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RESUME

Le siecle dernier et ’actuel furent marqués d’une grande victoire de I’Humanité dont
les exploits médicaux ont su faire reculer, voire venir a bout de la plupart des maladies
infectieuses autrefois meurtriéres. Aujourd’hui, I’Humanité est confrontée a un
nouveau défi sanitaire, celui de faire reculer les maladies chroniques. Parmi ces
dernie¢res, 1’obésité et le surpoids, avec des prévalences mondiales galopantes et
affectant prés du tiers des humains, sont deux préoccupations mondiales de santé
publique.

L’obésité, de méme que le surpoids qui n’est rien d’autre que le stade précoce de
I’obésité, sont définis comme une accumulation excessive de réserves lipidiques dans
le tissu adipeux. Alors que dans certains cas, une telle accumulation peut étre sans
conséquences majeures sur la santé, elle représente dans bien d’autres cas une véritable
menace pour la santé du patient. Ainsi, une majorité d’individus obéses sont a risque
de développer des comorbidités comme le syndrome métabolique, des maladies
cardiovasculaires, le diabete de type 2 et la stéatose hépatique non alcoolique.
D’ailleurs, la NAFLD est aussi une source de préoccupation majeure de par sa
prévalence également estimée a pres d’un tiers de la population et des risques auxquels
elle prédispose, comme la résistance a I’insuline, la stéatohépatite, et la fibrose ainsi
que la cirrhose hépatiques. La NAFLD, connue du grand public comme la maladie du
foie gras, résulte d’une accumulation ectopique des triglycérides dans le foie. Or,
I’accumulation ectopique des lipides, c’est-a-dire leur accumulation en exces dans des
organes qui sont sensés ne stocker que de légeres (voire de négligeables) quantités de
lipides (comme le foie, les muscles squelettiques, le cceur et le pancréas), provoque des
mécanismes de lipotoxicité défavorables a I’intégrité et au bon fonctionnement de ces
organes. Lorsque 1’obésité entraine une saturation des capacités de stockage du tissu
adipeux sous cutané, I’exces de calories s’accumule dans le tissu adipeux viscéral et
promeut I’obésité abdominale et le stockage ectopique des lipides. Ce phénotype
favorise a son tour la lipotoxicté, la résistance a 1’insuline périphérique et tissulaire,
ainsi que I’inflammation chronique systémique et tissulaire. Tous ces mécanismes
déléteres sont sous-jacents aux complications de 1’obésité et a ses comorbidités.

La généralisation d’une diéte trop riche en glucides et en lipides, et un style de vie qui
favorise la sédentarité, sont, en plus de déterminants génétiques, épigénétiques et
métagénomiques divers, des composantes majeures de 1’étiologie de I’obésité et de la
NAFLD. En effet, un haut apport énergétique insuffisamment compensé par la dépense
énergétique, entrainent un bilan énergétique positif qui stimule les voies anaboliques
de la lipogenese de novo (DNL), puis du stockage des acides gras et des triglycérides.
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Les travaux de cette thése ont permis de mieux caractériser le potentiel préventif et
curatif des lipides a chaines moyennes contre I’accumulation délétere des lipides. Dans
un premier temps, nous avons démontré que les acides gras a chaines moyennes
(MCFA), contrairement aux acides gras a chaines longues (LCFA), n’induisent pas de
lipotoxicité, n’entrainent pas d’accumulation excessive de triglycérides et ne
provoquent pas de résistance a 1’insuline dans des hépatocytes de la lignée HepG2 en
cultures. De plus, les MCFA tendent méme a accroitre I’oxydation des lipides et a
potentialiser la réponse de la voie AKT-mTOR a I’insuline, dans les hépatocytes.

Dans un deuxiéme temps, nous avons donc étudié I’hypothéese selon laquelle une diéte
grasse (45% des kcal issus de lipides) enrichie graduellement en triglycérides a chaines
moyennes (MCT) plutét qu’en triglycérides a chaines longues (LCT), pouvait ralentir
voire réduire 1’obésité et la stéatose hépatique, chez des souris. Chez les souris non
obéses, nous avons observé que les dictes grasses avec des ratios croissants de
MCT/LCT réduisaient d’une manic¢re dose-dépendante la prise de masse corporelle,
I’hypertrophie des adipocytes blancs sous-cutanés et viscéraux, la résistance a
I’insuline, et la stéatose hépatique. D’une maniére intéressante, le ratio MCT/LCT
maximal a entrainé une hausse significative des marqueurs clefs de la thermogeneése,
au niveau hépatique seulement, de méme qu’une diminution de la masse corporelle, de
la masse adipeuse et des niveaux de triglycérides hépatiques en dessous des niveaux
mesurés chez les contrdles nourris avec une diete faible en gras (LFD). In vitro, nous
avons démontré que la stimulation de I’expression du géne thermogene UCP1 dans les
hépatocytes par les MCFA dépendait de I’activation du récepteur GPR40/FFAR1. Chez
des souris obeses et insulinorésistantes, le remplacement partiel des LCT par des MCT
n’a pas eu d’effet significatif, mais la diéte grasse avec le ratio MCT/LCT maximal a
entrainé des réductions significatives de la masse corporelle, de la stéatose hépatique
et de la résistance a I’insuline. Chez les souris obéses, cette diéte s’est traduite, dans le
méme temps, par une hausse de I’expression des marqueurs de la thermogenese
Ppargcla et Ucpl aussi bien dans le foie que dans le tissu adipeux sous-cutané.

Les résultats de cette these démontrent que les lipides a chaines moyennes préservent
la santé¢ métabolique, d’une part en évitant les voies anaboliques de stockage des lipides,
d’autre part en induisant, via leur fonction bioactive, des processus cataboliques.
Autrement dit, les lipides a chaines moyennes induisent une balance énergétique
favorable au catabolisme, contrairement aux lipides a chaines longues, favorisant la
réduction des réserves lipidiques adipeuses et hépatiques. En conclusion, nos résultats
suggerent que le remplacement partiel ou maximal des lipides déléteres de la dicte
contemporaine, par les lipides a chaines moyennes, représenterait une stratégie
nutritionnelle prometteuse pour contribuer au recul de 1’obésité et de la NAFLD.

Mots clés : Obésité, NAFLD, résistance a I’insuline, lipotoxicité, DNL, lipides a
chaines moyennes, oxydation des lipides, thermogenese, UCP1, AMP, GPR40/FFAR1



CHAPITRE I
ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 Introduction

L’obésité est une maladie métabolique complexe, multifactorielle et associée a
plusieurs comorbidités comme le syndrome métabolique, la stéatose hépatique non
alcoolique (NAFLD), la résistance a I’insuline et le diabéte de type 2. Cette maladie
contemporaine est un facteur contributeur important aux maladies cardiovasculaires,
aux accidents vasculaires cérébraux, et méme a certains types de cancer (Oussaada et
al.,2019; Smith & Smith, 2016a). L’obésité est la cause directe ou indirecte de pres de
3,4 millions de déces annuellement, ce qui en fait une préoccupation majeure de santé
publique a travers le monde. La population totale d’humains en surpoids ou ob¢ses est
estimée a 2,1 milliards d’individus. Chez les adultes africains, caucasiens, afro-
américains, hispaniques et américains blancs, les communautés les plus représentées
ici en Amérique du nord, le surpoids est diagnostiqué pour un indice de masse
corporelle (IMC) compris entre 25 et 29,2 kg/m?, et les différentes classes d’obésité
correspondent & des IMC supérieurs a 30 kg/m? et parfois méme supérieurs a 40 kg/m?
(Smith & Smith, 2016a). Pour les adultes de 1’ Asie et de I’ Asie du sud-est, le surpoids
est généralement diagnostiqué pour des IMC compris entre 23 et 24,9 kg/m?, et
’obésité pour des IMC dépassant 25 kg/m? (Smith & Smith, 2016a). Au Canada, la
prévalence de 1’obésité chez les adultes a bondi de 6,1% a 18,3% entre 1985 et 2011
(Twells et al., 2014).

Au niveau de I’organisme, 1’obésité se traduit par un stockage excessif de graisses
corporelles dans les différents compartiments du tissu adipeux blanc. L obésité devient
délétere pour la santé métabolique lorsque ce stockage excessif implique 1’expansion
du tissu adipeux viscéral et ’accumulation ectopique des lipides dans des tissus non

adipeux comme le foie, les muscles et le pancréas (Despres & Lemieux, 2006; Engin,
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2017b; Tchernof & Després, 2013). Les tissus concernés par I’accumulation ectopique
des lipides subissent potentiellement des dommages majeurs qui définissent la
pathophysiologie de la NAFLD, de la résistance a I’insuline, du diabéte de type 2 et de
I’altération des fonctions musculaires. L’obésité est la conséquence d’un déséquilibre
chronique entre I’anabolisme et le catabolisme des glucides et des lipides, du fait d’un
apport €élevé en nutriments a haute teneur calorique et d’une réduction de la dépense
énergétique. Il s’agit donc de la conséquence d’un débalancement énergétique soutenu.
De maniere quantifiable, la balance énergétique est déterminée par la modulation de
I’énergie quotidienne ingérée (la teneur calorique des aliments consommés en une
journée) et de la dépense énergétique totale quotidienne (TDEE, pour fotal daily energy
expenditure) dont les composantes sont représentées en figure 1.1 (Ho, 2018; Trexler
et al., 2014; von Loeffelholz & Birkenfeld, 2000). La TDEE inclut la dépense
énergétique au repos (ou de base, ou REE pour resting energy expenditure) et la
dépense énergétique hors repos (NREE, pour non-resting energy expenditure). La REE
est la somme de I’énergie métabolique basale (BMR, pour basal metabolique rate),
I’énergie que mobilise I’organisme pour accomplir I’ensemble de ses processus vitaux,
et de la thermogenese postprandiale (DIT, pour diet-induced thermogenesis ou TEF,
pour thermic effect of food). Quant a la NREE, elle est la somme de la thermogen¢se
résultant de ’activité physique (AEE, pour exercice-related EFE) et de la thermogeneése
indépendante de D’activité physique volontaire, comme celle associée au tonus
musculaire ou encore au fait de « gigoter » (NEAT, pour non-exercice related EE).
Certains auteurs (voir la figure 1.1) considérent la TEF comme une composante de la
NREE (Trexler ef al., 2014). Selon la premicre loi de la thermodynamique, 1’énergie
ne peut ni étre détruite ni disparaitre. Autrement dit, toute énergie calorique assimilée
qui n’est pas dépensée par les processus du TDEE est forcément stockée en énergie
chimique potentielle, sous la forme de glycogéne dans une moindre mesure, mais aussi
et surtout sous forme de graisses au terme des différentes voies de 1’anabolisme des

lipides.
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Figure 1.1 : Les composantes de la TDEE et leurs contributions a la TDEE. BMR
(basal metabolic rate) ; NEAT (non-exercise activity thermogenesis) ; TEF (thermic
effect of food) ; EAT (exercise activity thermogenesis) ; REE (resting energy

expenditure) ; NREE (non-resting energy expenditure) ; TDEE (total daily energy
expenditure). (Trexler et al., 2014).

~— NREE

-~ REE

I1 a longtemps été considéré que les individus obéses avaient une dépense énergétique
inférieure a celle des individus non obeses. Cette interprétation (qui, du reste, n’est pas
définitivement écartée) suggérait qu’un déficit dans une des composantes du TDEE
(pour des causes comportementales, environnementales, génétiques, ou épigénétiques),
associé a un apport calorique trop élevé, provoque une balance énergétique positive
propice au développement de 1’obésité (Carneiro et al., 2016). Des analyses récentes
ont critiqué ce modele en démontrant que le TDEE, lorsque relativisé a la masse maigre
totale, n’était pas différent entre obéses et non obeses (Carneiro et al., 2016), ce qui
accentuerait la responsabilité des dictes caloriques dans le débalancement anabolique.
Enfin, certaines observations pointent la contribution d’un déficit de la DIT et de la

NREE, spécifiquement dus a la faible activité physique et la forte consommation de
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gras, dans I’instauration d’une balance énergétique positive obésogene (Carneiro et al.,
2016; Trexler et al., 2014).

Les lipides a chaines moyennes constituent une classe de lipides alimentaires dont la
consommation est officiellement reconnue pour son innocuité. Au sein des huiles qui
les renferment (comme les huiles commerciales de type MCT-0il) les lipides a chaines
moyennes se retrouvent essentiellement sous leur forme estérifiée triglycérique. On
parle alors de triglycérides a chaines moyennes (MCT, pour medium-chain
triglycerides). Lorsque les MCT sont hydrolysés, comme n’importe quel triglycéride,
comme par exemple durant la digestion intestinale, les acides gras libérés sont lesdits
acides gras a chalnes moyennes (MCFA, pour medium-chain fatty acids). L’ expression
« lipides a chaines moyennes » est donc un terme générique qui englobe les MCT et
les MCFA. Contrairement aux lipides a chaines longues qui sont retrouvés en
abondance dans la plupart des aliments gras de la diéte contemporaine, les lipides a
chaines moyennes sont connus pour leur haute propension a I’oxydation et pour
accroitre la dépense énergétique totale (TEE) (via plusieurs mécanismes qui seront
mentionnés dans les chapitres qui suivent) chez les animaux comme chez les humains.
Au vu de leurs caractéristiques, les lipides a chaines moyennes ont, comparés aux
lipides a chaines longues, tendance a préserver une balance métabolique propre a éviter
le stockage excessif des graisses par 1’organisme (Rial et al., 2016b). La présente vise
a mieux caractériser le potentiel antiobésogene et antistéatogéne des lipides a chaines
moyennes en ¢tudiant les mécanismes via lesquels ils favorisent une balance et une

santé métabolique optimales.

