimination dans les féces sous
forme de sels biliaires. Pendant longtemps, avant la mise en évidence du trans-intestinal
cholestérol excretion, le transport inverse du cholestérol était d’ailleurs reconnu comme la seule
voie d’élimination du cholestérol. De nombreuses études ont montré que la CETP jouait un role
central dans ce transport car elle permet le transfert de cholestérol estérifi¢ des HDL vers les
VLDL et LDL en échange de TG. Les conséquences de ce transfert sont un enrichissement des
HDL en triglycérides, ce qui accélére leur catabolisme et réduit leur concentration plasmatique.
En contrepartie, les VLDL et LDL s’enrichissent en esters de cholestérol, rendant ces particules
plus athérogeénes. De ce fait, cette protéine est reconnue comme pro-athérogénique et a été la
cible d’essai thérapeutique visant a inhiber son action. Cependant, ces essais se sont conclus par
un échec, notamment du fait de ’apparition d’une hypertension et d’une mortalité accrue. De
plus, la dyslipidémie associée a 1’insulinorésistance s’explique chez ’Homme par une activité
accrue de la CETP, mais une dyslipidémie identique a été décrite chez le chien, espéce pourtant
dépourvu de CETP. Il existe donc un paradoxe autour de cette protéine dont le role exact dans le
métabolisme du cholestérol n’est pas totalement compris.

C’est pourquoi nous avons voulu étudier la relation entre TG et HDL-cholestérol chez le
chien, espéce dépourvue de CETP. Ce modele original permet donc de s’affranchir des transferts
entre lipoprotéines, rendant la caractérisation de leur métabolisme plus accessible. De plus, le
chien posséde un transport inverse du cholestérol actif en comparaison de 1’Homme, avec
notamment une activité d’estérification du cholestérol et de capture sélective des esters de
cholestérol particulierement important. Le chien est donc un modele de choix pour 1’étude du

transport inverse du cholestérol et de sa modulation.
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Objectifs

Dans un 1¥ temps, nous avons soumis des chiens a un régime gras afin d’induire une
obésité, une insulinorésistance et une dyslipidémie, et en particulier une hypertriglycéridémie. Ce
régime va nous permettre de mieux caractériser le modele de chien obese et insulinorésistant, en
¢tudiant de maniére dynamique la prise de poids et en cherchant a comprendre 1’implication du
tissu adipeux viscéral dans I’insulinorésistance. Nous avons ensuite étudié 1’effet de deux agents
hypotriglycéridémiants, 1’acide nicotinique et les acides gras polyinsaturés omégas 3 sur le
métabolisme du cholestérol. L’intérét de ces études repose sur les effets différents sur le HDL-
cholestérol de ces deux molécules. En effet, I’AN est décrit comme ’agent pharmaceutique le
plus efficace pour augmenter le HDL-cholestérol alors que les acides gras polyinsaturés 3 sont
apparemment sans effets en termes de concentration plasmatique. Grace a une approche
dynamique par le marquage des apolipoprotéines (apoAl et apoB100) et du cholestérol, méthode
particulierement performante pour obtenir des informations dynamiques sur le métabolisme des
lipoprotéines, nous avons étudié les variations d’anabolisme et de catabolisme des lipoprotéines
suite aux différents traitements. L’¢tude de I’expression de génes impliqués dans le métabolisme
des lipoprotéines nous a également permis de proposer certains mécanismes potentiellement

impliqués.

75



Partie expérimentale

TRAVAUX PERSONNELS

76



Partie expérimentale

Partie 1

Le chien obése et insulinorésistant :

caractérisation et modulation de I’obésité et de I’insulinorésistance

Article 1

Kinetics aspects of energy intake, body weight gain and insulin sensitivity in dogs given a
high-fat high-energy diet.

Jérome Le Bloc’h, Samuel Serisier, Muhammad-Quaid Zaman, Véronique Leray, Lucile Martin,
Henri Dumon, Thierry Magot, Khadija Ouguerram, Patrick Nguyen.

En préparation.

Article 2

Differences in fatty acid composition and gene expression in the visceral and subcutaneous
adipose tissues of nutritionally controlled dogs.

Jérdme Le Bloc’h, Véronique Leray, Khadija Ouguerram, Patrick Nguyen

Soumis a British Journal of Nutrition

Article 3

EPA and DHA supplementation improves insulin sensitivity and dyslipidemia in obese and
insulin resistant dogs.

Jérome Le Bloc’h, Véronique Leray, Frédérique Duranton, Khadija Ouguerram, Patrick Nguyen
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Partie expérimentale I - Caractérisation du modele

I.

Suivi cinétique de I’obésité chez des chiens soumis a
un régime hyper-lipidique et hyper-énergétique

1.1 Introduction

Les modéles animaux du syndrome métabolique représentent un outil essentiel pour
observer et comprendre les perturbations qui y sont associées, mais également pour essayer de les
corriger. Le mod¢le canin présente de nombreux avantages, parmi lesquels son espérance de vie
et sa taille, mais également son adaptabilit¢é aux protocoles expérimentaux. Nous avons
précédemment montré au laboratoire que 1’obésité chez le chien était accompagnée de la
survenue d’une résistance a 1’insuline et d’une dyslipidémie (Bailhache et al., 2003a, Bailhache et
al., 2003b). Cependant, les différentes études menées chez le chien se sont focalisées sur la
comparaison entre état sain (statut normopondéral) et état obése, sans s’intéresser a I’évolution de
la prise de poids au cours du temps.

Dans cette étude, nous nous sommes attachés a étudier de manieére dynamique la mise en
place de I’obésité chez le chien soumis a un régime gras. Pour cela, 24 chiennes ont été¢ soumise a
un régime hyper-lipidique (42% de calories lipidiques). L’apport énergétique journalier des
animaux correspondait a 2,2 fois leurs besoins selon les recommandations du NRC (National
Research Council, 130 kcal d’énergie métabolisable/kg””/jour) (NRC, 1985). La prise de poids
hebdomadaire a été enregistrée durant le protocole ainsi que la prise alimentaire quotidienne. La
sensibilité a I’insuline a été mesurée a I’état sain et a 1’état obése par la méthode de référence, le
clamp euglycémique hyperinsulinémique. Les objectifs en termes de prise de poids ont été
doubles. Tout d’abord, une prise de poids de 25% a été réalisée afin d’étudier une 1 phase
d’accroissement du poids corporel pouvant correspondre a I’initiation de 1’obésité. Puis les chiens
ont été nourris avec le méme régime jusqu’a obtention d’un poids obése stable sur une période de
8 semaines minimum. Nous avons ainsi recherché une stabilisation de ’obésité, indiquant le

retour a une balance énergétique proche de 1’équilibre.
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Partie expérimentale I - Caractérisation du modele

1.2 Article 1

Kinetics aspects of energy intake, body weight gain and insulin sensitivity in dogs given a
high-fat high-energy diet.

Jérome Le Bloc’h, Samuel Serisier, Muhammad-Quaid Zaman, Véronique Leray, Lucile Martin,
Henri Dumon, Thierry Magot, Khadija Ouguerram, Patrick Nguyen.

En préparation.
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Summary

Canine obesity is a common disease in Western countries. Previous studies in dogs have mainly
compared lean and obese states, but the weight gain has never been studied with a kinetic
perspective. The aim of this study was to examine the range of effects of excess energy intake on
body weight (BW) gain and kinetics, daily energy intake, and insulin sensitivity. 24 beagle dogs
(9.34 £ 1.24 kg) were fed with a high-fat high-energy diet (4300 kcal/kg, 2.2 times the NRC
recommendations for adult maintenance). Weight gain was measured weekly, and energy intake
was recorded daily. Insulin sensitivity has been assessed by the euglycemic hyperinsulinemic
clamp method at the beginning of the high-fat diet and after obese body weight stabilization.
Dogs gained 25% of BW gain in 8.3 + 2.2 weeks, and they stabilized their obese BW (14.99 +
3.13 kg, +61% BW increases) after 34 + 15 weeks. Obesity was associated with an insulin
resistance. Energy intake has been reduced from 285 + 30 kcal/kg®"*/d to 164 + 48 kcal/kg®"*/d
(range 83 to 301 kcal/kg®"/d). The main result of our study is probably the huge variation in the
diet efficiency among dogs, for weight gain as well as for obese animal maintenance
requirements. These variations would be probably similar for weight loss, and we need
consequently to adapt dietary restriction to each animal in order to improve the success of weight

management.
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Introduction

As in human, dog’s obesity has been increasing over the last decades. According to various
studies, the prevalence of obesity in adult dogs is varying between 24 to 44% in western countries
(Edney and Smith, 1986, Hand et al., 1989, Mason, 1970). The consequences of obesity must not
be underestimated. Obesity is associated with number of diseases like locomotors and
musculoskeletal problems (Kealy et al., 2002), respiratory distress, hypertension or cardiac
diseases (Kuruvilla and Frankel, 2003). Finally, obesity clearly reduces lifespan and increases
morbidity (Kealy et al., 2002).