1.2 Apercu général des lipides et de leurs fonctions
1.2.1 Les lipides : définitions et fonctions générales

Les lipides sont définis comme des petites molécules organiques solubles dans des
solvants organiques comme le chloroforme, les éthers ou 1’alcool, et généralement

insolubles dans 1’eau (Li-Beisson et al., 2016). Cette définition, qui n’est pas la seule



admise et qui est parfois soumise a des contre-exemples (le cas des lipides a chaines
moyennes, cceur de cette thése, en est un par excellence), inclut une large gamme de
composés, comme les acides gras libres, les glycérolipides, les phosphoglycérides, les
sphingolipides, les squalénes, le cholestérol et ses dérivés, et les eicosanoides dérivés
des acides gras polyinsaturés. Faisant partie, avec les acides aminés, les glucides et les
nucléotides, des molécules fondamentales du vivant, les lipides jouent plusieurs roles
biologiques essentiels. Chez I’animal, ils ont d’abord un role de structure. Les lipides,
et plus particulierement les phosphoglycérides (qui incluent toutes les classes de
phospholipides), les sphingolipides et le cholestérol, représentent jusqu’a 70% de la
masse des membranes cellulaires (Li-Beisson et al., 2016) et des gaines de myéline
entourant les axones neuronaux du systeme nerveux (Ozgen et al., 2016). Les lipides
entrent abondamment dans la composition de nombreux biomatériaux de revétements
tensioactifs comme les surfactants alvéolaires sécrétés par les pneumocytes de type 2
(Fehrenbach, 2001) ou de barriére comme le sébum sécrété par les glandes sébacées
(Picardo et al., 2009). En outre, les lipides et leurs métabolites participent activement
aux fonctions du systéme endocrinien. En effet, les hormones stéroides dérivées du
cholestérol, de méme que les eicosanoides qui englobent les célebres leucotrienes et
prostanoides, sont capables d’activer de nombreuses voies signalétiques et
métaboliques, régulant, parmi une multitude d’autres processus physiologiques, la
morphogenese (Haldar et al., 2003), le développement (Kawata, 1995), le cycle
reproducteur, les processus inflammatoires (Umamaheswaran et al., 2018), 1’activité
plaquettaire et la contraction des muscles lisses (Narumiya et al., 1999). Enfin, les
lipides constituent une fabuleuse source d’énergie chimique pour I’organisme, comme
il le sera expliqué dans ce qui suit. Renfermant une forte teneur en énergie chimique
potentielle, les lipides, et plus particuliérement les acides gras, permettent de régénérer
efficacement de I’ ATP et de la chaleur lorsqu’oxydés, comme ils peuvent, au contraire,
renflouer les réserves énergétiques lorsqu’ils sont estérifiés puis stockés sous forme de
triglycérides et de diglycérides dans les réserves adipeuses de 1’organisme et les

compartiments lipidiques des cellules métaboliques.



1.2.2 Une définition du métabolisme des lipides

Le métabolisme des lipides est défini comme 1’ensemble des réactions biochimiques
se déroulant, chez ’Homme ou chez 1’animal, pour assimiler les lipides de la di¢te ou
en synthétiser de maniére endogene, en vue de leur conférer leurs innombrables
fonctions structurales, endocriniennes, signalétiques ou énergétiques (Baenke et al.,
2013). Dans des conditions optimales, le métabolisme des lipides est gouverné par une
régulation fine des voies anaboliques et des voies cataboliques des lipides.
L’anabolisme des lipides comprend tous les processus qui permettent aux cellules (et
donc a I’organisme) de s’approvisionner en lipides en assimilant ceux qui sont fournis
par la dicte et en en synthétisant de novo pour les mettre en réserves, les utiliser comme
¢léments de structures, et les échanger entre tissus. Quant au catabolisme des lipides,
il comprend les voies lipolytiques de désestérification des acides gras, et les différentes
voies d’oxydation des acides gras en vue d’en libérer de 1’énergie chimique utile
cinétique ou thermique. Comme nous le verrons plus bas, des contextes
environnementaux et comportementaux (qui prévalent hélas de plus en plus de nos
jours) qui favorisent un débalancement du métabolisme des lipides en faveur de
I’anabolisme, sont les causes principales des maladies métaboliques d’accumulation

des lipides, a I’instar de 1’obésité et de la stéatose hépatique non alcoolique.

1.3 L’anabolisme des lipides
1.3.1 La captation des acides gras

1.3.1.1 La captation des acides gras au niveau cellulaire

Les cellules ont la capacité de s’approvisionner en lipides non endogénes en captant
puis en internalisant les acides gras libres pour les séquestrer sous forme d’acyl-CoA,
tel qu’illustré en figure 1.2 (Calderon-Dominguez et al., 2016; Gimeno, 2007; Mashek
et al., 2007; Tarhda & Ibrahimi, 2015). Ces acides gras libres se retrouvent sous forme

émulsifiée dans les lumiéres intestinales lors de la digestion, sont véhiculés a travers la
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circulation sanguine par I’albumine sérique, ou peuvent étre issus de I’hydrolyse,
catalysée par I’enzyme de surface lipoprotéine lipase (LPL), des triglycérides qui
composent les lipoprotéines circulantes comme les chylomicrons. Les acides gras libres
sont internalisés par les cellules par diffusion simple a une moindre échelle mais surtout
par diffusion facilitée au moyen de différents transporteurs membranaires. Ces
transporteurs sont certes ubiquitaires, mais ce sont les cellules dites « métaboliques »
comme les entérocytes, les hépatocytes, les adipocytes et les myocytes qui les arborent
le plus abondamment (Kazantzis & Stahl, 2012). Les principaux de ces transporteurs
sont le cluster of differentiation 36 (CD36) et les neuf protéines de la famille des Fatty
acids transport proteins (FATP1-9), toutes exprimées a la surface de différents types
cellulaires selon les isoformes. D’apres de récents modeles (Calderon-Dominguez et
al., 2016; Gimeno, 2007; Tarhda & Ibrahimi, 2015), ces transporteurs partageraient le
méme mécanisme d’action en séquestrant dans leurs domaines hydrophobes les queues
aliphatiques des acides gras a longues et a trés longues chaines, avant de les libérer
dans le milieu intracellulaire a la suite d’un changement conformationnel. D’autres
modeles suggerent plutot un réle complémentaire entre CD36 et les FATP (Doege &
Stahl, 2006; Son et al., 2018) ; plus exactement, CD36 se limiterait a lier les acides
gras a proximité de la face externe de la membrane plasmique pour ensuite provoquer
leur interaction avec la FATP chargée de leur internalisation proprement dite. En outre,
les protéines FATP, du fait de leur seconde activité de type acyl-CoA-synthase,
convertissent en acyl-CoA les acides gras qu’elles transloquent. Une autre enzyme
membranaire, la long-chain acyl-CoA synthetase (ACSL), convertit les acides gras en
acyl-CoA (Mashek et al., 2007). Ces derniers sont des lipides dits « activés » pour la
simple raison que les acides gras doivent étre convertis en acyl-CoA pour pouvoir étre
guidés par 'acyl-CoA binding protein (ACBP) vers leurs différentes voies
métaboliques (Mashek et al., 2007). La transformation en acyl-CoA permet en outre
d’augmenter la solubilité des acides gras dans le cytosol. De plus, sous leur forme acyl-
CoA, les lipides sont séquestrés au sein de la cellule. Quant aux MCFA et aux acides

gras a courtes chaines, leur polarité relativement faible leur permet d’étre transportés



essentiellement par diffusion simple a travers les membranes, sans 1’intervention de
protéines de transport (Schonfeld & Wojtczak, 2016).

En outre, les acides gras de toutes les tailles ont la capacité de se lier a une grande
variété de récepteurs membranaires de types G-protein coupled receptor (GPCR) et
Toll-like receptors (TLR). Ces récepteurs ont des fonctions de signalisation
fabuleusement diversifiées (régulation de I’inflammation, de la sécrétion des hormones,
de la motilité intestinale, de I’imperméabilité de la barriére intestinale, du métabolisme
des lipides, du comportement, etc.) (Hwang et al., 2016; Priyadarshini et al., 2018;
Pujol et al., 2018; Tomita et al., 2014) mais ne participent pas (du moins ce n’est pas

leur fonction primaire) au transport de leurs ligands lipidiques.
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Figure 1.2 : Captation et actions signalitiques des acides gras libres au sein de
cellules mammaliennes. (A) Les acides gras issus de I’hydrolyse des triglycérides
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lipoprotéiques par la LPL lient, a la surface cellulaire, des protéines de signalisation
(exemple TLR et GPR40) ou les protéines de transport FATP et CD36. Les voies de
signalisation induites régulent les processus de I’inflammation, de I’'immunité (par les
cellules lymphoides et les cellules métaboliques), de la sécrétion de I’insuline (par les
cellules-f du pancréas) et inhibent la libération des peptides orexigenes AgRP et NPY
(au niveau de I’hypothalamus). Quant au transport, il est représenté selon le paradigme
d’un réle complémentaire entre CD36 et FATP. Apres leur captation, les acides gras
non-acylés et les acides gras acylés par ACSL sont respectivement liés par FABP et
ACBP en vue de la coactivation de récepteurs nucléaires régulant I’expression de génes
métaboliques (voir la section 1.6.2 de I’état des connaissances consacrée aux PPARs),
ou sont mobilisées pour les voies oxydatives, la synthése des triglycérides ou les
modifications postraductionnelles de protéines. (B) Illustration de quatre mode¢les
différents proposant le mode d’action des FATP (1, simples transporteurs d’acides gras
libres ; 2, molécules de membranes acylant les acides gras libres intracellulaires aprés
leur diffusion passive ; 3, protéines bifonctionnelles de transport puis d’acylation des
acides gras libres ; 4, ou protéines multifonctionnelles transportant et/ou acylant
différents acides gras a la fois) TLR (Toll-like receptor) ; LPL (lipoprotein lipase) ;
ACSL (long-chain acyl-CoA synthetase) ; FA (fatty acid) ; FFA (free fatty acid) ; FATP
(fatty acids transport proteins) ; CoA (coenzyme A) ; ACBP (acyl-CoA binding protein)
; FABP (fatty acid binding protein) ; CD36 (cluster of differentiation 36) ; AgRP
(Agouti-related peptide) ; NPY (neuropeptide Y) ; GPR40 (G-protein coupled receptor
40) ; TG (triglycérides). (Doege & Stahl, 2006).

1.3.1.2 La captation des lipides alimentaires au niveau intestinal

La plupart des lipides alimentaires se présentent sous forme de TG (triglycérides) et
d’esters de cholestérol (EC). Lors de la digestion, ces lipides alimentaires subissent une
micellisation sous I’action émulsifiante des stérols biliaires, puis sont hydrolysés, dans
I’iléum, sous I’action des lipases pancréatiques (Charlton-Menys & Durrington, 2008;
Gagné et al.,2007; Hu et al., 2010; Soffientini & Graham, 2016). Dans la lumiére iléale,
les acides gras et le cholestérol libres ainsi obtenus sont internalisés par les entérocytes.
Plus exactement, le cholestérol est internalisé¢ par les entérocytes sous ’action du
transporteur spécifique NPCIL1 (Niemann-Pick CIl Likel) (Charlton-Menys &
Durrington, 2008; Gagné et al., 2007; Hu et al., 2010; Soffientini & Graham, 2016),
tandis que les phytostérols (stérols végétaux) sont pour la plupart aussitdt exocytés via

le transporteur ABCGS5/8 (ATP binding cassette transporter G5 and G8). Le
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cholestérol libre cytosolique est transféré vers le réticulum endoplasmique sous 1’action
de I’enzyme MTP (microsomal transfer protein) dite aussi MTTP (microsomal
triglyceride transfer protein) (Charlton-Menys & Durrington, 2008; Gagné et al., 2007
Hu et al., 2010; Soffientini & Graham, 2016). Le cholestérol est alors estérifi¢ par une
réaction d’acylation, dirigée sur son groupe hydroxyle, et catalysée par I’enzyme
ACAT2 (Acyl-CoA cholestérol acyltransferase 2). L’ester de cholestérol ainsi généré
est alors recruté, de mémes que les acides gras estérifiés, pour participer a la
composition et a la formation des chylomicrons.

Quant aux acides gras a chaines longues, ils sont internalisés par les entérocytes au
moyen des transporteurs FATP4, CD36 et FABP (Wang ef al., 2013). Ils sont alors
immédiatement activés sous par I’action de ’ACS1 pour former des acyl-CoA. Ces
deniers servent de substrat a la voie de synthese des triglycérides qui sera décrite dans
le paragraphe 1.3.3.5. Comme les esters de cholestérol, les triglycérides néoformés au
sein des entérocytes participent, grace aux actions combinées de I’ApoB48 et de la
MTTP, a structurer les chylomicrons. Ces derniers sont les transporteurs lipoprotéiques
hydrosolubles qui permettent d’acheminer les lipides estérifiés depuis 1’intestin vers le
foie, via le systeme porte hépatique, une fois sécrétés par les entérocytes (Charlton-
Menys & Durrington, 2008; Gagné et al., 2007; Hu et al., 2010; Soffientini & Graham,
2016).

1.3.2 La régulation de la captation des acides gras

Le flux de la captation des acides gras repose sur la régulation aux niveaux
transcriptionnel et post-transcriptionnel des génes codant pour les protéines LPL, CD36
et FATP. Ce sont essentiellement les hormones et les nutriments qui assurent cette

régulation (Goldberg et al., 2009; Niculite ef al., 2019; Smith et al., 2008).
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1.3.2.1 La régulation de la LPL

La régulation de ’enzyme LPL varie d’un tissu a I’autre. Chez 1’adulte, 1’activité
hépatique de I’enzyme est absente du fait de mécanismes toujours mal définis (Camps
et al., 1991; Goldberg et al., 2009). Par contre, la LPL est surtout active au niveau des
muscles squelettiques, des macrophages, des cellules-f du pancréas, des glandes
mammaires et du tissu adipeux (Goldberg ef al., 2009). L’insuline en est la principale
hormone régulatrice. Au niveau des adipocytes matures (unités fonctionnelles du tissu
adipeux), I’insuline augmente le rendement de la LDL en activant son expression
génique aux niveaux post- transcriptionnels et post-traductionnels (Semenkovich et al.,
1989). Cependant, au niveau des muscles squelettiques au repos ou apres exercice,
I’insuline réduit I’activité de la LPL et privilégie plutdt la captation du glucose. Cela a
ét¢ démontré par une ancienne étude d’association (Kiens er al., 1989) et les
mécanismes sous-jacents ne sont pas connus.

Sécrétés en réponse au froid et au jeline par les adipocytes blancs et les hépatocytes,
les facteurs angiopoietin-like 3, 4 et 8 (ANGPTL 3,4 et 8), et en particulier ANGPTL4
qui a été le mieux étudié, agissent de maniere autocrine en inhibant la LPL (Dijk &
Kersten, 2016; Koliwad et al., 2012). Cela aurait pour finalit¢ de favoriser la
disponibilité des lipoprotéines circulantes pour les muscles et le tissu adipeux brun dans
ces conditions de stress énergétique (Dijk & Kersten, 2016; Koliwad et al., 2012). Le
modele mécanistique le plus récent, mis en évidence sur des adipocytes, suggere que
ces facteurs interagissent directement avec la LPL intracellulaire au cours de sa
synthese, puis la clivent en monoméres susceptibles d’étre dégradés par I’endoprotéase
proprotein convertase subtilisin/kexin 3 (PCSK3), préalablement a une ultime étape de
digestion lysosomale (Dijk et al., 2018). Cela aboutirait a une diminution de la
translocation de la LPL vers la membrane cellulaire.

En outre, pour sa translocation membranaire puis son activité catalytique optimale, la
LPL doit subir deux modifications post-traductionnelles impliquant des glucides, soit

la glycosylation et la mannolysation (Masuno ef al., 1991; Okamoto et al., 2017).
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Drailleurs le glucose, sans doute pour cette raison, potentialise 1’effet stimulant de
I’insuline sur I’activité de la LPL (Goldberg et al., 2009), ce qui est logique considérant
qu’une hausse post-prandiale de la lipémie est en général associée a une hausse de la
glycémie et de I’insulinémie (Hiyoshi ef al., 2017). Sur des sujets humains, il a été
confirmé que la consommation soutenue (sur 15 jours) d’une dic¢te riche en
carbohydrates rehausse le niveau d’induction post-prandiale de 1’activité des LPL

adipeuses et musculaires (Yost ef al., 1998).

1.3.2.2 La régulation de CD36

La protéine CD36 est surtout exprimée par les hépatocytes, les adipocytes, les
macrophages, les myocytes et les entérocytes (Goldberg et al., 2009; Niculite ef al.,
2019), ayant tous un rdle plus ou moins déterminant dans le métabolisme des lipides.
Plusieurs facteurs de transcription induisent I’expression de CD36. Les plus importants,
qui sont d’ailleurs des marqueurs clefs de I’adipogenése (la maturation des adipocytes)
(Madsen et al., 2014), sont les peroxisome proliferator-activated receptor y et &
(PPARY/5), le liver X receptor (LXR), les CCAAT/enhancer-binding proteins (C/EBP),
ainsi que activating transcription factor 2 (ATF2) (Goldberg et al., 2009; Lefterova
et al., 2008; Niculite et al., 2019).

L’expression de CD36 est aussi régulée au niveau post-traductionnel par plusieurs
mécanismes. D’une part, il a ét¢é démontré que la surexpression du facteur de
transcription Forkhead box protein Ol (FOXO1) induit une translocation accrue de
CD36 vers la membrane cellulaire, augmentant ainsi la captation des acides gras par
les myocytes (Bastie et al., 2005). Par ailleurs, la contraction musculaire, de méme que
I’insuline et la condition de jeline favorisent également la translocation membranaire
de CD36 (Berlanga et al., 2014b). En parallele, I’insuline réduit I’ubiquitination (et
donc limite la dégradation protéasomale) de CD36, via un mécanisme encore inconnu
(Luiken et al., 2016; Smith et al., 2008). renforcant la captation des acides gras par ce
biais également. Les acides gras libres (administrés sans insuline), en revanche,

augmentent I’ubiquitination de CD36. Toutefois, I’effet de I’insuline domine I’effet des
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acides gras libres sur I’ubiquitination de CD36 (Smith et al., 2008). Ceci est en
adéquation avec un contexte physiologique postprandial réputé favorable a la captation

des acides gras, et ou I’insulinémie comme la lipémie sont rehaussées.

1.3.3 Lalipogenése de novo (DNL)

1.3.3.1 Définition générale de la DNL

La voie de la lipogenése de novo (DNL) permet la biosynthése endogene des acides
gras. Les étapes et la régulation de la DNL sont représentées dans la figure 1.3. Cette
voie anabolique consiste, pour I’essentiel, a convertir en lipides les carbohydrates
assimilés au-dela des besoins énergétiques immédiats de 1’organisme ou lorsque les
réserves de glycogene hépatique sont a pleine capacité. Plus exactement, La DNL
permet, dans un premier temps, la transformation endergonique de simples molécules
d’acétyl-CoA en acides gras saturés a chaines longues. La DNL permet, dans le méme
temps, la transformation directe des acides gras endogenes ou issus de la di¢te, comme
I’acide linoléique (C18 :2), I’acide stéarique (C18:0), I’acide oléique (C18:1n-9), le
palmitate (C16:0) ou le palmitoléate (C16:1n-7), en une vaste gamme d’acides gras a
trés longues chaines (de 22 a 28 atomes de carbone de long) saturés, monoinsaturés ou
polyinsaturés (Kihara, 2012). Le principal siege de la DNL, chez ’Homme — et chez
d’autres animaux comme les oiseaux — est le foie, tandis que cette voie anabolique est
assurée aussi bien par le foie que le tissu adipeux chez les rongeurs. Néanmoins, du fait
de la diversité susmentionnée des roles joués par les lipides, les autres tissus de

I’organisme assurent presque tous une activité lipogénique plus ou moins importante.

1.3.3.2 Les sources et la synthese des précurseurs de la DNL

C’est I’acétyl-CoA, produit de divers processus cataboliques (comme la glycolyse et
I’oxydation des lipides), qui sert de précurseur a la voie de la DNL. Les enzymes clefs
de la DNL sont désignées comme les « enzymes lipogéniques ». Il s’agit, dans leur

ordre d’intervention, des enzymes acetyl-CoA carboxylase (ACC), fatty acid synthase
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(FASN), 4-9-Stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD-1) et Elongation of very long-chain
fatty acids proteins 1-7 (ELOVL1-7) (Kihara, 2012). L’enzyme ACC catalyse une
réaction de carboxylation qui, en oxydant du HCOs3™ dissout et en hydrolysant de I’ATP
en ADP+Pi, transforme I’acétyl-CoA en malonyl-CoA, une molécule a deux atomes de
carbone. Cette dernicre devient alors la fournisseuse des paires de carbones nécessaires
a I’élaboration séquentielle subséquente des acides gras a longues chaines (Strable et
Ntmabi, 2010 ; Clarke et Nakamura, 2004 ; Lodhi ef al., 2011 ; Rui, 2014 ; Ameer et
al.,2014).

1.3.3.3 La biosynthése des acides gras libres saturés a longues chaines

La phase de la DNL qui consiste a synthétiser du palmitate, un acide gras saturé¢ a 16
atomes de carbone, est opérée par le complexe multi-enzymatique de la FASN. Cette
derniére est un homodimere d’un poids moléculaire de 260 KDa. Chez les organismes
supérieurs, 1’enzyme multifonctionnelle FASN de type 1 bien qu’ubiquitaire reste
davantage exprimée dans les tissus métaboliquement actifs comme le foie et le tissu
adipeux. Les sept groupes catalytiques actifs distincts de 1’enzyme assurent 1’addition
séquentielle des paires de carbones fournies par le malonyl-CoA dans une série de
réactions qui consistent a transformer 7 molécules de malonyl-CoA et une molécule
d’acétyl-CoA, en palmitate. Ces réactions réductrices requicrent I’oxydation de 14
molécules de NADPH (Wakil, 1989, Lodhi ef al., 2011). La synthése de palmitate
catalysée par la FASN se fait par ’agencement séquentiel des briques a deux atomes
de carbone fournies sous la forme de malonyl-CoA, au cours d’une série complexe de
réactions (avec 30 intermédiaires acylés) qui peuvent se résumer en trois grandes
étapes : I’étape de recrutement des deux substrats acétyl-CoA et malonyl-CoA en vue
de leur condensation, I’étape répétitive de réduction de la chaine d’acide gras
permettant son allongement séquentiel, puis I’étape de libération de I’acide gras libre
achevé a 16 atomes de carbone. Les trois étapes sont réalisées simultanément et en série
par trois domaines distincts présents sur chacune des deux sous-unités de 1’enzyme

FASN (Wakil, 1989; Lodhi et al., 2011).
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Une fois la premicre phase de la DNL terminée, les étapes qui suivent concernent

davantage les modifications apportées au « produit brut » qui est le palmitate.

1.3.3.4 L’élongation et la désaturation des acides gras endogenes

Etant donné que les lipides destinés a des fonctions structurelles ou endocrines sont en
grande partie des chalnes d’acides gras a 18 atomes de carbone ou plus, une partie du
palmitate produit par FASN sert de substrat a I’enzyme Elongase of long-chain fatty
acids family member 6 (ELOVL6). Cette enzyme ubiquitaire identifiée en 2001, soit
relativement récemment (Ya et al., 2001), est caractérisée comme étant une enzyme
microsomale associée a la membrane du réticulum endoplasmique et dont la fonction
consiste a rallonger les chaines d’acides gras par I’ajout de deux atomes de carbone a
leur fonction acide carboxylique. Aussi bien les chaines acylées de palmitate (C16:0)
produites lors de la DNL que celles issues de la di¢te, peuvent étre transformées par
I’enzyme ELOVLG6 en stéarate (C18:0). Par ailleurs, ELOVL6 permet 1’¢longation des
chaines d’acides gras saturés et monoinsaturés longues de 12, 14 et 16 atomes de
carbone fournis essentiellement par la diete (Matsuzaka et al., 2012 ; Ya et al., 2001 ;
Strable et Ntambi, 2010). Le palmitate et le stéarate ainsi générés peuvent alors étre
mobilisés pour des fonctions structurelles, endocriniennes et énergétiques, suite a
I’ultime étape de la DNL, celle de la désaturation des acides gras.

Les acides gras a longues chalnes monoinsaturées entrent principalement dans la
composition des triglycérides et des bicouches phospholipidiques ou ils participent
respectivement au stockage de 1’énergie et a la structure cellulaire. La désaturation des
acides gras, au terme de la DNL, est catalysée par les enzymes Stéaroyl CoA
désaturases (SCD) dont il existe deux isoformes chez 1I’humain : I’isoforme SCD-5
exprimé essentiellement dans le cerveau et le pancréas, et I’isoforme SCD-1 ubiquitaire,
davantage exprimé par les hépatocytes. C’est I’isoforme SCD-1 qui est le plus impliqué
dans ’anabolisme des lipides. Il s’agit d’une enzyme ancrée dans la membrane du
réticulum endoplasmique a la mani¢re de ’ELOVL6 (Miyazaki et al., 2007). SCD-1

catalyse la monoinsaturation, c’est-a-dire I’incorporation d’une seule double liaison
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covalente, en position A-9 (neuvieéme atome de carbone numéroté a partir de 1’atome
de carbone de la fonction acide carboxylique) des acides gras découlant de la DNL.
Cette réaction de réduction requiert, outre la présence de I’enzyme SCD-1, la présence
du pouvoir réducteur NADH, de la stéaroyl-Coenzyme A, de I’oxygene, des acides gras
a longue chaine saturés (préférentiellement du palmitate ou du stéarate), de I’enzyme
cytochrome-b réductase, et du cytochrome-b en guise de premier donneur d’électron.
Le palmitate synthétisé par ’enzyme FASN ainsi que le stéarate produit par ELOVL6
sont les principaux substrats de ’enzyme SCD-1 qui les transforme respectivement en
palmitoléate (C16:1n-7) et en oléate (C18:1n-9) (Strittmter et al., 1974 ; Strable et
Ntambi, 2010 ; Mauvoisin et Mounier, 2011 ; Ntambi, 2013).
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Figure 1.3 : La voie anabolique de la lipogenése de novo (DNL) et sa régulation.
Le glucose capté par les cellules alimente les voies de la glycolyse puis du cycle de
Krebs, pour produire du citrate. Ce dernier, lorsqu’accumulé en exces dans un contexte
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de bilan énergétique positif, est converti par ACLY en acétyl-CoA qui est converti en
malonyl-CoA par ACC. L’acétyl-CoA et le malonyl-CoA servent de précurseur a la
DNL pour la biosyntheése d’acides gras saturés et monoinsaturés de tailles variables,
ainsi que des triglycérides (stockés ou sécrétés via les VLDL) et des phospholipides.
La voie de signalisation PI3K/AKT, activée par les facteurs de croissance et I’insuline,
stimule la translocation nucléaire du facteur de transcription SREBP1 maitre régulateur
des genes lipogéniques GLUT (glucose transporter) ; Glucose 6P (glucose-6-
phosphate) ; G6PDH (glucose-6-phosphate dehydrogenase) ; GF (growth factor),
PI3K (phosphoinositide 3-kinases) ; AKT (protein kinase B) ; ACL (A TP-citrate lyase) ;
SREBP1 (sterol regulatory element-binding protein-1) ; ACC (acetyl-CoA
carboxylase) ; FAS (FASN, fatty acid synthase) ; ME (malic enzyme) ; NADPH
(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase) ; TG (triglycérides) ; PL
(phospholipids) ; SCD1 (stearoyl CoA desaturase 1) ; ELOVL6 (Elongase of long-
chain fatty acids family member 6) ; VLDL (very low density lipoproteins). (Mounier
etal.,2014).