It is recognized that obesity in dogs results primarily from excessive intake of food energy and
reduced physical activity (Bland et al., 2009, Burkholder and Bauer, 1998). Other factors for
increased prevalence have been identified as decreased metabolic rate, insufficient feed nutrients,
gender, advancing age, breed and de-sexing (Edney and Smith, 1986, Fettman et al., 1997).
However, given the control owners have over the management of dogs, it is not surprising that
human socioeconomic and lifestyle factors play a major role in the emerging obesity problem
(Burkholder and Bauer, 1998).

As obesity is increasing in western countries, dog’s weight management is more and more
present in veterinary practice (Bland et al., 2010). In this aim, the new medication recently
developed (Slentrol ™, Pfizer Animal Health) (Gossellin et al., 2007, Wren et al., 2007) could be
helpful. However, it would be preferable to favor a more traditional approach, consisting to
reduce calories intake and increase exercise. This nutritional-based weight loss programs are
often unsuccessful, variable among dogs and dependent upon owner compliance (Laflamme et
al., 1997). In fact, the difficulties are to determine energy expenditure of obese dogs and to

predict dog adaptation to food restriction.
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In order to determine more effective dietary weight reduction programs and to increase the
success of weight management in dogs, we need to have better understanding of the setting up of
obesity. We also need to determine more precisely the energy requirement of obese dogs and to
predict their food restriction adaptation. The aim of this study was to examine the range of effects
of excess energy intake on body weight (BW) gain Kinetics, energy intake and also on insulin

sensitivity in beagle dogs given a high-fat high-energy diet.

Materials and methods

Animal and diet

Twenty-four healthy female beagle dogs, neutered one month before the beginning of the high-fat
high energy diet, were included in this study (age 1.4 £+ 0.2 years). In order to induce obesity, all
dogs were overfed [approximately 2.2 times the National Research Council (NRC)
recommendation for adult maintenance] with a high-fat, dry (extruded) commercial diet (Medium
junior; Royal Canin, Aimargues, France) (Table 1). All dogs received their allocated rations in a
single meal each day and water was constantly available. Food intakes were recorded daily. All
animals were housed at the National Veterinary School of Nantes, France, according to the
regulations for animal welfare of the French Ministry of agriculture and Fisheries. The
experimental protocol was adhered to European Union guidelines and was approved by the local

Animal Use and Care Advisory Committee.

Study design
The “normal state” was defined as that observed prior the study start (i.e. baseline, before

overfeeding). Dogs initial BW was called BW,. The first step of this study was to bring dogs to
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25% of weight excess (dogs BW was called BW5s). The final BW (BWs) was determined as a

stahilized BW for at least 8 weeks.

Euglycaemic-hyperinsulinaemic clamp

A 3-h euglyceamic-hyperinsulinaemic clamp was conducted in 24-h fasted dogs to determine in
vivo insulin sensitivity, as previously described (Bailhache et al., 2003b). Insulin sensitivity was
measured in the normal state (i.e. at BWy) and after 8 weeks of stabilized BW (i.e. at BWs).
Briefly, human insulin (Actrapid; NovoNordisk, Bagsvaerd, Denmark) was infused (via a
catheter placed in a cephalic vein) to induce hyperinsulinaemia (4 mU/kg for 1 min and 2
muU/kg/min for the duration of the experiment). Glucose (Glucose 20%; Laboratoire Aguettant,
Lyon, France) was clamped at basal levels by adjustment of the glucose infusion rate in the
cephalic vein. Blood samples were drawn from a jugular catheter every 5 min from 0 to 60 min
and every 10 min from 60 to 180 min. These samples were placed in ice-cold heparinized tubes
and centrifuged at 4°C, 2724 g for 10 min and stored at -80°C for further insulin analysis. Insulin
sensitivity index (l;s) was defined as the mean glucose infusion rate (mg/kg/min) divided by the
mean plasma insulin concentration (UU/mL) of the last 60 min of the clamp (Radziuk, 2000).
Rapid determination of blood glucose during clamping was achived using the glucose oxidase
method (Glucotrend® Plus; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Plasma insulin
concentrations were measured using a commercial radioimmunoassay kit (RIA Insik-5; Diasorin,

Saluggia, Italy).

Statistical analysis
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All data are expressed as mean + SEM. Statistical analyses using Stat View 5.0 software (SAS
Institute, Cary, NC, USA) were performed with student’s test for paired values. A p-value < 0.05

was considered to be significant.

Results

Body weight evolution

The BW evolution is shown on fig. 1. The initial BW (BW,) was about 9.34 + 1.24 kg. Dogs
reached rapidly the first goal of 25% weight excess (BWy) in 8.3 + 2.2 weeks. The BW
stabilization needed 34 + 15.5 weeks (from 14 to 62 weeks). BWs was about 14.99 + 3.13 kg.
The average BW increase between BW, and BWs was about +61.2 + 31.4 % (p < 0.001), with a
huge variation (+30 to +145 % of BW increase). There is no relationship between the BW
increase and the time needed for BW stabilization (R? = 0.389) (Fig. 2).

The rate of weight gain between BW, and BW,s was about +2.92 + 0.79 %/wk (from +1.88 to
+4.56 %/wk), and about +1.29 + 0.68 %/wk between BWy; and BWs (from +0.84 to +2.35

9%/WK).

Energy intakes

The initial energy intakes, expressed in kcal per metabolic body weight kilos per day, was 285 +
30 kcallkg®"®/d. At the end of the study, energy intakes were 164 + 48 kcal/kg®®/d (based on
BWs), or about 239 + 69 kcal/kg®>/d if expressed on BW,. The range of obese dogs intakes was

from 83 to 301 kcal/kg®"/d.

Insulin sensitivity
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lis was significantly lower in obese dogs than in the normal state (0.121 + 0.034 vs. 0.195 +
0.082). Insulin sensitivity index has been reduced by -26 + 40% (p < 0.001) after BW

stabilization.

Discussion

Dog obesity has already been studied but the physiological relevance of the diet commonly used
to induce this obesity can be questioned. In some studies, adult dogs were fed with a very high-fat
diet (8100 kcal/day, equivalent to 11 times the NRC recommendations for adult dog
maintenance), that included up to 80% fat calories and essentially no more than 3% protein
calories (Rocchini et al., 1997). A more un-physiological diet (94% fat calories, 13 times NRC
recommendations) has been used to induce a 45% weight gain in 13 weeks (Villa et al., 1998).
These diets should have exacerbated all the disturbances associated with obesity, and
consequently such studies could not be used as clinical reference. Other studies (Kaiyala et al.,
2000) used more physiological diet in term of calories intake (4300 kcal/day, 2.2 times the NRC
recommendations) but with 80% of these calories from fat. One more time, the physiological
relevance of such diet is not obvious. In our study, we induced obesity with a moderate energy
intake (2.2 times the NRC recommendations) with 42% of calories from fat, 30% from protein
and 28% from carbohydrates. We showed that this diet leads to a 61% weight gain in 34 weeks.
The obesity developed would be closer to the pathology observed in daily veterinary practice.
Sensitivity to insulin, usually defined in relation to insulin action on glucose metabolism, was
assessed using the gold reference method, the euglycemic hyperinsulinemic clamp (Radziuk,
2000). It’s well known that obesity decreased insulin sensitivity (DeFronzo and Ferrannini, 1991)
and weight loss results in an improvement in insulin sensitivity (Olefsky et al., 1974, Tiikkainen

et al., 2004). In our study, we observed a decrease in l;s, and thus we confirmed the association
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between obesity and insulin resistance. Kabir et al. (2005) have proposed that the reduction in
insulin sensitivity in fat-fed dogs could be explained by a decrease in liver insulin receptor
binding. Moreover, free fatty acid can interfere directly with insulin binding (Svedberg et al.,
1990), and several studies have shown an increase in plasma free fatty acid concentration in
obese dogs (Kabir et al., 2005, Bailhache et al., 2003a). Interestingly, basal insulin and glucose
concentrations did not change in the current study. Our obese dogs were insulin resistant but not
diabetic, as previously shown (Bailhache et al., 2003a, Serisier et al., 2008).

Interestingly, we showed a disparity in the decrease in I;s among animals (-26 + 40%) without
any relationship between weight gain and decrease in l;s. Previously, our laboratory has shown
that obesity in dog leads to a dramatically decrease (-44 to -60%) in I;s (Bailhache et al., 2003b,
Serisier et al., 2008). Our dogs did not present a so elevated insulin resistance despite a similar
diet. The disparity in the response to diet could be an explanation of the moderate insulin
resistance. Surprisingly, a few dogs did not present any insulin resistance despite a significant
BW increase. These differences could be at least partly explained by genetic differences among
dog. Some animals could be more resistant to the disturbances due to the high-fat high-energy
diet.