1.3.3.5 L’estérification puis le stockage des réserves lipidiques néoformées

Les acides gras synthétisés de novo sont coactivés par I’enzyme ACS puis estérifiés
par les enzymes de la membrane du réticulum endoplasmique glycérol-3-phosphate
acyltranferase (GPAT), acylglycérophosphate acyltranférase (AGPAT), phosphatidic
acid phosphohydrolase (PAP), et diacylglycerol acyltransferase (DGAT), en lipides
neutres (figure 1.4). Ces derniers consistent en des diglycérides et des triglycérides
servant de réserves d’énergie, mais consistent ¢galement en des acides phosphatidiques
qui servent de précurseurs a la synthése des phospholipides aux fonctions de structure
et de transduction de signaux (Coleman & Mashek, 2011; Guo ef al., 2009; Kohlwein
et al., 2013). Se déroulant essentiellement dans les entérocytes, les hépatocytes et les
adipocytes, la voie d’estérification des acides gras requiert du glycérol-3-phosphate
libre qui provient de la dégradation du dihydroxyacétone phosphate lors de la glycolyse
ou du processus de glycéronéogenése a partir du pyruvate et du malate (Nye et al.,
2008). Sous I’action de la GPAT, un groupement glycérol-3-phosphate libre est
estérifi¢ en position sn-1 avec un acyl-CoA pour générer une molécule d’acide

lysophosphatidique. L’acide lysophosphatidique, sous I’action de I’AGPAT, est a son



18

tour estérifié en position sn-2 avec un autre acide gras libre acylé pour générer de
I’acide phosphatidique. A ce state, les acides gras estérifiés destinés a des roles de
stockage d’énergie sont départis de leur groupement phosphate. Cette réaction
d’hydrolyse est catalysée par la phosphohydrolase de 1’acide phosphatidique (PAP).
L’acide phosphatidique est ainsi transformé en diglycéride dont une derniére
estérification en position sn-3, catalysée par ’enzyme DGAT, avec un acyl-CoA,
génere un triglycéride (Coleman et Mashek, 2011 ; Athenstaedt Daum, 2006 ; Foster
et al., 2014 ; Nye et al., 2008). Les triglycérides et les diglycérides néoformés
s’accumulent entre les deux feuillets de la membrane du réticulum endoplasmique,
faisant émerger graduellement des gouttelettes lipidiques a partir du réticulum, selon
le « mod¢le standard du bourgeonnement des gouttelettes » schématisé dans la figure

1.4 (Coleman & Mashek, 2011; Guo et al., 2009; Kohlwein et al., 2013).
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Figure 1.4 : Synthése des triglycérides et des gouttelettes lipidiques selon le modéle
standard du bourgeonnement. Les acides gras libres synthétisés de novo ou



19

internalisés sont acylés par I’ACS puis transformés, par les enzymes ancrées dans la
membrane du réticulum endoplasmique GPAT, AGPAT, PAP et DGAT, en LPA, PA,
DAG et TAG, respectivement. Les DAG et les TAG, de méme que les esters de stérols,
hydrophobes et non amphipatiques, s’accumulent par interactions hydrophobes entre
les deux feuillets du réticulum, causant le bourgeonnement progressif d’une
monocouche phospholipidique dont la forme mature est une « proto- » gouttelette
lipidique. Cette derniere, une fois séparée du réticulum, s’enrichit en périlipines et
entreprend des événements de fusion et de fissions, et accroit son cargo grace a I’action
constitutive des enzymes membranaires estérifiantes héritées du réticulum, formant la
gouttelette lipidique mature et dynamique, proprement dite DNL (de novo lipogenesis)
FFAs (free fatty acids) ; ACS (acyl-CoA synthase) ; GPAT (glycerol-3-phosphate
acyltransferase) ; LPA (lysophospatidic acid) ; AGPAT (I-acylglycerol-3-phosphate
O-acyltransferase) ; PA (phosphatidic acid) ; PAP (phosphatidic acid
phosphohydrolase) ; DAG (diacylglycerols, diglycérides) ; DGAT (diacylglycerol
acyltransferase) ; TAG (triacylglycerols, triglycérides) ; LD (lipid droplets) ; PLIN
(perilipins). (Lounis et al., 2015a).

1.3.4 La régulation transcriptionnelle des effecteurs de la DNL

L’expression des enzymes impliquées dans 1’anabolisme des lipides est essentiellement
modulée au niveau transcriptionnel. Les principaux facteurs de transcription impliqués
dans cette régulation sont les protéines upstream stimulatory factor 1 (USF-1), sterol
regulatory element-binding protein-1C (SREBP-1c¢), carbohydrate response element
(ChREBP) et Liver X receptor (LXR) (Ameer et al., 2014; Strable & Ntambi, 2010;
Wang et al., 2015b). Lorsqu’activés par les divers mécanismes mentionnés plus bas,
ces facteurs de transcription se lient a leurs ¢léments de réponses (RE, pour response
element) situés dans les régions promotrices de la plupart des génes lipogéniques (mais
aussi de leurs propres génes), pour en activer I’expression. Il s’agit, dans 1’ordre, des
¢léments E-box (lié par USF-1), sterol response element (SRE, 1ié¢ par SREBPIc),
carbohydrate response element (ChoRE, 1i¢ par ChREBP), et LXR response element
(LXRE, li¢ par LXR). Tous ces RE se retrouvent en amont des genes lipogéniques
FASN, ACC, ACLY, SCD-1, GPAT, et certains d’entre eux en amont des genes
prolipogéniques SREBP-1, LXR, pyruvate kinase (PK) et glucokinases (Ameer ef al.,
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2014; Strable & Ntambi, 2010; Wang et al., 2015b), tel que synthétisé dans le tableau

1.1. L’activation de ces facteurs de transcription est elle-méme sujette a une régulation

impliquant les hormones et les nutriments.

Tableau 1.1 : Les principaux facteurs de transcriptions prolipogéniques, leurs
domaines de liaisons, leurs génes cibles, et leurs modes de régulations. (Wang et

al., 2015b).

Transcription factor
USF1

SREBP1C

ChREEBP

Binding site
E-box
5-CANNTG-3’

SRE
5-TCACNCCAC-3’

ChoRE
5"-CAYGNGN,CNCRTG-3

LXRE
5-AGGTCAN AGGTCA-3'

Target genes

Srebp1c, Fas, Acc, Acly,
Sed1 and mGpat

Srebp1c, Fas, Acc, Acly,
Scd1, mGpat, pyruvate
kinase and glucokinase

Lpk, Fas, Acc, Acly and Scd1

Srebpic, Chrebp, Lxr, Fas
and Acc

Activation

« P-5262 by DNA-PK
+ AC-K237 by PCAF

« P-S117, P-563 and P-T426 by
MAPK
+ AC-K289 and K309 by p300

* deP-5196 and deP-T666 by
PPZA

« AC-K672 by p300

* O-GleNAcylation or O-GlcNAc

O-GleNAcylation or O-GleNAc

Inactivation

deAC-K237 by HDACO

» P-531 and P-5314 by PKA

= P-5372 by AMPK

» deAC-K289 and
deAC-K309 by SIRT

* P-5196 and P-T666 by
PKA

* P140 and P196 by PKA

* P-586 by AMPK

P-5195,P-5196, P-5290
and P-5291 by PKA

1.3.5 La régulation hormonale et nutritionnelle de la DNL

Dans des conditions postprandiales, 1’élévation globale de la glycémie et de la lipémie
induit la sécrétion de I’insuline qui est de loin la plus importante hormone activatrice
de I’anabolisme des lipides. D’autres hormones proches d’un point de vue fonctionnel
comme certains facteurs de croissance incluant I’ Epidermal growth factor (EGF) et le
Platelet-derived growth factor (PDGF), mais aussi les hormones thyroidiennes (T3 et
T4) (Radenne ef al., 2008), peuvent agir en synergie avec 1’insuline a cet effet (Ameer
et al., 2014; Mounier et al., 2014; Strable & Ntambi, 2010; Wang et al., 2015b).

Dans la plupart des tissus métaboliques, ’insuline interagit avec son récepteur
membranaire (IR, pour insulin receptor) dont 1’autophosphorylation en résidus
tyrosines active simultanément deux grandes voies de signalisations, celle des MAPK

et celle des PI3K/AKT/mTOR (Capeau, 2003; Kersten, 2001). La voie des MAPK
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régule la prolifération cellulaire, tandis que la voie des PI3K/AKT/mTOR active de
nombreuses réponses cellulaires comme la protéosynthése médiée notamment par la
p70s6 Kinase (p70s6K) en méme temps qu’elle inhibe d’autres voies comme celle de
I’autophagie (Capeau, 2003; Kersten, 2001). Tandis que des études menées notamment
au sein de notre laboratoire ont démontré que la voie des MAPK activait 1’expression
du géne FASN notamment (Radenne et al., 2008), celle des PI3k/AKT/mTOR est
décrite de manicre consensuelle comme aboutissant a 1’activation post-traductionnelle
du facteur SREBP-1c¢ et donc de la DNL dans son ensemble (Krycer et al., 2010). En
paralléle, la méme voie induit I’expression puis la translocation membranaire des
transporteurs glucose transporter (GLUT), dont le transporteur GLUT-2 exprimé par
les hépatocytes, favorisant ainsi 1’internalisation du glucose (Capeau, 2003). Les
produits de la dégradation de ce dernier, par la glycolyse, servent de précurseurs a la
DNL d’une part (comme décrit plus haut). D’autre part, le glucose-6-phosphate,
précurseur de la glycolyse, de méme que le xylulose-5-phosphate, produit de la voie
des pentose-phosphate, sont les principaux inducteurs de la translocation nucléaire et
de DPactivité transcriptionnelle du facteur ChREBP (Dentin et al., 2012; lizuka &
Horikawa, 2008; Postic & Girard, 2008a). Par ailleurs, il a été¢ observé que I’insuline
active, par des mécanismes mal €lucidés, I’activation du facteur USF-1 et du facteur
LXR (Wang et al., 2015b). Le facteur LXR serait en outre activé, selon certaines études,
par interaction directe avec le glucose et ses métabolites (Korach-Andre & Gustafsson,
2015; Postic & Girard, 2008a).

Outre 1’action hormonale, une récente étude menée au sein de notre laboratoire a
démontré que 1’acide oléique, faisant partie des acides gras monoinsaturés qui
représentent prés du tiers des lipides alimentaires, interagit avec la forme mature du
facteur SREBPIc, accroit sa translocation nucléaire, et stimule la DNL (Lounis et al.,
2017). Cela démontre que les lipides exogenes ont la capacité d’induire la DNL.
Agissant essentiellement au niveau des différents types de tissus adipeux, mais aussi
de maniére ubiquitaire dans une moindre mesure notamment au niveau hépatique, le

facteur de transcription peroxisomal proliferator-activated receptor gamma (PPARY)
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est un activateur non négligeable de 1’anabolisme des lipides (Ahmadian et al., 2013).
PPARy favorise la captation des lipides, 1’internalisation des sucres, la réponse a
I’insuline, la DNL, et I’accumulation des triglycérides de méme que 1’adipogenése
(Ahmadian et al., 2013), lorsqu’activé post-prandium par ses ligands qui sont des
acides gras ou des dérivés d’acides gras (comme les LCFA polyinsaturés) (Ahmadian
etal.,2013; Wang et al., 2015b). Plus de détails concernant les mécanismes activateurs
et les effets de PPARY, ainsi que des autres membres de la famille des PPARs, seront

abordés plus bas pour leurs roles clefs dans I’homéostasie des lipides.