Human obesity has been described in 3 phases (WHO, 2004). The first one is the pre-obese state
static phase, when the individual energy balance and weight are constant. The second one is the
dynamic phase, during which the individual gains weight as a result of energy intake exceeding
energy expenditure over a prolonged period. And, finally, the third phase has been called the
obese static phase, and correspond to the time when energy balance is regained but weight is now
higher than during the pre-obese state.

We showed in this study that dogs gained weight from the beginning of the study, as soon as

energy intakes have been increased. We also showed that this dynamic phase could be divided in
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two steps. Firstly, a rapid BW increase, and in a second step, the average of increase was twice
less important. Interestingly, we showed huge variations of weekly and total BW increase among
dogs. It must be the most important lesson from this study: the considerable variation of dog
susceptibility to develop obesity, and also of the diet energy efficiency among dogs for weight
gain as well as for obese animal maintenance requirements. We can presume that these variations
would be similar for weight loss. The disparity could partly explain the lack of success of dogs’
weight management (Laflamme et al., 1997). To increase the success of weight loss programs,
veterinarian need to adapt dietary restriction to each dogs.

In conclusion, we showed that the set up of obesity in dogs can be divided in two phases: firstly,
a rapid weight gain, and secondly, a more slowly BW increase. We also showed that there are
considerable variations of the diet energy efficiency among dogs for weight gain as well as for
obese animal maintenance requirements. These variations should be similar for weight loss. In
the aim of increasing the success of weight management, we need to adapt dietary restriction to

each animal.
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Figure legends

Figure 1: Body weight evolution of the 24 dogs given a high-fat high-energy diet during the 40

weeks of the study. Data are presented as mean + SEM.

Figure 2: Regression analyze of the association of the percent increase of BW with the time

needed for BW stabilization for the 24 dogs.
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Table 1: Nutrient profile of the commercially high-fat diet used to induce obesity.

High-fat diet contained rice, poultry meal, animal fat, beet pulp, poultry protein isolate, minerals,

plant fibers, yeasts, vegetable oil, fish oil, trace elements, vitamins, egg powder.

T Analysed values provided by the manufacturer

Nutrients T
Protein (g/100g) 32
Fat (g/1009) 20
Starch (g/100g) 25.5
Total dietary fiber (g/1009) 11.1
Minerals (g/100g) 4.3
Metabolizable energy (kcal/g) 4.3
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1.3 Discussion

L’obésité résulte d’un déséquilibre entre la dépense énergétique et la prise alimentaire,
avec I’apport calorique excédant les besoins réels. Cette situation est d’autant plus représentative
de nos sociétés occidentales que celles-ci conduisent a une situation de pléthore alimentaire et a
une sédentarisation, conduisant a un déséquilibre de plus en plus important. Afin de pouvoir
proposer de meilleures prises en charge de la perte de poids, il est important de mieux
comprendre les mécanismes conduisant a 1’obésité. Dans notre étude, nous montrons qu’un
régime hyper-lipidique et hyper-énergétique conduit, chez le chien, a une prise de poids moyenne
de 61 = 31% en 35 + 15 semaines. De plus, comme observé dans les études préalablement
réalisées au laboratoire (Gayet et al., 2004a, Serisier et al., 2008, Bailhache et al., 2003b),
’obésité s’accompagne d’une diminution de la sensibilité a I’insuline. Néanmoins, la glycémie et
I’insulinémie a jeun des animaux ne sont pas modifiées par le régime, indiquant que les chiens
obéses sont insulinorésistants mais pas diabétiques.

L’obésité canine a bien entendue déja été étudiée. Cependant, la pertinence physiologique
des régimes utilisés pour induire la prise de poids peut étre questionnée. Par exemple, Rocchini et
al. (1997) ont utilisé un régime tres riche en gras (80% des calories sous forme lipidique) et trés
énergétique (8100 kcal/j, soit 11 fois les recommandations du NRC). D’autres régimes encore
moins physiologiques ont également été utilisés (94% de calories lipidiques, 13 fois les
recommandations du NRC) (Villa et al., 1998). De tels régimes ont bien sur pu avoir pour effets
d’exacerber I’ensemble des perturbations associées a 1’obésité. Par conséquent, des régimes
« plus physiologiques » en termes de consommation calorique ont été utilisés, mais une nouvelle
fois, la part importante des lipides dans ces régimes (80% des calories) peut limiter les
conclusions obtenues (Kaiyala et al., 2000). En partant de ce constat, le régime que nous avons
utilisé est plus modéré, aussi bien en termes de calories totales qu’en ce qui concerne la part des
lipides dans 1’apport énergétique. Par conséquent, nos observations se rapprochent plus de la
réalité¢ de la situation de 1’obésité canine rencontrée quotidiennement en clinique vétérinaire et
peuvent mimer 1’installation de 1’obésité chez I’homme.

Il faut noter néanmoins que le niveau de suralimentation (2,2 fois les besoins) reste élevé.
En effet, cet apport énergétique correspondrait a environ 4500-4800 kcal/jour pour un homme de

corpulence normale, ce qui reste possible mais correspond a une réalité extréme. Bien que moins
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extréme que les niveaux précédemment utilisés chez le chien, I’apport calorique de cette étude
peut donc étre critiquable. Cependant, une précédente étude menée au laboratoire a induit une
obésité chez des chiens en utilisant un niveau de suralimentation plus modéré, plus proche de la
situation humaine (1,4 fois les besoins d’entretien, 55% de calories lipidiques) (Gayet et al.,
2003). Bien que le niveau d’obésité obtenu fiit comparable aux autres études (environ 44% de
prise de poids), il a fallu en moyenne 78 semaines pour atteindre un poids obese stable. Cette
durée étant assez longue dans le cadre d’une thése, il a donc fallu choisir un apport énergétique
qui permette de faire un compromis entre la durée de 1’étude et la pertinence du régime.

La proportion de lipide dans le régime était également un point critique dans la mise au
point de I’étude. L’aliment utilisé était composé de 20% de matieres grasses, ce qui correspond a
42% de I’apport calorique. Cette proportion est sensiblement la méme que celle observée lors
d’études épidémiologiques chez I’homme. En effet, en 2005, I’analyse des habitudes alimentaires
des patients de la cohorte SU.VI.MAX a montré que, pour des hommes en surpoids, la part des
lipides dans I’apport calorique représentait 37% (Czernichow et al., 2005). Plus récemment, ce
niveau a été confirmé a environ 39% (Lafay and Verger, 2010). Ces ¢études prenaient en compte
I’apport d’alcool dans le régime (entre 6 et 8 % de I’apport énergétique). Le niveau de lipide dans
notre étude est donc treés similaire a celui mesuré dans les habitudes de la population.

La cinétique du gain de poids peut étre divisée en deux phases. Lors d’une 1 phase, la
prise de poids est rapide (+2,9 £ 0,8% par semaine), puis, par la suite, celle-ci est plus limitée
(+1,3 £ 0,7% par semaine). L’organisation mondiale de la santé a décrit 1’obésité humaine selon
3 phases (WHO, 2004) : une phase pré-obése statique durant laquelle la balance énergétique est
stable de méme que le poids, une phase dynamique pendant laquelle une prise de poids a lieu, et
enfin une phase obese statique lorsque la balance énergétique est a nouveau stable mais a un
poids obese stable. Notre ¢tude met en évidence un gain de poids des le début du régime hyper-
énergétique. Nous montrons également que la phase dynamique peut elle-méme se diviser en 2
parties en fonction de I’importance de la prise de poids. L’augmentation directe et rapide du
poids montre qu’il n’existe pas chez le chien de phase d’adaptation du métabolisme. En effet, il
aurait été possible que 1’animal augmente sa dépense énergétique ou diminue sa prise alimentaire
afin de limiter la prise de poids.

Un des enseignements de cette étude est probablement la trés large variabilité

interindividuelle. En effet, nous montrons que la prise de poids varie de +30 a +145% chez des
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chiens de méme poids et de méme age soumis au méme régime. La prise de poids hebdomadaire
est également trés variable, ainsi que la consommation alimentaire. De la méme manicére, le
temps nécessaire a la stabilisation du poids obése varie de 14 a 62 semaines. Il est intéressant de
noter qu’aucune corrélation n’existe entre la prise de poids et la durée nécessaire a la stabilisation
de celui-ci. Il existe donc une considérable variation dans la susceptibilit¢ des chiens a
développer I’obésité, mais également dans 1’efficacité énergétique du régime a favoriser la prise
de poids et a couvrir les besoins énergétique de maintien de 1’animal obése. On peut supposer que
cette variabilité puisse également exister lors d’une perte de poids. En effet, on a montré que les
régimes hypoénergétiques se concluaient souvent par un échec dans la perte de poids des chiens
(Laflamme et al., 1997). La variabilité interindividuelle peut en partie expliquer ce type de
résultats. Il est donc nécessaire a 1’avenir d’adapter le régime spécifiquement a chaque animal en
fonction de la réponse observée lors de la perte de poids afin de garantir une efficacité maximale

des régimes.
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II.

Variations métaboliques entre le tissu adipeux
visceral et le tissu adipeux sous-cutané

I1.1 Introduction

Le tissu adipeux joue un role central dans les perturbations métaboliques associées a
I’obésité. Cependant, le tissu adipeux viscéral a été décrit comme étant plus néfaste que le tissu
adipeux sous-cutané (Lafontan and Girard, 2008). La théorie portale propose que, en raison d’une
lipolyse intra-adipocytaire accrue en situation d’obésité et d’insulinorésistance, le tissu adipeux
relargue plus d’acides gras non estérifiés (AGNE) dans la circulation (Ruan and Lodish, 2003).
Du fait de sa situation anatomique, le tissu adipeux viscéral libérerait alors directement les AGNE
dans la veine porte, qui agiraient sur le foie et entraineraient diverses perturbations telles qu’une
insulinorésistance et une stéatose hépatique. Les différences métaboliques entre les 2 tissus
adipeux ont fait I’objet de quelques études soutenant cette hypothése (Kabir et al., 2005,
Mittelman et al., 2002). Ces auteurs ont décrit une plus grande insulinorésistance du tissu adipeux
viscéral ainsi qu’une lipolyse accélérée du fait d’une activité accrue de la lipase hormono-
sensible. De plus, il a été mis en évidence une accumulation intra-hépatique de triglycérides ainsi
qu’une réduction de 50% de la liaison de I’insuline a son récepteur au niveau du foie, reflétant
une diminution de la sensibilité a ’insuline hépatique.

Néanmoins, ces études ne se sont pas intéressées a la composition en acides gras des deux
tissus adipeux qui, en ce qui concerne le tissu adipeux viscéral, pourrait refléter, du moins en
partie, celle du flux d’AGNE vers le foie. Les quelques études menées sur la composition en
acides gras des tissus adipeux viscéral et sous-cutané chez I’homme doivent étre analysées avec
précautions du fait de différences dans la prise alimentaire et les habitudes nutritionnelles de la
population étudiée (Karlsson et al., 2006, Pezeshkian et al., 2009). Les études menées sur
différents modeles animaux ont bien entendu été mieux contr6lées au niveau des apports
alimentaires, notamment en ce qui concerne les acides gras (Perona and Ruiz-Gutierrez, 2004,
Radcliffe et al., 2004), mais dans le cadre de notre étude, le modéle animal utilisé se doit d’étre
adapté a I’étude de I’insulinorésistance. Le modele de chien obése a été validé pour de telles

¢tudes (Bailhache et al., 2003b, Gayet et al., 2004a). De plus, il est possible de controler
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précisément la composition du régime utilisé¢ pour induire une prise de poids, et notamment la
composition en acides gras, molécules fortement impliquées dans I’installation de
I’insulinorésistance (Samuel et al., 2010). Cependant, tous les acides gras ne sont pas équivalents
par rapport a ces perturbations métaboliques. En effet, on a clairement démontré que les acides
gras saturés favorisent I’inflammation et 1’insulinorésistance (Kennedy ef al., 2009) alors que les
acides gras mono ou polyinsaturés sont plutdt protecteurs. Le flux d’AGNE provenant du tissu
adipeux viscéral vers le foie pourrait donc influencer plus ou moins la physiologie hépatique en
fonction de sa composition.

De plus, les adipokines secrétées par les adipocytes semblent aussi jouer un role important
dans I’insulinorésistance (Balistreri et al., 2010), et peuvent étre également relarguées dans la
veine porte et agir sur le foie. Enfin, I’inflammation et I’hypoxie du tissu adipeux ont été
récemment décrites comme conduisant a une dysfonction du tissu adipeux (Trayhurn et al.,
2008), et comme pouvant favoriser une réduction de la sensibilité a I’insuline. Ces différents
parametres n’ont pas été étudiés simultanément chez un modéle animal validé pour I’étude de
I’insulinorésistance. C’est pourquoi il nous a paru intéressant d’étudier ces parametres dans notre
modele de chien obése et insulinorésistant.

Le but de cette étude a donc été d’étudier, chez des animaux obéses et insulinorésistants,
les différences métaboliques entre tissu adipeux viscéral et tissu adipeux sous-cutané. Pour cela,
des biopsies de tissu adipeux ont été réalisées chez huit chiennes, obéses et insulinorésistantes.
Afin de palier tout effet d’un changement de régime sur les résultats, ces animaux ont été
maintenus sur un régime contrdolé pendant au moins 6 mois avant les prélévements. La
composition en acides gras des tissus adipeux a été étudiée par chromatographie en phase
gazeuse. De plus, les ARNm ont été extraits et des mesures d’expression de geénes ont été
menées. Nous avons mesuré notamment 1’expression de génes impliqués dans le métabolisme
glucidique et lipidique (Glut4, LPL, HSL, PPARy, SREPB-1c, FAS). De plus, les marqueurs de
I’inflammation et de I’hypoxie ont ¢été¢ étudiés (TNFa, IL-la, IL-1B, HIF-la), ainsi que

I’expression de la leptine.
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11.2 Article 2

Differences in fatty acid composition and gene expression in the visceral and subcutaneous
adipose tissues of nutritionally controlled dogs.
Jérome Le Bloc’h, Véronique Leray, Khadija Ouguerram, Patrick Nguyen
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ABSTRACT

Obesity is characterized by an increase in adipose tissue (AT) mass. Visceral adipose tissue
(VAT) is suspected to have more deleterious consequences than subcutaneous adipose tissue
(SCAT) in obesity, and it may be partly responsible for hepatic insulin resistance. The
purpose of this study was to determine potential differences in fatty acid composition
between VAT and SCAT, and to assess the expression of genes involved in lipid and glucose
metabolism, inflammation and hypoxia in these two tissue types. The analysis of fatty acid
content showed that there was a higher amount of saturated fatty acids in VAT than in SCAT.
Conversely, the amount of monounsaturated fatty acids was lower in VAT. Moreover, the
polyunsaturated fatty acid content was higher in VAT than in SCAT. The gene expression
analysis showed that genes involved in inflammation (TNF-o, IL-1a and IL-1B) and hypoxia
(HIF-a) were more highly expressed in VAT. The lower sensitivity of VAT to the
antilipolytic effect of insulin was highlighted in this study by a higher expression of HSL in
this AT. PPARy and SREBP-1c were expressed more highly in VAT than in SCAT, and,
conversely, FAS and Glut4 had a lower expression in VAT. These results suggest that VAT
had a higher hypoxia level and inflammation grade than SCAT, which could contribute to

VAT insulin resistance.
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INTRODUCTION

Obesity is characterized by an overgrowth of adipose tissue (AT) mass that is associated with
insulin resistance (IR), dyslipidemia and increased risk for cardiovascular diseases (CVD).
Several studies have shown that visceral adipose tissue (VAT) is less sensitive than

312920 Therefore,

subcutaneous adipose tissue (SCAT) to the antilipolytic effect of insulin
VAT is suspected to be widely responsible for the high plasma non-esterified fatty acid
(NEFA) concentrations that are observed in obese and insulin-resistant subjects and animals.
Moreover, it has been described a relationship between VAT mass and the degree of overall
body IR ¥, and VAT is generally considered to be more implicated in pathological situations
than SCAT "%,

A first portal theory was proposed to explain how VAT is involved in generating risk
factors for CVD °. Extreme IR in the VAT leads to a high lipolysis rate >, and VAT delivers
massive amounts of NEFA to the liver via the portal vein, which is the primary cause of
hepatic IR. Indeed, chronic exposure of the liver to an elevated NEFA flux or input can
disturb the insulin signaling pathway, resulting in a decrease in hepatocyte insulin sensitivity,
which can in turn promote dysregulated liver gluconeogenesis ', deplete the enzymes
involved in NEFA oxidation, and increase hepatic lipogenesis *'.

Some studies have suggested that a variety of adipokines favor IR, including tumor
necrosis factor o (TNF-a) ' and resistin *. On the other hand, adiponectin is known for its
insulin-sensitizing effects, and has been described to be reduced by obesity . Modification
in production of VAT adipokines may be responsible for VAT IR and NEFA release through
paracrine action *’. These adipokines may also be delivered to the liver via the portal vein,
leading to a second portal theory.