1.4 Le transport systémique des lipoprotéines

Les transporteurs lipoprotéiques indispensables au transport des triglycérides et des
esters de stérols a travers I’organisme sont les chylomicrons, les VLDL, les LDL et les
HDL (respectivement les Very low-, low-, et high-density lipoproteins) (Charlton-
Menys & Durrington, 2008; Gagné et al., 2007). Un apercu général du transport
lipoprotéique est proposé en figure 1.5. Au niveau des entérocytes, les acides gras et le
cholestérol internalisés, une fois estérifiés, sont complexés a I’apolipoprotéine ApoB48
par une réaction catalysée par I’enzyme MTP, pour générer les chylomicrons
(Charlton-Menys & Durrington, 2008; Gagné ef al., 2007). Ces derniers sont sécrétés
par les régions basales des entérocytes, avant de migrer a travers 1’organisme dans les
vaisseaux sanguins ou les LPL tapissant les surfaces luminales endothéliales, en
hydrolysent I’essentiel des triglycérides (Charlton-Menys & Durrington, 2008; Gagné
et al., 2007). Les chylomicrons résiduels sont ainsi progressivement appauvris en
triglycérides et (relativement) enrichis en cholestérol, alors que les monoglycérides et
les acides gras libres produits par la réaction sont internalisés par les tissus environnants
(Charlton-Menys & Durrington, 2008; Gagné et al., 2007). Les chylomicrons résiduels
sont pour la plupart internalisés par le foie grace aux LDL receptor-like proteins (LRP)
puis métabolisés (Charlton-Menys & Durrington, 2008; Gagné et al., 2007). Ce

mécanisme permet au foie de récupérer presque tout le cholestérol provenant de
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I’intestin mais aussi les triglycérides. Pour sa part, le foie exporte une large partie de
son cholestérol et de ses triglycérides vers les autres tissus via les VLDL
essentiellement. (Charlton-Menys & Durrington, 2008; Gagné et al., 2007). La
synthése des VLDL dans le RE des hépatocytes ressemble beaucoup a celle des
chylomicrons par les entérocytes. A la différence des chylomicrons, cependant, les
VLDL sont formés par I’association des triglycérides et des esters de cholestérol avec
I’ApoB100 et non avec 1I’ApoB48 (Charlton-Menys & Durrington, 2008; Gagné ef al.,
2007). Les VLDL sont sécrétés par les hépatocytes directement dans le systéme
sanguin ou ils continuent de s’enrichir en ester de cholestérol notamment grace a
I’action de I’enzyme cholesteryl ester transport protein (CETP) qui leur transfert des
esters de cholestérol a partir des HDL et des LDL (Charlton-Menys & Durrington, 2008;
Gagné et al., 2007). Cet enrichissement progressif en cholestérol est également di a
I’action des LPL sur les VLDL, comme pour les chylomicrons. Ainsi le VLDL est
graduellement transformé en LDL. Cette derniére, de petite taille, peut traverser les
¢épithélia vasculaires de la plupart des tissus (sauf le systéme nerveux central) pour les
approvisionner en cholestérol. Lorsqu’ils en contiennent en exces (c’est-a-dire en
concentrations potentiellement lipotoxiques), les tissus périphériques exportent leur
cholestérol via les transporteurs membranaires A7TP-binding cassette A1 (ABCA1)
(Charlton-Menys & Durrington, 2008; Gagné et al., 2007). Le cholestérol sécrété est
alors capté, dans la circulation, par les HDL avant d’étre transféré par I’enzyme CETP
vers les VLDL appelés a se transformer en LDL ; c’est ce qu’on appelle le transport
inverse du cholestérol (TIC). Les LDL sont finalement éliminés de la circulation par le
foie qui les internalise et les dégrade via les LDL receptor (LDLR) (Charlton-Menys
& Durrington, 2008; Gagné et al., 2007). De leur coté, les HDL peuvent aussi étre
captés directement par le foie via le récepteur scavenger receptor BI (SRB1). Le foie
sert ainsi de réceptacle a I’exces de cholestérol et de lipides divers qui affluent des
différents tissus périphériques, en vue de les recycler, de les incorporer a ses propres
structures, ou e les excréter via les acides biliaires (Charlton-Menys & Durrington,

2008; Gagné et al., 2007). Le transport lipoprotéique global est schématisé ci-apres.
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Figure 1.5 : Le transport des lipoprotéines chez ’humain. Se référer au texte du
paragraphe précédent pour les explications. ApoB48, A1l & B100 (apolipoproteins
B48, Al & B100) ; TG (triglycerides) ; LRP (LDL receptor-like protein) ; LDL (low
density lipoproteins) ; ABCA1 (ATP-binding cassette Al) ; SRBI&A1 (scavenger
receptor Bl & Al) ; CETP (cholesteryl ester transport protein) ; VLDL (very low
density lipoproteins) ; IDL (intermediate density lipoprotein) ; CD36 (cluster of

differentiation 36). (Charlton-Menys & Durrington, 2008).
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1.5 Le catabolisme des lipides

Le continuum des réactions du catabolisme lipidique se décline en deux grandes €tapes :
la lipolyse puis I’oxydation des acides gras qui permet d’alimenter la synthése de I’ATP
et la thermogenése par les mitochondries (Ahmadian et al., 2007; Berlanga et al., 2014a;

Calderon-Dominguez et al., 2016).

1.5.1 Lalipolyse neutre

1.5.1.1 Les étapes de la voie de la lipolyse

La lipolyse est la voie catabolique qui consiste a mobiliser, majoritairement, les
triglycérides et les diglycérides stockés dans les gouttelettes lipidiques en vue de les
désestérifier pour libérer des acides gras et des groupements glycérol (Lass et al., 2011).
Les acides gras libres peuvent subséquemment étre oxydés (Lass et al., 2011), tel que
décrit plus bas, pour générer de 1’énergie chimique sous forme d’ ATP ou physique sous
forme de chaleur (thermogenése). Quant au groupement glycérol, il peut étre recyclé
pour régénérer des lipides estérifiés, ou tout simplement étre libéré de la cellule
(Mugabo et al., 2017; Schweiger et al., 2014).

Considérant le role incontournable qu’elle joue dans la régulation du métabolisme des
lipides et donc de 1’énergie cellulaire, il n’est pas étonnant que la lipolyse soit une voie
ubiquitaire (active dans toutes les cellules de I’organisme). Toutefois, ce sont les
adipocytes blancs (Langin, 2006) et bruns (Heeren & Scheja, 2018), ainsi que les fibres
oxydatives de type I des muscles squelettiques (Jocken et al., 2008) qui possedent la
plus grande activité lipolytique.

Les trois séquences de cette voie font intervenir le trio enzymatique que constituent
I’adipose triglyceride lipase (ATGL), I’hormone sensitive lipase (HSL) et la
monoglycerol lipase (MGL), toutes les trois localisées a la périphérie de la gouttelette
lipidique durant la lipolyse (Lass et al., 2011). Ces trois enzymes ayant un pH optimal

de 7, la lipolyse qu’elles catalysent est dite « neutre » en opposition a la lipolyse
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(relativement marginale) dite « acide » qui se déroule dans les lysosomes et qui sera
évoquée plus bas (Calderon-Dominguez et al., 2015).

L’enzyme ATGL a pour substrats exclusifs les triglycérides dont elle catalyse
I’hydrolyse du pont ester en position sn-2 (Eichmann et al., 2012), produisant un acide
gras libre et un diglycéride (Lass et al., 2011; Zimmermann et al., 2004). Elle permet
donc d’effectuer 1’étape initiale de la lipolyse, que plusieurs décrivent comme 1’une des
étapes cinétiquement limitantes. En parall¢le, intervient ’enzyme HSL qui, a 1’état
activé, est en mesure de catalyser I’hydrolyse d’une vaste gamme de lipides estérifiés.
Cela inclut les triglycérides, les diglycérides, les monoglycérides, ainsi que les esters
de cholestérol (Kraemer & Shen, 2006; Kraemer & Shen, 2002). Toutefois, 1’activité
hydrolytique de la HSL vis-a-vis des diglycérides et des esters de cholestérol est de 10
fois et 5 fois plus élevée que son activité hydrolytique vis-a-vis des triglycérides et des
monoglycérides, respectivement (Kraemer & Shen, 2006; Kraemer & Shen, 2002).
Pour cette raison, il est plus simple de considérer la HSL comme la « seconde » enzyme
de la voie de la lipolyse, avec pour principale fonction 1I’hydrolyse d’un pont ester en
position sn-3 ou sn-1, a priori sans préférence (Eichmann et al., 2012), des diglycérides.
Cette réaction génere un acide gras libre et un monoglycéride (Kraemer & Shen, 2006;
Kraemer & Shen, 2002). Pour finir, I’enzyme MGL catalyse 1'ultime étape de la
lipolyse, soit I’hydrolyse d’un diglycéride en un acide gras et une molécule de glycérol
libres (Karlsson ef al., 1997; Lass et al., 2011). Une partie du glycérol libre est sécrété
par les cellules au moyen des aquaglycéroporines ; il se retrouve alors en circulation
dans le sang avant d’€tre capté puis métabolisé parle foie et les reins (Xue et al., 2017).
Le glycérol restant dans la cellule peut étre converti par la glycogen kinase en G3P qui
peut, a son tour, soit étre mobilisé pour la synthése des TG, soit intégrer la voie de la
glycolyse, en étant converti par la G3P déshydrogénase en dihydroxyacétone phosphate
(DHAP), en vue d’étre oxydé (Xue et al., 2017).
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1.5.1.2 La régulation de la lipolyse

La voie de la lipolyse est activée ou inhibée (figure 1.6) selon la demande énergétique
de l’organisme. L’activité de la lipolyse est déterminée par les modifications
transcriptionnelles et post-traductionnelles apportées aux enzymes impliquées par
plusieurs facteurs endocriniens (Galsgaard et al., 2019), nerveux (Zhu et al., 2019) et
nutritionnels (Kershaw et al., 2006). Tandis qu’elle est constitutive ailleurs, c’est
principalement au niveau des tissus adipeux blancs et bruns, et du muscle cardiaque,
que la lipolyse est régulée (Calderon-Dominguez et al., 2015; Kim et al., 2016;
Schreiber et al., 2017).

Le mod¢le classique de la régulation de la lipolyse implique les mécanismes régissant
la phosphorylation et la translocation de ’enzyme HSL vers la gouttelette lipidique
(Lass et al., 2011). De cela dépend le flux de la lipolyse, faisant de la HSL aussi une
enzyme cinétiquement limitante de la voie. Sa forme native non modifiée est en
revanche inactive.

La noradrénaline libérée lors d’une stimulation adrénergique par le systéme nerveux
autonome sympathique (SNS), les autres catécholamines agonistes de la voie B3-
adrenergique du SNS, ou encore le glucagon sécrété par les cellules a du pancréas en
cas d’hypoglycémie, sont de puissants inducteurs de la lipolyse (Calderon-Dominguez
etal.,2015; Calderon-Dominguez et al., 2016; Galsgaard et al., 2019; Lass et al., 2011).
Lorsqu’ils lient puis activent leurs récepteurs respectifs a la surface des adipocytes,
cela se traduit par une hausse des niveaux intracellulaires de I’AMP cyclique qui sert
de second messager pour ’activation de la protéine kinase A. Cette derniére active a
son tour I’enzyme HSL cytosolique par phosphorylation directe (sur le résidu Ser650
de I’'isoforme humain et sur le résidu Ser660 pour 1’isoforme murin). Dans le méme
temps, la protéine kinase A phosphoryle aussi la périlipine (protéine de la périphérie
des gouttelettes lipidiques) de type 1 qui devient apte a interagir physiquement avec

I’enzyme HSL phosphorylée. C’est ainsi que la HSL activée peut colocaliser avec la
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gouttelette lipidique pour y remplir sa fonction lipolytique (Calderon-Dominguez et al.,
2015; Calderon-Dominguez et al., 2016; Galsgaard et al., 2019; Lass et al., 2011).
Les glucocorticoides activent aussi la lipolyse, mais pas par I’intermédiaire direct d’un
GPCR (Koliwad et al., 2012). Ils activent I’expression (et, de maniére corrélée dans ce
cas précis, Iactivité enzymatique) de I’ANGPTL4 adipocytaire (évoquée plus haut
pour son role d’inhibiteur de la LPL) qui, a son tour, potentialise la conversion de
I’AMP en AMPc par les catécholamines (Koliwad et al., 2012).

En paralléle de I’activation de I’enzyme HSL, c’est également ’activité de I’ATGL qui
est indirectement gouvernée par la protéine kinase A par I’intermédiaire de I’ATGL co-
activator comparative gene identification-58 (CGI-58), une protéine ancrée dans la
membrane des gouttelettes lipidiques (Lass ef al., 2006). Lorsque la lipolyse est
inactive, CGI-58 est physiquement liée et séquestrée par la périlipine 1. Mais lorsque
cette derniére est phosphorylée par la protéine kinase A, elle libére la protéine CGI-58
qui peut alors interagir avec I’enzyme ATGL pour I’activer en la débarrassant de la
protéine inhibitrice GO/G1 switch gene 2 (G0S2) (Lass et al., 2006).

La principale hormone qui module la voie de la lipolyse a la baisse est I’insuline
(Calderon-Dominguez et al., 2015; Chakrabarti et al., 2013). Au moins deux
mécanismes ont ¢t¢ identifiés. La liaison de I’insuline a son récepteur (hautement
exprimé a la surface des adipocytes notamment) active la voie insulinique de la
Phosphoinositide 3-kinase (PI3K) qui se traduit, entre autres, par la phosphorylation
activatrice de la protein kinase B/AKT (AKT) et du complexe mTORCI1 en aval
(Boucher et al., 2014). La kinase AKT stimule alors la phosphorylation de la
phosphodiestérase 3 B qui catalyse la reconversion de ’AMPc en AMP, inhibant de ce
fait la PKA (Calderon-Dominguez et al., 2015). En outre, le complexe mTORC1 active
le facteur de transcription Early growth response protein I (EGRI1) qui réprime
directement la transcription du gene ATGL (Chakrabarti et al., 2013). C’est peut-étre
ce qui explique, d’ailleurs, que ’effet inhibiteur de 1’insuline sur la lipolyse domine
largement D’effet activateur du glucagon, tel que documenté¢ depuis longtemps

(Brockman, 1976; Lefebvre & Luyckx, 1969).
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Ce sont donc aussi bien I’enzyme HSL que I’ATGL qui sont cinétiquement limitantes

pour la lipolyse.