Although both portal theories can explain how VAT is implicated in IR, few studies

have provided molecular evidence in support of these theories. Kabir et al. 2 studied the
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implications of VAT in hepatic IR in dogs fed a high-fat diet. They showed that the
expression of genes promoting lipid accumulation and lipolysis (lipoprotein lipase [LPL],
peroxisome proliferator-activated receptor y [PPARY], and sterol regulatory element binding
protein lc [SREBP-1c]) was higher in VAT than in SCAT *°. Additionally, the authors
observed a higher degree of hepatic steatosis and IR. However, these results have not been
confirmed, and have not been extended to inflammation, adipokines expression, or to the
mechanisms potentially implicated in hepatic IR.

Since portal NEFA flux may be one of the links between VAT and IR, variation in the
composition of the NEFA released from VAT may also directly influence hepatic insulin
sensitivity. Saturated fatty acids (SFA) are known to be more deleterious than
monounsaturated fatty acids (MUFA) or polyunsaturated fatty acids (PUFA) 2% 20, 2
However, despite the putative link between AT fatty acids and liver IR, only a couple of

21; 34
» 7 and

studies have compared the fatty acid composition of VAT and SCAT in humans
results of these studies need to be confirmed due to the differences in food intake and the
nutritional habits of the populations studied.

The purpose of the present study was to compare the fatty acid composition of VAT
and SCAT in obese, insulin resistant dogs fed with a well-controlled diet. We also measured

the expression of a number of the key genes involved in lipid and glucose metabolism,

inflammation and hypoxia in both types of AT.

MATERIALS AND METHODS

Animals and diets

Eight, neutered, obese, insulin resistant, female dogs (mean age 2.7 = 0.1 y) were included in
this study. Before this study, young dogs (1.5 = 0.1 y, 10.0 £ 0.4 kg) have been fed with a

hyperenergetic diet (2.2 times the requirements for adult dog maintenance) in order to induce
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obesity (+93 + 11% weight gain). Insulin sensitivity, measured by euglycemic
hyperinsulinemic clamp, has been reduced due to obesity (-56.8 + 7.4 %). The obese body
weight (19.2 + 1.1 kg, 43.02 + 0.02 % fat mass) was then maintained for several months with
a standard, dry (extruded) commercial diet (Medium adult; Royal Canin, Aimargues, France)
(Table 1). The fatty acid composition of this diet is presented in Table 2. All dogs received
their allocated rations in a single meal each day, and water was constantly available. All
animals were housed at the National College of Veterinary Medicine, Food Science and
Engineering, Nantes, France, according to the regulations for animal welfare of the French
Ministry of Agriculture and Fisheries. The experimental protocol adhered to the European

Union guidelines and was approved by the local Animal Use and Care Advisory Committee.

Fatty acid composition analysis

Chemicals

Solvents and chemicals were obtained from Sigma (St-Quentin-Fallavier, France) or
Grosseron (St-Herblain, France). Standard fatty acids for gas chromatography (GC) were

obtained from Sigma (St-Quentin-Fallavier, France) or Merck (Darmstadt, Germany).

Lipid extraction and fatty acid derivation
VAT and SCAT biopsies were obtained intraoperatively under anesthesia, following a 24-h
unfed period. VAT was obtained from near the falciform ligament, and SCAT was obtained
on the white line, i.e. Linea alba. Lipids from the ATs were extracted from approximately
100 mg of VAT or SCAT, homogenized in a mixture of dimethoxymethane/methanol (4/1,
v/v), and dissolved in 1 mL of chloroform.

The total lipids from the VAT and SCAT were saponified for 30 min at 70°C in 1 mL

of NaOH in methanol (0.5 mol.L™"). Then, the lipids were methylated with 1 mL of 14%

106



boron trifluoride (BF;) in methanol for 15 min at 70°C. Fatty acid methyl esters were

extracted twice with pentane and analyzed by GC.

GC analysis
Fatty acid methyl esters (1 pL) were analyzed with an HP 6890 series instrument (Agilent
Technologies, Massy, France). The instrument was equipped with a split injector (120:1)
heated at 250°C and a bonded silica capillary column (30 m x 0.25 mm internal diameter;
BPX70, SGE, Villeneuve-St-Georges, France) with a polar stationary phase of 70%
cyanopropylpolysilphenylene-siloxane (0.25 um film thickness). Helium was used as the
carrier gas. The column temperature was initially 150°C, and it was ramped at 2°C-min” to
220°C. The flame ionization detector temperature was 250°C.

The methyl ester peaks were identified based on the retention times obtained for
methyl esters prepared from fatty acid standards. Moreover, a commercial fatty acid methyl
ester mix (Supelco 37 component FAME mix; Supelco, Bellefonts, PA, USA) was regularly

analyzed to confirm that the retention times were unchanged.

Analysis of VAT and SCAT gene expression

MRNA isolation

Approximately 100 mg of VAT or SCAT was cleaned in saline. TRIzol reagent (Gibco BRL,
Grand Island, NY, USA) was added, and the tissue was immediately frozen in liquid
nitrogen. RNA was extracted from frozen tissue using TRIzol reagent, according to the
manufacturer’s instructions. The total RNA concentration was quantified using

spectrophotometric absorbance at 260 nm.

Semi-quantitative RT-PCR
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Total RNA (1 pg) was reverse-transcribed in a 20 pL reaction volume using random primers
(Pharmacia, Saclay, Orsay, France) and superscript III reverse transcriptase (Life
Technologies, Cergy Pontoise, France), according to the manufacturer’s instructions. Real
time PCR analysis was performed using the 7000 Sequence Detection System with SYBR
green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Table 3 lists the primers
used to quantify PPARYy, fatty acid synthase (FAS), LPL, glucose transporter 4 (Glut4),
leptin, TNF-a, hormone-sensitive lipase (HSL), SREBP-1c, hypoxia inducible factor la
(HIF-1a), interleukin-la (IL-la), interleukin-1f (IL-1B) and glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH). The expression levels were normalized using GADPH as a

housekeeping gene.

Statistical analysis
Data were expressed as the mean (n = 8) = SEM. Significance was established using the
paired Student’s t-test using the Statview 5.0 software (SAS Institute, Cary, NC). The

differences were considered significant at a p-value less than 0.05.

RESULTS

VAT and SCAT fatty acid composition

Table 4 shows the fatty acid composition in SCAT and VAT, and the data are expressed as a
percent of the total fatty acids. SFA were lower in SCAT than in VAT (p < 0.0001), mainly
due to a higher proportion of palmitic acid (C16:0) in VAT (p < 0.0001). There was also a
higher proportion of myristic acid (C14:0) in VAT than in SCAT (p < 0.01), while there was
a lower proportion of octanoic acid (C8:0) in VAT (p < 0.05). The amount of MUFA in
SCAT was higher than in VAT (p < 0.0001), particularly for the palmitoleic (C16:1 n-7) and

oleic acids (C18:1 n-9) (p <0.0001 and p < 0.001, respectively).
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All of the n-6 fatty acids analyzed, except y-linolenic acid (C18:3 n-6), were lower in
SCAT than in VAT. This resulted in a lower total n-6 fatty acid content in SCAT (p <
0.0001). The total n-3 fatty acid content was higher in VAT than in SCAT (p < 0.01), and

there was a higher amount of each type of n-3 fatty acid in VAT (p < 0.05 for each).

Expression of genes involved in lipid and glucose metabolism

The expression of PPARy, SREBP-1c, FAS, LPL, Glut4 and HSL in SCAT and VAT are
presented in Fig. 1. The PPARy expression tended to be lower in SCAT than in VAT (p =
0.08). The expression of SREBP-1¢ and HSL was higher in VAT than in SCAT (p < 0.05 for
both). The FAS and Glut4 expression was lower in VAT than in SCAT (p < 0.05 for both).
The expression of LPL was lower in SCAT than in VAT, but we did not found any statistical

differences.

Expression of genes involved in inflammation and hypoxia
The expression of the genes involved in inflammation and hypoxia (leptin, TNF-a, HIF-1a,

IL-1a and IL-1PB) were higher in VAT than in SCAT (p < 0.05 for all) (Fig. 2).

DISCUSSION

In this study, we determined metabolic differences and variations in fatty acid composition
and gene expression between VAT and SCAT in obese, IR dogs. This study is the first to
assess the fatty acid composition of VAT and SCAT in obese, IR dogs that were fed a
controlled diet. In previous studies, particularly those in humans, the exact fatty acid intakes
were unknown because they were estimated from food-frequency questionnaires or
prospective weight records. Since the results of these studies were based on the average

composition of the AT, differences in food intakes may have resulted in huge variations
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between subjects that could have partly hidden differences between VAT and SCAT. Fatty
acid intakes have been generally controlled in animal studies 3338 however, it is important to
have a good model to study the pathogenesis of IR. We have previously demonstrated that
dogs fed a high-fat diet develop IR and other obesity-related disturbances that are similar to

. 2:3:12
those observed in humans © ™

. Therefore, dog is a good model to carry out such studies.

Our results highlight important differences in fatty acid composition between VAT
and SCAT in our model of obesity and IR. We observed a higher amount of SFA, particularly
myristic (C14:0) and palmitic (C16:0) acids, in VAT than in SCAT. Conversely, there was a
lower amount of MUFA in VAT than in SCAT, which was mainly due to a lower proportion
of palmitoleic (C16:1 n-7) and oleic (C18:1 n-9) acids. Additionally, the total proportion of
PUFA was higher in VAT than in SCAT, mainly due to a-linoleic acid (C18:2 n-6). Our
results match previous research, which showed that there was a higher amount of SFA in
VAT than in SCAT in humans '"* % **, This difference between the two ATs may be related
to the higher stearoyl-CoA desaturase activity in SCAT than in VAT that was observed in
obese and IR patients **. A second hypothesis could involve selective fatty acid mobilization
32 Indeed, the mobilization of adipocyte fatty acids has been shown to be selective, and
dependent on chain length, unsaturation and, to a lesser extent, positional isomerism *°. The
relative mobilization rate of SFA is known to be lower than that of unsaturated fatty acids
(mainly palmitoleic and oleic acids) ***’. Consequently, in AT, where the fatty acid turnover
is elevated due to active lipolysis and lipogenesis, a higher level of SFA can be expected. The
physiological result of these mechanisms could support adipose tissue fluidity. Because
SCAT may have relative lower temperature due to its proximity to the skin surface, SCAT
would have lower fluidity if its SFA content was similar to VAT. This could be

counterbalanced by a higher stearoyl-CoA desaturase activity in SCAT that would lead to a

higher unsaturated fatty acid content, which would allow for higher lipid fluidity '®.
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A potential consequence of the higher SFA content in VAT is that the NEFA flux
from VAT to the liver via the portal vein could be enriched in SFA. Such enrichment could
be critical in establishing hepatic IR. SFA are deleterious fatty acids that have inflammatory
and insulin-antagonizing effects *%. It is well known that high NEFA concentrations lead to

15 which contributes to

activation of the proinflammatory nuclear-factor-kappaB pathway ”
the establishment of hepatic IR and the inhibition of insulin suppression of glycogenesis °.
Moreover, high levels of palmitic acid (C16:0) have been shown to lead to IR due to changes
in the level of phosphorylation of the insulin receptor and insulin receptor substrate-1 in rats
*Indeed, the mechanism by which fatty acids inhibit insulin action is probably due to an
increase in fatty acid derivatives (i.e. acyl-CoA and diacylglycerols), which can decrease the
activation of the insulin receptor substrate-1, thereby reducing insulin’s actions >*. In contrast
with SFA, MUFA are often described as neutral or healthy fatty acids. Oleic acid (C18:1 n-9)
decreases the accumulation of triglycerides in the liver ' and lowers postprandial
triglyceridemia *°. Moreover, oleic acid may improve IR by reducing some of the

inflammatory factors, such as TNFa, and interleukins 6, 7 and 18 10; 46

. In summary, the
higher levels of SFA and the lower levels of MUFA in VAT compared with SCAT may be
responsible for the discharge of SFA to the liver due to the portal drainage of VAT, and lead
to the development of hepatic IR. However, the higher PUFA proportion in VAT could be
inconsistent with this hypothesis. Nevertheless, this is mainly a consequence of a higher n-6
PUFA concentration in VAT. There is evidence which suggests that n-6 PUFAs promote,
while n-3 PUFAs inhibit, lipid accumulation within adipose depots, and this had led to the
suggestion that the increasing dominance of n-6 over n-3 PUFAs in typical western diets may

1; 27 .
*“’, Moreover, it has been

be one factor contributing to the increasing incidence of obesity
recently described a correlation between SREBP-lIc mRNA expression and n-6 PUFA

concentration in rat’s VAT, suggesting a lipogenic effect of n-6 PUFA . This study has also
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highlighted that the pro-adipogenic effects of n-6 PUFAs in AT may be more potent that the
anti-lipogenic effect of n-3 fatty acids. Thus, further studies are needed to clarify the
importance of the higher n-6 PUFA in VAT compared to SCAT in our experimental model.
In addition to studying the fatty acid composition of AT, we also assessed the mRNA
expression of genes involved in hypoxia and inflammation. Although the initiation of IR is
not yet well characterized, AT inflammation is known to play a major role in AT IR .
Hypoxia has also been implicated in the dysregulation of AT function **. Moreover, hypoxia

interferes with insulin action in rodents model of obesity '* **

and cultured human adipocytes
>0 Recently, Pasarica et al.{Pasarica, 2010 #1054} have observed that a reduced oxygenation
in human obese adipose tissue was associated with an impaired insulin suppression of
lipolysis, highlighting the direct link between hypoxia and insulin resistance. Our results
demonstrate that inflammatory (TNFa, leptin, IL-loo and IL-1B) and hypoxic (HIF-1a)
genetic markers were more highly expressed in VAT than in SCAT. The higher HIF-1la
mRNA expression in VAT could partly explain the higher inflammation grade. Several
findings on human or mice adipocytes have shown that inflammatory markers, and notably

%18 TInterestingly, expression of the key pro-

leptin, are dependent on HIF-1a activation
inflammatory cytokine TNFa is not hypoxia sensitive. However, hypoxia may be the
underlying cause of tissue inflammation and cellular dysfunction in obesity *2. Moreover,
phosphorylation of insulin receptor § and insulin receptor substrate 1 has been shown to be
reduced in both mouse and human adipocytes via HIF-1o dependent mechanisms *. Thus,
there is strong evidence for a central role of adipose tissue hypoxia in the induction of insulin
resistance.

Our results confirmed that AT inflammation could be caused by cytokines, which

likely played a significant role in adipocyte metabolism. VAT was shown to be a highly IR

tissue *°, and higher levels of inflammation in VAT may account for the higher IR. Consistent
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with this hypothesis and with previous studies 26:99 " Glut4 expression, which is normally

2 was lower in VAT than in SCAT. Similarly, the lower response of

increased by insulin **
VAT to the antilipolytic activity of insulin is another characteristic of IR *' and in our study,
the lower VAT response resulted in a higher expression of HSL in this tissue. The possibility
exists that the higher lipolysis that we could expect, associated with the selective mobilization
rate described above, could consequently lead to a higher SFA content in the portal NEFA
flux. Kabir et al. ° also described higher HSL expression in VAT, which is consistent with
increased lipolysis and elevated portal NEFA flux. Moreover, they demonstrated enhanced
expression of gluconeogenic enzyme genes, increased liver triglyceride content, and
decreased binding of insulin to its hepatic receptors. Taken together, these data suggest that
VAT plays a major role in hepatic IR and in portal NEFA flux. Further studies will be
necessary to demonstrate these mechanisms clearly.

In conclusion, we demonstrated that there are higher inflammatory and hypoxic
grades in VAT than in SCAT. These differences may lead to higher IR in VAT. Consistent
with the portal hypothesis, the higher content of VAT in SFA, which is associated with

increases in inflammatory factors, may have deleterious effects on the liver and result in the

development of hepatic IR and subsequent disturbances.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1 Relative expression of PPARy, SREPB-1c, FAS, LPL, Glut4, and HSL mRNA in
VAT and SCAT. Values are presented as the mean = SEM (n = 8). * p < 0.05, ** p < 0.001.
(PPARY, peroxisome proliferator-activated receptor y; SREBP-1c, sterol regulatory element
binding protein 1c; FAS, fatty acid synthase; LPL, lipoprotein lipase; Glut4, glucose

transporter 4; HSL, hormone-sensitive lipase).

FIGURE 2 Relative expression of leptin, TNF-a, IL-1a, IL-1B, and HIF-1a mRNA in VAT
and SCAT. Values are presented as the mean = SEM (n = 8). * p < 0.05. (TNF-a, tumor
necrosis factor a; HIF-la, hypoxia inducible factor la; IL-la, interleukin la, IL-1p,

interleukin 1p).
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TABLES

Table 1: Diet nutrient profile. Analysis values are those provided by the manufacturer.