Figure 1.6 : Déroulement et régulation de la lipolyse. Récapitulatif des événements
moléculaires permettant I’hydrolyse séquentielle d’un triglycéride en trois acides gras
libres et un glycérol, ainsi que la régulation de 1’expression, de ’activité et de la
localisation fonctionnelle des enzymes lipolytiques clefs en réponse a deux
stimulations hormonales (insuline et norépinéphrine) aux effets antagonistes. De
gauche a droite : ATGL (Adipose triglyceride lipase), EGR1 (Early growth response
protein 1), mTORCI1 (mechanistic target of rapamycin complex 1), Perilipin
(périlipine), GOS2 (GO/G1 switch gene 2), CGI-58 (ATGL co-activator comparative
gene identification-58), HSL (Hormone sensitive lipase), MGL (monoglyceride
lipase), LD (gouttelette lipidique), FFA (acide gras libre), TG (triglycéride), DG
(diglycéride), MG (monoglycéride), P (groupement phosphate), PKB (Protein kinase
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B ou AKT), IR (récepteur a I’insuline), PDE3B (phosphodiestérase 3 B), AMP
(adénosine monophosphate), AMPc (adénosine monophosphate cyclique), PKA
(protéine kinase A), BAR (récepteur adrénergique béta), NE (norépinéphrine, ou
noradrénaline), AC (adénylate cyclase). Modifi¢ a partir de Calderon-Dominguez et al.
(2016) et partiellement inspiré des travaux de Chakrabarti et al. (2013).

1.5.2 Les voies d’oxydation des acides gras

La principale voie oxydative des lipides, aussi appelée P-oxydation, est une voie
catabolique cruciale pour ’approvisionnement de 1’organisme en énergie (Adeva-
Andany et al., 2019; Bartlett & Eaton, 2004; Kumari, 2018). Chez I’animal, la -
oxydation se déroule essentiellement dans la mitochondrie. Les acides gras libres, a
chaines courtes, moyennes ou longues (jusqu’a 18 atomes de carbone), sont issus de la
captation des acides gras et de la lipolyse. Les acides gras activés par estérification avec
la Coenzyme A (CoA) grace aux ACSL situées sur la face interne de la membrane
plasmique et sur la membrane externe mitochondriale, subissent la B-oxydation
mitochondriale. Cette voie catabolique ne produit pas directement de 1’énergie
chimique, mais elle permet de régénérer du pouvoir réducteur (sous forme de NADH
et de FADH>) et de 1’acétyl-CoA. Ces composés sont par la suite oxydés via le cycle
de Krebs qui fournit a son tour plus de pouvoir réducteur a méme d’alimenter la
phosphorylation oxydative mitochondriale nécessaire a la biosynthese de ’ATP
(Adeva-Andany et al., 2019; Bartlett & Eaton, 2004; Kumari, 2018). Par exemple,
I’oxydation complete d’une molécule de palmitoyl CoA (un acide gras saturé a 16
atomes de carbone li¢ a la Coenzyme A) génere un rendement net estimé a 106

molécules d’ATP (Berg JM, 2002), tel que schématisé dans la figure suivante.
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Acide palmitique

l/—zmp

Palmitoyl CoA +7 FAD + 7 NAD* +7 CoA+ 7 H,0 > 8 Acétyl CoA + 7 FADH, + 7 NADH + 7TH*

| Vo

80 ATP 10,5 ATP 17,5 ATP

Energie investie : 2 ATP
Gain brut: 80 + 10,5+ 17,5 =108 ATP
Gain net : 106 ATP

Figure 1.7 : Estimation de I’énergie chimique utile libérée apreés I’oxydation
compléte de P’acide palmitique. Deux molécules d’ATP sont consommées pour
permettre de générer, a partir d’une molécule d’acide palmitique, un palmitoyl-CoA.
Ce dernier est dégradé en 8 molécules d’acétyl CoA au cours d’un processus qui permet
de réduire 7 molécules de NAD" et 7 molécules de FAD" en NADH et FADH2,
respectivement. Les 8 molécules d’acétyl-CoA sont ensuite oxydées via le cycle de
Krebs, générant davantage de pouvoir réducteur. L.’ensemble des molécules de FADH2
et de NADH alimentent ensuite la chaine mitochondriale de transport des électrons
pour permettre la phosphorylation oxydative (non représentés sur la figure) et la
synthése de 108 molécules d’ATP. Le gain énergétique net pour 1 acide palmitique
oxydé est estimé a 106 ATP. Données obtenues grace a Berg et al., 2002.

1.5.2.1 L’oxydation des acides gras par la mitochondrie

Les acides gras a chaines longues (LCFA, pour long-chain fatty acids) possédent une
queue aliphatique de 12 atomes de carbone et plus. Une fois transformés en acyl-CoA,
leur translocation a travers les membranes mitochondriales ne peut se faire que par
I’entremise de transférases. Le modele classique du transfert d’un acyl-CoA du cytosol
vers la mitochondrie est schématisé dans la figure 1.8. Sur la membrane externe de la
mitochondrie, se trouve ’enzyme carnitine palmitoyl transferase 1 (CPT1). Sa
fonction est de capter puis de co-transporter vers l’espace intermembranaire
mitochondrial, un acyl-CoA et une molécule de carnitine. Pour cela, CPT1 désestérifie
I’acyl-CoA et transfert le groupement acyl vers la carnitine. Cette réaction produit une
molécule d’acyl-carnitine qui se retrouve dans 1’espace intermembranaire
mitochondrial. Ancrée dans la membrane interne de la mitochondrie, 1’enzyme

carnitine acylcarnitine translocase (CACT) lie I’acyl-carnitine intermembranaire puis
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remplace la carnitine par une coenzyme A qu’elle préléve depuis la matrice
mitochondriale. La carnitine est externalisée vers le cytosol pour un usage ultérieur
similaire, tandis que I’acyl-CoA néoformé est immédiatement capté puis transféré vers
la matrice mitochondriale par une autre enzyme de la membrane mitochondriale interne,
carnitine palmitoyl transferase 2 (CPT2). Ainsi la carnitine sert de navette pour le

transport facilité des acyl-CoA a chaines longues a I’intérieur de la mitochondrie.

. malonyl-CoA

Cytosol

v

acyl-CoA carnitine
Outer
membrane CPT I
acyl-carnitine CoA
\
Inner CACT
membrane CPT II
Mitochondrial CoA acyl :CDA
Matrix :
v

Figure 1.8 : Transfert de ’acétyl-CoA du cytosol vers la mitochondrie par le
systeme CPT. Se référer au texte du paragraphe précédent pour les explications
détaillées du systeme de la navette carnitine schématisé. La fleche rouge indique
I’action inhibitrice exercée par le malonyl-CoA sur la fonction de CPT1. CPT1&2
(carnitine palmitoyl transferases I and II) ; CoA (Coenzyme A) ; CACT (carnitine
acylcarnitine translocase). Figure modifiée a partir de Bartlett & Eaton (2004).

Les acides gras a chaines courtes, longs de 1 a 6 atomes de carbone (Schonfeld &

Wojtczak, 2016), et les acides gras a chaines moyennes (MCFA, pour medium-chain
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fatty acids), longs de 7 a 12 atomes de carbone (Schonfeld & Wojtczak, 2016),
beaucoup moins polaires que les LCFA, n’ont pas le méme niveau de dépendance a la
navette CPT pour leur translocation mitochondriale (Adeva-Andany et al., 2019). Le
transport mitochondrial des acyl-CoA a courtes chaines est totalement indépendant de
I’activité de CPT1 et CPT2, suggérant une diffusion simple a travers les membranes
mitochondriales (Adeva-Andany et al., 2019). 1l a longtemps été admis qu’il en était
de méme pour les MCFA (Papamandjaris et al., 1998; Schonfeld & Wojtczak, 2016).
Ce point de vue a été clairement nuancé a la lumiere d’une récente étude ayant
démontré que, dans un mod¢le cellulaire neuronal, la P-oxydation de 1’acide
décanoique (C10) était presque totalement tributaire de I’activité des CPT, tandis que
seulement 44% de la B-oxydation de I’acide octanoique (C8) était tributaire de CPT1
(Khabbush et al., 2017).

En résumé, il est aujourd’hui considéré que la diffusion, a travers les membranes
mitochondriales, des acyl-CoA a chaines longues est strictement dépendante des
perméases CPT, celle des acyl-CoA a chaines moyennes ne I’est que partiellement, et
que celle des acyl-CoA courts en est totalement indépendante. Cette distinction
fondamentale sera d’une grande importance, plus bas dans cette these.

Au sein de la matrice mitochondriale, se déroule alors I’oxydation proprement dite de
la chaine d’acyl-CoA grace a quatre réactions successives catalysées, respectivement,
par I’acyl-CoA déshydrogénase, la 2-énoyl-CoA hydratase, la L-3-hydroxy-acyl-CoA
déshydrogénase puis la 3-ketoacyl-CoA thiolase. Ces quatre réactions permettent,
globalement, de produire une chaine d’acyl-CoA de deux atomes de carbone et de
I’acétyl-CoA a deux carbones, complétant un cycle d’oxydation. L acyl-CoA raccourci
subit ce cycle de manicre répétée, et ce autant de fois que nécessaire pour la dégradation
complete de la chaine d’acyl-CoA en acétyl-CoA. Une schématisation de la voie
complexe de la B-oxydation est schématisée en figure 1.9.

Dans le détail, ’acyl-CoA déshydrogénase commence par oxyder 1’acyl-CoA en 2-
Enoyl-CoA, par I’insertion d’une double liaison covalente entre les carbones o et f3

(d’ou le nom de la B-oxydation). Les deux €lectrons libérés lors de cette premicre étape
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d’oxydation sont captés par les flavoprotéines de transfert d’électrons (dont le
groupement prosthétique FAD est réduit en FADH>) qui les transférent a leur tour a
I’ubiquinone de la chaine mitochondriale de transfert des électrons. Ensuite, la 2-énoyl-
CoA hydratase convertit le 2-Enoyl-CoA en 3-hydroxyacyl-CoA dont 1’oxydation
subséquente en 3-ketoacyl-CoA par la L-3-hydroxy-acyl-CoA déshydrogénase libére a
nouveau un électron. Ce dernier permet de régénérer du NADH a partir de NAD". Le
NADH transfert a son tour un ¢lectron au complexe I de la chaine mitochondriale de
transport électronique. Pour clore le cycle, I’enzyme 3-Ketoacyl-CoA thiolase
hydrolyse le 3-ketoacyl-CoA en une molécule d’acétyl-CoA et un acyl-CoA raccourci
de deux carbones. L’acétyl-CoA généré a cette étape peut ensuite étre oxyd¢ par le
cycle de Krebs. La synthése d’ATP découlant de la B-oxydation se fait donc grace aux
cofacteurs FADH; et NADH réduits aux étapes 1 et 3 mais aussi grace a I’oxydation
de I’acétyl-CoA généré a I’étape 4. Au moment ou 1’acétyl-CoA intégre le cycle de
Krebs, la molécule est scindée par I’action de la citrate synthase qui libére le
groupement CoA. Ce dernier, baignant librement dans la matrice mitochondriale, est
capté et transloqué par le couple CACT/CPT2 susmentionné pour permettre le transfert
de nouveaux acyl-CoA depuis I’espace intermembranaire vers la matrice
intracellulaire. Une schématisation générale de la voie de la [-oxydation

mitochondriale est illustrée par la figure 1.9.