Nutrient Content
Protein (%) 25.0
Fat (%) 14.0
Starch (%) 41.1
Total dietary fiber (%) 9.0
Metabolizable energy (kcal g™) 4.0

Diet composition (wt:wt): Chicken meal (26%), corn (20.5%), corn flour (15%), rice (10%),
wheat flour (8.2%), pork rind fat (7.1%), natural flavors (3.1%), beet pulp ( 2.5%), yeast
(1%), soya bean oil (1%), fish oil (0.7%), L-tyrosine (0.4%), potassium chloride (0.38%),
sodium tripolyphosphate (0.3%), brewers yeast extract (source of mannan-oligosaccharides)
(0.2%), choline chloride (0.1%), dried egg powder (0.1%), vitamins [dl-alpha tocopherol
(source of vitamin E) (500 mg-kg™), L-ascorbyl-2-polyphosphate (source of vitamin C) (200
mg-kg™), biotin (0.8 mg-kg™), D-calcium pantothenate (30 mg-kg™), vitamin A acetate (13
000 IU-kg™"), niacin (30 mg-kg"), pyridoxine hydrochloride (vitamin B6) (4 mg-kg?),
thiamine mononitrate (vitamin B1) (8 mg-kg™), riboflavin (vitamin B2) (6 mg-kg™), folic acid
(1 mg-kg™), vitamin B12 supplement (0.2 mg-kg™"), vitamin D3 supplement (1000 IU-kg™)],
trace minerals [zinc as zinc oxide (187 mg-kg™), iron as ferrous sulfate (43 mg-kg™), copper
as copper sulfate (15 mg-kg'), manganese as manganous oxide (56 mg-kg™), iodine as
calcium iodate (3 mg-kg™'), selenium as sodium selenite (0.1 mg-kg"')], preserved with

butylated hydroxyanisole (BHA) and propyl gallate.
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Table 2: Fatty acid composition of the standard diet.

Fatty acid % of total fatty acids
C8:0 0.00
C12:0 0.09
C14:0 1.24
Cl4:1 n-5 0.00
C15:0 0.09
Cl16:0 21.79
C16:1 n-7 3.54
C18:0 8.62
C18:1 n-9 38.50
C18:2 n-6 17.52
C18:3 n-6 0.13
C18:3 n-3 1.69
C20:0 0.19
C20:1 n-9 0.67
C20:2 n-6 0.33
C20:3 n-6 0.10
C20:4 n-6 0.41
C20:5 n-3 0.59
C24:0 0.00
C22:6 n-3 0.29
nd 4.21

nd: not determined
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Table 3: Sense/antisense primers used for the relative quantification of PPARy, SREBP-Ic,

FAS, LPL, Glut4, HSL, leptin, TNF-o0, HIF-1a, IL-1a, IL-18 and GAPDH.

Sense (5° — 3%)

Antisense (5° — 3’)

Gene
PPARy GGATTCTCCAGCATTTCCA GAGTTGGAAGGCTCTTCGTG
SREBP-1c CTGGTAGTGGACACTGAGAAGC GTTGATGGAGGAACGGTAGCG
FAS TGGAGGTGCTGGCTGGTGATG TGGCGGTCGGTGGCTGTG
LPL ACAGTCAAGGCTGAGAACGG CCACAACATACTCAGCACCAGC
Glut4 GCTTTGTGGCCTTCTTTGAG GTTGCTTGTCCAGTTGCAGA
HSL TCAGCCACCGTGAGAGTAAGC TGGAGGTGAGATGGTGACTGTG
Leptin GACAAGCAACTTCATCATTGGC AGGAAGGTGAAGATGAAGAAGG
TNF-a CTTCTCGAACCCAAGTGAC ACCCATCTGACGGCACTATC
HIF-1a CATGCTTTGGACTCTGACCA ATCCAATGCACTGTGGTTGA
IL-1a TTTTCTTTTGGGAGCGTCAT CAAGGCTGGGTTTCCAGTAA
IL-1B TCTGAGGCATTTCGTGTCAG TATCCGCATCTGTTTTGCAG
GAPDH ACAGTCAAGGCTGAGAACGG CCACAACATACTCAGCACCAGC
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Table 4: Fatty acid composition of VAT and SCAT (expressed as % of total fatty acids).

Fatty acid VAT SCAT
C8:0 0.16 £ 0.06 0.37+£0.06 #
C12:0 0.04 £0.01 0.02 £0.01
C14:0 1.44 +£0.10 1.18 £ 0.11 ##
C15:0 0.07 £0.02 0.09 £0.01
C16:0 14.09 +0.44 10.27 + 0.46 ###
C18:0 428 +£0.51 3.26 £0.38
C20:0 0.08 £0.03 0.10 £0.01
C24:0 0.06 +0.02 0.02 £0.01
SFA 20.22 +0.70 15.31 £ 0.69 ###
Cl14:1 n-5 0.22 +£0.02 0.36 +0.03
Cl16:1 n-7 8.51+0.43 12.01 + 0.31###
C18:1 n-9 49.80 + 0.67 53.35+£0.72 ##
C20:1 n-9 0.57 +£0.02 0.46 £ 0.02 ##
MUFA 59.10+0.75 66.19 + 0.76 ###
C18:2 n-6 17.44 +£0.14 15.60 + 0.10 ###
C18:3 n-6 0.06 £ 0.02 0.08 +0.01
C20:2 n-6 0.21+£0.03 0.13+£0.01 #
C20:3 n-6 0.11+0.02 0.03 £0.02 ##
C20:4 n-6 0.42+0.03 0.16 + 0.03 ###
n-6 PUFA 18.24 +£0.18 16.01 £ 0.13 ###
C18:3 n-3 1.00 £ 0.05 0.83+0.03#
C20:5n-3 0.05 +£0.02 0.01 £0.01 #
C22:6 n-3 0.22 £ 0.04 0.09+£0.02 #
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n-3 PUFA 1.27 £0.09 0.93 £ 0.05 ##

nd 1.16 £0.15 1.56 £0.08

Data are expressed as mean + SEM. nd: not determined. # p < 0.05, ## p < 0.01, ### p <

0.0001.

126



Figure 1:
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Figure 2:
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Partie expérimentale I - Caractérisation du modele

11.3 Discussion

L’implication du tissu adipeux viscéral dans diverses pathologies telles que les maladies
cardiovasculaires et le diabete de type 2 a été clairement démontrée (Lafontan and Girard, 2008).
On a également montré une corrélation entre la sensibilit¢ a 1’insuline et la masse du tissu
adipeux viscéral (Chan et al, 2004). Dans cette ¢tude, nous montrons que le tissu adipeux
viscéral est plus riche en acides gras saturés que le tissu adipeux sous-cutané. Ces résultats
confirment ceux obtenus précédemment chez I’Homme (Pezeshkian et al., 2009, Karlsson et al.,
2006). Ces précédentes études sont cependant critiquables du fait du manque de contrdle des
régimes des patients, ainsi que du fait d’une forte variabilité dans leurs habitudes nutritionnelles.
Dans notre étude, les animaux ont été soumis a un régime controlé pendant au moins 6 mois
avant les prélevements. Ces différences dans la composition en acides gras observées sont donc le
reflet de différences métaboliques entre les tissus. Celles-ci peuvent étre expliquées par 1’activité
de la A9 désaturase, enzyme qui permet la formation des acides gras monoinsaturés et décrite
comme ¢tant plus active dans le tissu adipeux sous-cutané (Sjogren et al., 2008). La plus forte
proportion d’acides gras monoinsaturés (C16:1 n-7, C18:1 n-9 et C20:1 n-9) dans le tissu adipeux
viscéral est en accord avec ce point. Nous montrons également des index de désaturation
(C16:0/C16:1 et C18:0/C18:1) plus faibles dans le tissu adipeux sous-cutané, confirmant cette
activité plus élevée de la A9 désaturase dans ce tissu. En effet, le rapport C16:0/C16:1 (plus que
le rapport C18:0/C18:1 du fait de la forte proportion d’acide ol€ique dans les régimes) a été décrit
comme un marqueur de 1’activité de la A9 désaturase (Warensjo et al., 2008). Il est intéressant de
noter qu’une forte activité de la A9 désaturase a ¢été décrite comme étant lice a
I’insulinorésistance (Vessby et al., 2002), alors qu’inversement, une amélioration de la sensibilité
a I’insuline est associée a une baisse de I’activité de la A9 désaturase. Il y a donc ici un paradoxe
dans la mesure le tissu adipeux viscéral présente a la fois une plus forte insulinorésistance mais
¢galement une activité de la A9 désaturase plus faible en comparaison du tissu adipeux sous-
cutané. Cependant, les études portant spécifiquement sur le tissu adipeux ont apportés des
résultats divergents en ce qui concerne la relation entre index de désaturation et insulinorésistance
(Sjogren et al., 2008, Roberts et al., 2009), en raison notamment de différences dans le site de
prélévement du tissu adipeux. Il est donc difficile de conclure sur ce point, d’autant plus que ces

études ont été menées chez des hommes sains.
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Partie expérimentale I - Caractérisation du modele

Une autre hypothese pouvant expliquer les différences de composition en acides gras des
tissu adipeux est qu’il existe une mobilisation sélective des acides gras dans les tissus
métaboliquement actifs qui peut favoriser le stockage des acides gras saturés au sein du tissu
adipeux (Raclot et al., 1995).

Ces différences dans la composition en acide gras pourraient avoir des conséquences
directes sur le tissu adipeux, et potentiellement sur le foie. En effet, les acides gras saturés sont
connus pour leurs effets néfastes sur I’inflammation et la sensibilité a 1’insuline (Kennedy et al.,
2009). Par exemple, 1’acide palmitique (C16:0), dont la proportion est plus élevée dans le tissu
adipeux viscéral, induit une insulinorésistance chez le rat en réduisant la phosphorylation du
récepteur a I’insuline et de I'IRS1 (Reynoso et al., 2003). Inversement, les acides gras
monoinsaturés sont reconnus comme des acides gras neutres ou bénéfiques pour la santé. L’acide
oléique (C18:1 n-9) réduit ’accumulation des triglycérides au niveau du foie (Hussein et al.,
2007) ainsi que la triglycéridémie post-prandiale (Thomsen et al., 1999). De plus, I’acide oléique
peut améliorer la sensibilité a I’insuline en réduisant certains marqueurs de 1’inflammation tel que
le TNFa ou les interleukines 6, 7 et 18 (Esposito et al., 2004, Tierney and Roche, 2007). La
teneur plus élevée en acides gras saturés dans le tissu adipeux viscéral, associée a la plus faible
proportion en acides gras monoinsaturés, peut donc étre un des mécanismes conduisant a
I’insulinorésistance du tissu adipeux viscéral.

Cependant, les résultats concernant les acides gras polyinsaturés peuvent apparaitre
contraires a cette hypothése. En effet, les acides gras polyinsaturés sont reconnus comme des
acides gras bénéfiques en termes de santé, et leur proportion plus élevée dans le tissu adipeux
viscéral peut étre étonnante. Néanmoins, il faut noter que le principal acide gras polyinsaturé du
tissu adipeux est I’acide linoléique (C18:2 n-6). En effet, il représente environ 90% des acides
gras polyinsaturés de ce tissu. Or, on a montré que 1’acide linoléique favorisait I’accumulation de
lipides au sein du tissu adipeux (Madsen et al., 2005) et pouvait accroitre la lipogenése ainsi que
I’adipogenése (Muhlhausler et al., 2010). Ces résultats sont cohérents avec le fait que le tissu
adipeux viscéral est sujet a une expansion plus importante que le tissu adipeux sous-cutané. Au
final, les différences de proportion en acides gras polyinsaturés, notamment ceux de la famille n-
6, peuvent donc apparaitre comme cohérent par rapport aux autres résultats.

Nous mettons également en évidence des plus fortes activités de la lipolyse (expression

¢levée de la lipase hormono-sensible) et de la lipogenese dans le tissu adipeux viscéral.
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L’expression de Glut4, transporteur du glucose, est plus faible dans le tissu adipeux viscéral. Ces
résultats sont cohérents avec la plus forte insulinorésistance du tissu adipeux viscéral décrite chez
le chien (Kabir et al., 2005, Mittelman et al., 2002). En effet, ’insulinorésistance se caractérise
par une hausse de la lipolyse (Ostman et al., 1979), ainsi que par une moindre capture du glucose
par les cellules, soit du fait d’une réduction de I’expression de Glut4 (Sivitz et al., 1989), soit par
une réduction de la translocation de Glut4 a la membrane (Krook et al., 2004). Nos résultats
confortent donc la plus grande insulinorésistance du tissu adipeux viscéral précédemment décrite
chez le chien (Kabir et al., 2005). Notre étude décrit également une plus forte expression du
TNFo, des interleukines la et 1B dans le tissu adipeux viscéral, soulignant un niveau
inflammatoire plus élevé. De plus, nous montrons que HIF-la, marqueur de I’hypoxie, est
¢galement plus exprimé dans ce tissu. Récemment, Pasarica et al. (2010) ont montré que
I’hypoxie du tissu adipeux était associée a un moindre effet anti-lipolytique de 1’insuline,
soulignant le lien direct entre hypoxie et insulinorésistance au sein du tissu adipeux. De méme,
une relation entre inflammation et insulinorésistance a été également décrite (Hotamisligil, 1999).
Comme I’hypoxie pourrait €tre la raison principale de 1’inflammation du tissu adipeux et des
dysfonctionnements cellulaires associés a 1’obésité (Wood et al., 2009), nous pouvons émettre
I’hypothése que 1’expansion du tissu adipeux en cas de balance énergétique excédentaire
entrainerait une raréfaction de I’oxygeéne au niveau des adipocytes. Cette hypoxie pourrait par la
suite entrainer une inflammation du tissu adipeux et une insulinorésistance.

Le tissu adipeux viscéral se caractérise donc dans notre étude par un niveau inflammatoire
et hypoxique plus important que le tissu adipeux sous-cutané. Nous notons également une plus
grande insulinorésistance de ce tissu qui conduit notamment a une lipolyse accélérée. Enfin, le
tissu adipeux viscéral est plus riche en acides gras saturés, réputés comme délétéres. Dans le
cadre de I’hypotheése portale, ces caractéristiques peuvent conduire a un relarguage important
dans la veine porte d’acides gras saturés ainsi que de marqueurs de I’inflammation et de
I’hypoxie qui pourraient avoir des effets délétéres directs sur le foie. De nouvelles études sont
cependant nécessaires afin de confirmer 1’existence de ce relarguage dans la veine porte et

d’étudier son impact sur le foie.
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III. Effets d’une supplémentation en EPA et DHA sur la
dyslipidémie et la sensibilité a I’insuline chez le chien
obese et insulinorésistant

III.1  Introduction

Les acides gras polyinsaturés omégas 3 (EPA et DHA) sont biens connus pour leurs effets
hypotriglycéridémiants (Davidson, 2006). Ils sont également intéressants pour le traitement du
syndrome métabolique, et ce de 3 manieres différentes. Tout d’abord, I’EPA et le DHA réduisent
I’inflammation par I’intermédiaire des eicosanoides (Bagga et al., 2003), et de molécules plus
récemment identifiées telles que les résolvines, docosatrienes et neuroprotectines (Serhan et al.,
2004). Ensuite, ils agissent sur I’expression de différents facteurs de transcriptions (en particulier
les PPARs et le SREBP-Ic¢) et, par leur intermédiaire, corrigent partiellement la dyslipidémie
(Davidson, 2006). Enfin, I’EPA et surtout le DHA modifient la fluidit¢ des membranes cellulaires
et, de ce fait, modulent la liaison de I’insuline a son récepteur (Haugaard et al., 2006, McCallum
and Epand, 1995).

Malgré les nombreuses études sur le sujet, les effets des AGPI w3 sur la sensibilité a
I’insuline ne sont pas clairement déterminés. En effet, on a montré que les AGPI w3 étaient
capables de prévenir I’apparition d’une résistance a I’insuline lors d’une prise de poids chez
I’homme (Delarue et al., 2004). A I’inverse, les résultats des ¢études s’intéressant aux effets des
AGPI ©3 chez des patients déja insulinorésistants sont contradictoires. De nombreuses études
n’ont pas mis en évidence de modification de la sensibilité a I’insuline (Delarue et al., 2004),
mais récemment, des études chez le rat ont montré une amélioration de celle-ci (D'Alessandro et
al., 2000, Lombardo et al., 2007). Les études menées chez le chien semblent montrer que les
AGPI ©3 ne possedent pas d’effets majeurs dans ce modele animal, aussi bien en ce qui concerne
les lipides plasmatiques (Harris, 1997a) que la sensibilité a 1’insuline (Irvine et al., 2002). Il faut
noter cependant que ces protocoles ont €té conduits sur des animaux sains et que, par conséquent,
les effets des AGPI ®3 chez des animaux présentant une dyslipidémie et/ou une

insulinorésistance ne peuvent pas en étre déduits.
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Afin d’étudier les effets des AGPI w3 sur I’insulinorésistance, des chiens obeéses et
insulinorésistants (n = 8) ont regu une supplémentation en EPA et DHA pendant 6 semaines (920
et 760 mg par jour respectivement). La sensibilité a I’insuline a ét¢ mesurée par la méthode de
référence, le clamp euglycémique hyperinsulinémique (Radziuk, 2000). La composition
corporelle a ét¢ évaluée par la méthode de dilution isotopique. Les concentrations plasmatiques
en triglycérides, cholestérol, AGNE ont été mesurées avant et a la fin de la période de
supplémentation. Des biopsies de foie, muscle squelettique, tissu adipeux viscéral et sous-cutané
ont été réa