35

ATP AMP

Acyl-CoA synthetase

Fatty acid
CoA Acyl-CoA
>1 Carnitine plamitoyl Transferase |
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Figure 1.9 : Transfert mitochondrial de ’acyl-CoA puis déroulement de la voie
mitochondriale de la B-oxydation. Au sein de la matrice mitochondriale, 1’acyl-CoA,
ayant été transféré par le systéme CPT, subit le cycle B-oxydatif ou il est raccourci de
deux carbones pour générer de 1’acétyl-CoA. L’acyl-CoA raccourci subit le cycle B-
oxydatif a plusieurs reprises jusqu’a ce que les produits obtenus soient deux molécules
d’acétyl-CoA. Les réactions catalysées par 1’acyl-CoA dehydrogenase et la 3-
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase libérent des électrons qui sont transférés, par
I’intermédiaire du couple ETF:QO et du complexe I mitochondrial, respectivement,
vers 1’ubiquinone de la membrane interne mitochondriale, pour alimenter le processus
de phosphorylation oxydative non schématisé ici. ATP (adénosine triphosphate) ; AMP
(adénosine monophosphate) ; CoA (coenzyme A) ; UQox (ubiquinone oxydée) ; UQred
(ubiquinone réduite) ; ETF:QO (electrontransfer  flavoprotein-ubiquinone
oxidoreductase) ; ETF (electron transfer flavoprotein) ; NAD (nicotinamide adenine
dinucleotide) ; NADH (NAD réduite). Figure modifiée (Bartlett & Eaton, 2004).
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Les enzymes, nécessaires a I’exécution de chaque étape de I’oxydation d’un acyl-CoA,
existent sous plusieurs formes, chacune se caractérisant par une gamme spécifique de
substrat. En effet, D’activité¢ initiale de type acyl-CoA déshydrogénase peut é&tre
catalysée par la short-chain acyl-CoA dehydrogenase (SCAD), ayant une affinité pour
les acyl-CoA longs de 4 a 6 atomes de carbone, la medium-chain acyl-CoA
dehydrogenase (MCAD), ayant une affinité pour les acyl-CoA de 4 a 12 carbones, la
long-chain acyl-CoA dehydrogenase (LCAD), ayant une affinité pour les acyl-CoA de
8 a 20 carbones et en particulier les formes monoinsaturées (les acides gras
monoinsaturés sont, du reste, les principaux composants des TG), et la very-long-chain
acyl-CoA dehydrogenase, ayant une affinité pour 12 a 24 carbones. Quant aux trois
derniéres étapes de la B-oxydation, dans le cas des acyl-CoA a chaines longues (longs
de 10 a 16 carbones), elles sont catalysées par une seule et méme protéine de la
membrane interne mitochondriale, la trifunctional protein (MTP) qui posséde a la fois
les fonctions hydratase, déshydrogénase et thiolase requises (Carpenter et al., 1992;
Kamijo ef al., 1994; Rector et al., 2008). Pour les acyl-CoA a courtes chaines, les trois
derniéres étapes sont respectivement catalysées par la short-chain 2,3-enoyl-CoA
hydratase (SCEH), la short-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (SCHAD) puis
la short-chain 3-ketoacyl-CoA thiolase (SKAT). Quant aux acyl-CoA a chaines
moyennes, ils servent également de substrat a la SCEH et a la SCHAD (dont les
gammes des substrats ne se limitent pas aux acyl-CoA a courtes chaines contrairement
a ce que pourrait suggérer leur nomenclature) pour les étapes 2 et 3, respectivement,
mais ils sont spécifiquement hydrolysés par la medium- chain 3-ketoacyl-CoA thiolase

(MKAT) lors de la derniére étape.

1.5.2.2 L’oxydation peroxysomale des lipides

La B-oxydation intervient également, dans une bien moindre mesure, au sein des
peroxysomes ou elle permet aussi de raccourcir les chaines d’acyl-CoA entre les
carbones a et . Tous les lipides qui subissent la f-oxydation mitochondriale peuvent

aussi subir la P-oxydation peroxysomale. Mais, a la différence de la voie
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mitochondriale, la f-oxydation peroxysomale a aussi pour substrats les acides gras a
trés longues chaines (VLCFA, dépassant une longueur de 18 atomes de carbone), les
acides gras dicarboxyliques, les dérivés métaboliques des acides gras polyinsaturés,
comme les leucotriénes et les prostaglandines, ou encore certains xénobiotiques qu’elle
contribue a détoxifier. La PB-oxydation peroxysomale ne permet pas de générer de
I’ATP. Elle a pour finalit¢ de raccourcir ces composés, aux longues chaines
aliphatiques peu solubles et donc potentiellement lipotoxiques et pro-inflammatoires,
en acyl-CoA a courtes ou moyennes chaines, voire en acétyl-CoA qui, eux, peuvent
étre libérés dans le cytosol puis internalisés par la mitochondrie en vue de subir la -
oxydation.

Comme la B-oxydation mitochondriale, un cycle B-oxydatif peroxysomal voit se
succéder 1’étape initiale de déshydrogénation des carbones a et B, la seconde étape
d’hydratation de 1’énoyl-CoA, la troisieme étape de déshydrogénation 3-hydroxyacyl-
CoA déshydrogenase, puis la quatriéme étape de thiolyse (Haataja et al., 2011; Poirier
et al., 2006b). La B-oxydation peroxysomale se distingue par quelques spécificités.
D’abord, la conversion de I’acétyl-CoA en 2-énoyl-CoA vy est catalysée par 1’enzyme
acyl-CoA oxidase (homologue de I’acétyl-CoA déshydrogénase mitochondriale) dont
le groupement FADH transfert directement ses €lectrons a I’oxygene, pour générer du
H>0». Les deux étapes subséquentes, catalysées par les peroxisomal multifunctional
enzyme de type 1 et 2 homologues de la MTP mitochondriale, aboutissent a la
production de NADH et du 3-kétoacyl-CoA (Haataja et al., 2011; Poirier ef al., 2006b)
qui est finalement dégradé par la 3-kétoacyl-CoA thiolase pour générer de 1’acétyl-
CoA et des acyl-CoA a chaines courtes et moyennes. Finalement, les deux perméases
carnitine acetyltransferase et carnitine octanoyltransferase transférent du péroxysome

vers le cytosol I’acétyl-CoA et les acyl-CoA raccourcis.

1.5.2.3 L’oxydation microsomale des lipides

L’oxydation microsomale des lipides se déroule dans le réticulum endoplasmique et

elle est surtout active dans le foie, les poumons et les reins, en cohérence avec son rdle
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déterminant dans la détoxification des métabolites et des xénobiotiques (Cederbaum,
2015; Lu & Coon, 1968; Misra et al., 2013; Wanders et al., 2011). Cette voie
catabolique n’est que trés indirectement impliquée dans la production d’ATP.
Contribuant faiblement a 1’oxydation totale des lipides, I’oxydation microsomale des
lipides est plus communément appelée w-oxydation. Les substrats préférentiels de I’w-
oxydation sont les VLCFA libres comme 1’acide arachidonique, les LCFA saturés ou
monoinsaturés libres, et les xénobiotiques lipophiles (Cederbaum, 2015; Lu & Coon,
1968; Misra et al., 2013; Wanders et al., 2011). La voie de I’w-oxydation s’effectue en
trois étapes catalysées par le Cytochrome P450 Family 4 Subfamily A Member
(CYP4A), I’alcool déshydrogénase, et I’aldéhyde déshydrogénase. D’ailleurs, ¢’est par
cette voie que le métabolisme physiologique et physiopathologique de 1’alcool se
retrouve a I’intersection du catabolisme et de I’anabolisme des lipides (Lounis et al.,
2016). L’enzyme CYP4A mobilise une molécule de NADH et de ’oxygéne pour
incorporer un groupe hydroxyle (-OH) a la place d’un des trois hydrogenes liés au
carbone o (le dernier carbone d’une chaine lipidique). Cela produit un ®-hydroxy-acide.
Ce dernier est ensuite oxydé par 1’alcool déshydrogénase en w-aldo-acide dans une
réaction qui régénére une molécule de NADH. A ce stade, le carbone o a une fonction
aldéhyde. Enfin, I’®m-aldo-acide est converti par I’aldéhyde déshydrogénase en un acide
gras dicarboxylique (dont les carbones A et ® correspondent tous les deux a des
fonctions acides carboxyliques), dans une réaction qui régénere aussi une molécule de
NADH. Les acides dicarboxyliques, une fois activés par I’ACSL, rejoignent les
péroxysomes pour subir la B-oxydation peroxysomale (Cederbaum, 2015; Lu & Coon,

1968; Misra et al., 2013; Wanders et al., 2011).
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Figure 1.10 : Interconnexion des principales voies d’oxydation des lipides. Dans
les hépatocytes ou toutes les voies oxydatives des lipides sont actives, les acides gras a
trés longues chaines (supérieurs a 20 atomes de carbone) sont dirigés vers la voie
microsomale ou ils subissent 1I’m-oxydation pour étre transformés en acides gras
dicarboxyliques. Les acides dicarboxyliques et les acyl-CoA a trés longues et a longues
chaines (entre 12 et 18 atomes de carbone) subissent un raccourcissement de chaines
au terme de la B-oxydation peroxysomale. Les acyl-CoA a chaines longues, moyennes
et courtes subissent une oxydation complete par la f-oxydation mitochondriale. Le
facteur de transcription PPARa stimule I’expression de plusieurs génes impliqués dans
les trois voies oxydatives lipidiques. VLCFA (very long chain fatty acids) ; FACS (fatty
acyl-CoA synthase) ; PPARo (Peroxisome proliferator-activated receptor alpha) ;
CYP4A (Cytochrome P450 Family 4 Subfamily A Member) ; C (carbone). (Misra et
al.,2013).

1.5.3 La voie de la lipophagie

La lipophagie est une composante de I’autophagie. L’autophagie est un processus
hautement conservé qui permet a la cellule de dégrader les éléments sénescents et
obsoletes parmi les organelles, les protéines et les métabolites qui la constituent, en les
déchargeant dans un lysosome, notamment en vue de les recycler ou d’en extraire de
I’énergie chimique (Yin et al., 2016; Zhang et al., 2018). Dans un contexte de privation

nutritive, ’autophagie est fortement induite. Elle permet alors a la cellule de dégrader
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spécifiquement certains de ses constituants en vue de recycler les métabolites vitaux
comme les lipides ou les protéines, et de se réapprovisionner en intrants pour ses voies
cataboliques génératrices d’ATP (Yin et al., 2016; Zhang et al., 2018). L autophagie
se décline en trois catégories, soit la microautophagie (marginale et non pertinente ici),
la macroautophagie (la plus courante, dite autophagie de masse, pour sa capacité a
recycler plusieurs organelles a la fois) et I’autophagie avec médiation de protéines
chaperonnes (CMA, pour chaperon-mediated autophagy) ciblant des protéines ou des
organelles en particulier (Gual et al., 2017). Les trois voies de 1’autophagie sont
schématisées dans la figure 1.11.

En bref, durant la CMA, des polypeptides partiellement dénaturés (car obsolétes) ou
mal repliés arborent en général la séquence consensus KFERQ (ou, a défaut, une
séquence de type KFERQ) reconnue par la protéine chaperonnes de type cytoplasmic
70-kDa heat shock protein family (Hsc70). Celle-ci est chargée de dénaturer ces
peptides défaillants puis de les diriger, ainsi que toute structure qui leur est
physiquement associée, vers la [ysosome-associated membrane protein type-2A
(LAMP-2A) qui assure leur translocation dans la lumiére lysosomale ou ils seront
dégradés par les hydrolases acides (Arias & Cuervo, 2011; Gual et al., 2017).

La macroautophagie est plus complexe et elle se déroule en deux phases (Tanida, 2011;
Tanida ef al., 2008). Durant la premiere phase, il émerge du réticulum endoplasmique
une boucle membranaire non refermée appelée omégasome qui, a mesure qu’elle
grandit accentue sa concavité pour se transformer en phagophore apte a englober les
organelles environnantes, puis en autophagosome. Durant sa maturation en
autophagosome, le phagophore s’enrichit graduellement en protéine LC3-II apte a
recruter la protéine p62 qui sert d’adaptateur entre les peptides ubiquitinés (retrouvés
notamment dans les organelles sénescentes) et la LC3-II. C’est ainsi qu’un
autophagosome mature se referme autour de son cargo voué a étre dégradé. Durant la
deuxiéme phase de la macroautophagie, 1’autophagosome fusionne avec un lysosome
pour former une structure hybride appelée ’autolysosome. Les différentes hydrolases

acides lysosomales, soit les lipases, les protéases, les nucléases et les glycosides
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hydrolases se chargent de dégrader le chargement autolysosomal (Tanida, 2011; Tanida
et al., 2008). La régulation de 1’autophagie est un processus beaucoup trop complexe
(Noda, 2017; Tanida, 2011; Yin et al., 2016) pour qu’il soit abordé ici de maniére
exhaustive. Mais en bref, il convient d’en rappeler le plus important, a savoir que le
complexe mTORCI est le principal répresseur de 1’autophagie. Lorsqu’il est activé via
la voie de signalisation PI3K/AKT, les acides aminés intracellulaires, ou un bilan
énergétique positif (ratio ATP :ADP/AMP ¢élevé), le complexe mTORCI inhibe par
hyperphosphorylation directe I’autophagy related protein 13 et la UNC-51-like kinase
1 (ULK1), les deux protéines qui initient les étapes précoces de la premicre phase de

I’autophagie.
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Figure 1.11 : Récapitulatif des trois voies de I’autophagie. Durant le processus de
macroautophagie, un phagophore a double membrane phospholipidique se forme et
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s’enrichit progressivement en protéine LC3 qui interagit avec la protéine p62. Cette
derniére est aussi associée a des organelles défectueuses, ce qui permet d’adapter ces
organelles au phagophore. Au terme de la maturation de ce dernier, les complexes
organelles:p62:LC3 sont contenus dans 1’autophagosome dont la fusion avec un
lysosome les expose aux hydrolases acides. Au cours de I’autophagie avec médiation
de protéines chaperons, les protéines arborant une séquence de type KFERQ sont li¢es
a la Hsc70 qui sert d’adaptateur a la protéine lysosomale LAMP2A. Les protéines sont
ensuite internalisées dans le lysosome puis dégradées par les hydrolases acides. La
microautophagie est un processus durant lequel les lysosomes invaginent leurs
membranes pour internaliser des protéines cytosoliques a proximité, sans médiation
des protéines chaperons. LC3 (microtubule-associated protein 14/1B-light chain 3) ;
p62 (p62/SOSTMI) ; KFERQ (séquence d’acides aminés de type : Lysine-
phénylalanine-glutamate-arginine-glutamine) ; LAMP2A (lysosome-associated
membrane protein type 2A) ; Hsc70 (cytoplasmic 70-kDa heat shock protein family).
(Gual et al., 2017).

La lipophagie, dont le déroulement est illustré en figure 1.12, est une combinaison
fascinante de CMA et de macroautophagie. Elle aboutit a I’hydrolyse des triglycérides
et des esters de stérols contenus dans les gouttelettes lipidiques, par la lipolyse acide
(Jaishy & Abel, 2016). Plus exactement, durant ce processus, ce sont précisément les
périlipines 2 et 3 (PLIN2/3), dont il est formellement démontré qu’elles possédent des
motifs de type KFERQ, qui sont d’abord dégradées par la CMA (Kaushik & Cuervo,
2015), dénudant ainsi les gouttelettes lipidiques. La suppression du couple PLIN2/3 est
associée a I’activation de la GTPase RAB7 a la surface des gouttelettes lipidiques, par
un mécanisme encore inconnu (Jaishy & Abel, 2016). Une fois activée, RAB7 interagit
physiquement avec les protéines clefs de I’autophagie, p62 et LC3-II, ce qui permet
aux gouttelettes lipidiques d’étre englobées par les autophagosomes en maturation,
dans une dynamique de macroautophagie (Jaishy & Abel, 2016; Schroeder et al., 2015).
Les gouttelettes lipidiques peuvent étre sélectivement (soit en partie, soit totalement)
englobées par les autophagosomes, de méme qu’elles peuvent étre englobées
simultanément avec d’autres organelles dans un processus moins sélectif. Dans tous les
cas de figures, ’autophagosome finit par fusionner avec un lysosome, dont les

hydrolases acides, parmi lesquelles figure la lipase acide lysosomale (LAL), en
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dégradent le contenu (Jaishy & Abel, 2016; Schroeder et al., 2015). C’est donc a ce
niveau que la LAL catalyse la lipolyse acide, libérant du glycérol et des acides gras
libres. Les acides gras libres provenant de la lipophagie sont ensuite essentiellement 3-
oxydés pour régénérer de ’ATP (Heaton & Randall, 2010; Sinha et al., 2014).
Contrairement a la lipolyse neutre qui est documentée depuis plusieurs décennies, la
lipolyse par lipophagie fait ’objet de recherche moins abondante. Cependant, son
importance dans 1’homéostasie des lipides n’en est pas moins cruciale comme en
attestent les profonds bouleversements du métabolisme des lipides (accumulation des
gouttelettes lipidiques, chute de la B-oxydation, remodelage du phospholipidome,
inhibition de la voie PI3K/AKT, accumulation toxique de cholestérol libre) résultant
de la modulation de la lipophagie (Wang et al., 2019) et de l’autophagie plus
globalement (Lin et al., 2016; Wang et al., 2017).
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Figure 1.12 : Dégradation des gouttelettes lipidiques par lipophagie. A la suite de
I’élimination des PLIN par la CMA, la protéine Rab7 d’une gouttelette lipidique est
activée. Rab7 interagit alors avec le complexe p62:LC3-II permettant I’enfermement
sélectif d’une partie de la gouttelette (A) ou de la gouttelette entiere (B) par un
autophagosome, ou encore I’incorporation de la gouttelette dans un processus de
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macroautophagie de masse (C), en vue d’une dégradation des triglycérides et des esters
de cholestérol par lipolyse acide. Au terme de la lipolyse acide autolysosomale, des
acides gras libres et des groupements glycérols sont libérés. TG (triglycérides) ; CE
(esters de cholestérol) ; CMA (chaperon-mediated autophagy) ; PLIN2&3 (perilipins
1&3) ; LC3-II (microtubule-associated protein 1A/I1B-light chain 3-1I) ; p62
(p62/SOSTM1) ; FFA (free fatty acids). (Jaishy & Abel, 2016).

Bien qu’il soit clairement établi que le jeline prolongé, de méme que ’activation des
récepteurs [B-adrénergiques, soient d’efficaces inducteurs de la lipophagie, les
mécanismes moléculaires précis qui régulent la lipophagie sont encore mal connus
(Jaishy & Abel, 2016). Pour I’instant, il est suggéré que le facteur de transcription EB,
le facteur PPAR-a, mais aussi le PPAR-y coactivator 1o (PGCla), ou encore FOXO1,
médieraient 1’expression et 1’activation de la lipase lysosomale acide en réponse au
jeline, tandis que I’activation du farnesoid X receptor (FXR) par la di¢te inhiberait
I’activité pro-autophagique et pro-lipophagique du facteur de transcription EB (Jaishy
& Abel, 2016). De plus, il est démontré que I’induction de la lipophagie, que ce soit
par la déprivation nutritionnelle ou I’activation des voies B-adrénergique, est clairement

dépendante de I’activité de RAB7 (Lizaso et al., 2013; Schroeder et al., 2015).

1.5.4 L’acétyl-CoA, la monnaie d’échange énergétique des cellules

1.5.4.1 La production d’énergie chimique utile sous forme d’ATP

L’acétyl-CoA issu de ’oxydation des lipides et des glucides est le métabolite pivot de
la conversion de I’énergie chimique des nutriments en ATP (figure 1.13). Toutes les
voies du catabolisme des lipides, nous I’avons vu, y débouchent, et toutes les voies de
I’anabolisme des lipides en découlent. Dans un contexte catabolique, une molécule
d’acétyl-CoA mitochondriale subit les 8 étapes du cycle de Krebs pour étre
completement oxydée (Akram, 2014). Un seul tour du cycle de Krebs permet de
générer une molécule d’ATP ainsi que du pouvoir réducteur sous la forme de trois

molécules de NADH et d’une molécule de FADH». A leur tour, chaque molécule de
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NADH transmet son électron hautement énergétique a la NADH-déshydrogénase
(Complexe I mitochondrial), et chaque molécule de FADHb transmet ses deux électrons,
légérement moins énergétiques, a la succinate déshydrogénase (Complexe II
mitochondrial). Ainsi est alimentée la chaine de transport ¢lectronique de la membrane
interne mitochondriale, ou les ¢électrons sont transférés vers des accepteurs
¢lectroniques de plus en plus électronégatifs, jusqu’a I’accepteur final, I’oxygéne (Papa
et al.,2012). En bref, durant ce processus, les ¢lectrons passent du complexes I et Il a
I’ubiquinone, puis au complexe III, au cytochrome C, au complexe IV et enfin a
I’oxygene qu’ils réduisent pour générer du H>O. Au moment précis ou les complexes
I, IIT et IV cédent leurs électrons, il s’en dégage un niveau d’énergie suffisant pour leur
permettre de prélever des protons H" de la matrice mitochondriale pour les transporter
contre leur gradient de concentration vers I’espace intermembranaire. Il se crée alors
un gradient €électrochimique, de part et d’autre de la membrane interne mitochondriale,
qui alimente la force protomotrice de I’ATP synthase qui, en servant de canal au reflux

des protons H", se dote de 1’énergie requise pour catalyser la conversion d’ADP+Pi en



46

ATP. C’est le mécanisme de « couplage » permettant la synthése d’ATP par

phosphorylation oxydative (OXPHOS) (Papa et al., 2012).
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Figure 1.13 : Mécanisme de la synthése d’ATP par la phosphorylation oxydative
mitochondriale. La fleche pointillée représente le parcours des €lectrons depuis le
complexe I mitochondrial jusqu’au complexe IV puis I’accepteur final, le Oz qui est
réduit en H2O. Fournis par le NADH et le FADH: issus du cycle de Krebs notamment,
les électrons perdent des niveaux d’énergie a chaque étape du transfert, fournissant aux
complexes I, III et IV I’énergie nécessaire pour transloquer les protons H* depuis la
matrice mitochondriale vers 1’espace intermembranaire. En parallele, le translocateur
de Pi et le translocateur d’adénine nucléotide transportent des groupements phosphates
et des molécules d’ADP, respectivement, vers I’espace intermembranaire. Tendant a
rétablir I’équilibre chimiosmotique en servant de canal pour le reflux des protons H,
le complexe V (I’ATPase) se dote d’une force protomotrice dont elle canalise 1’énergie
pour catalyser, a 1’aide de son domaine -catalytique orienté vers la matrice
mitochondriale, la phosphorylation de ’ADP en ATP. La stecechiométrie est un estimé.
NAD (nicotinamide adenine dinucleotide) ; NADH (NAD réduite) ; H" (hydrogéne
cationique) ; O (oxygéne) ; ADP (adénosine monophosphate) ; ATP (adénosine
triphosphate) ; Q (ubiquinone) ; Pi (groupement phosphate, H;PO4") ; ADN carrier
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(adenine nucleotide translocator) ; Cx (complexe) ; cyt ¢ (cytochrome c) ; e (électron).
Figure modifiée a partir de Papa et al., 2012.

Dans un état de jeline, se sont essentiellement les muscles squelettiques, le muscle
cardiaque, le tissu adipeux brun (tous des tissus oxydatifs), ainsi que le foie (dans une
moindre mesure) qui recourent a la lipolyse suivie de la f-oxydation pour générer de
I’acétyl-CoA. Le tissu adipeux blanc, lui, peut libérer des acides gras en recourant a la
lipolyse pour approvisionner les tissus oxydatifs périphériques, mais sa propre activité
B-oxydative est négligeable.

Quant au foie, sa capacité a oxyder son propre pool d’acétyl-CoA pour la synthése
d’ATP est trés limitée, car il en convertit la majeure partie en corps cétoniques. Cela
est d’autant plus le cas en période de jeline, d’hypoglycémie prolongée, ou lorsque la
dicte est appauvrie en glucides et hautement enrichie en lipides (réduisant
drastiquement la capacité des tissus périphériques a générer de 1’acétyl-CoA par la
glycolyse et provoquant une accumulation d’acides gras libres dans le foie), comme
sous une dicte justement qualifiée de « cétogene » (Barnett & Barnett, 2003; Bartlett
& Eaton, 2004). La voie métabolique mitochondriale, exclusivement hépatique, qui
convertit I’acétyl-CoA en corps cétonique, est la cétogenese. En bref, au cours de la
cétogenese, deux molécules d’acétyl-CoA sont liées par 1’acétoacyl-CoA thiolase en
acétoacyl-CoA. Cette dernicre, par I’action successive de la HMG-CoA synthase et de
la HMG-CoA lyase, est convertie en acétoacétate qui peut soit générer de I’acétone par
décarboxylation spontanée, soit €étre réduit, dans une réaction réversible, en 3-
hydroxybutyrate par la 3-hydroxybutyrate déshydrogénase. L’acétoacétate, 1’acétone
et le 3-hydroxybutyrate sont les principaux corps cétoniques endogenes. Le foie ne
possédant pas la capacité¢ de les oxyder, les corps cétoniques diffusent vers la
circulation sanguine qui les achemine vers les muscles squelettiques, le cceur, les reins
et le systeme nerveux, ou ils sont rétroconvertis en acétyl-CoA par la voie de la

cétolyse, en vue de générer de I’ATP. Ainsi les corps cétoniques hépatiques, issus
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essentiellement de la [B-oxydation mitochondriale, représentent au besoin une
alternative au glucose pour pourvoir les tissus hautement oxydatifs en acétyl-CoA

(Barnett & Barnett, 2003; Bartlett & Eaton, 2004).
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Figure 1.14 : Voies cataboliques privilégiées selon les tissus chez les mammiféres.
Le tissu adipeux blanc fournit aux tissus périphériques des acides gras libres en activant
préférentiellement la lipolyse. Les acides gras libres sont essentiellement oxydés par
les muscles les reins et le foie. Dans le foie, I’acétyl-CoA générée par 1’oxydation des
acides gras n’est que partiellement converti en ATP, le reste étant converti en corps
cétoniques. Ces derniers sont essentiellement catabolisés par le systeéme nerveux
central et par les muscles et les reins dans une moindre mesure. Le glucose, issu en
partie de la gluconéogenese hépatique a partir de composés non glucidiques, sert aussi
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de métabolite préférentiel pour le systéme nerveux central, en concurrence avec les
corps cétoniques. (Bartlett & Eaton, 2004).

1.5.4.2 La thermogeneése, ou la dissipation de I’énergie chimique sous forme de
chaleur

La conversion de 1I’énergie chimique des aliments en ATP, au niveau mitochondrial,
n’est pas un processus parfait. Comme tout processus thermodynamique, la conversion
de I’énergie potentielle, ici sous forme de gradient électrochimique, en énergie utile,
I’ATP en D’occurrence, implique inévitablement une perte partielle d’énergie par
entropie. Plus exactement, 20 a 30% de 1’énergie du gradient électrochimique
mitochondrial n’est pas couplée a une synthése d’ATP, mais se dissipe sous forme de
chaleur. Ce phénomene, appelé « découplage » (en opposition au phénomene de
couplage susmentionné), aussi connu sous la désignation anglophone de proton leak,
est expliqué par le fait qu’une partie des protons regagnent la matrice mitochondriale
en contournant I’ATPase. Certains des protons regagnant la matrice mitochondriale y
parviennent lorsque les phospholipides de la membrane interne operent des
mouvements sporadiques de flip-flop. En effet, a I’endroit précis de la membrane ou a
lieu le flip-flop, 'imperméabilité aux protons est momentanément (le temps du flip-
flop) réduite, permettant a quelques protons de regagner la matrice mitochondriale
(Jezek et al., 2018). Mais, tel qu’illustré en figure 1.15, la part la plus significative du
reflux thermogeéne de protons indépendant de 1’ATPase est assurée par la famille des
protéines découplantes (UCP, pour uncoupling proteins) (Valle et al., 2010) présente

dans toutes les cellules métaboliques (Donadelli ez al., 2014).
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Figure 1.15: La thermogenése par D’action d’une protéine découplante
mitochondriale. Apres ’établissement d’un gradient électrochimique par la chaine
mitochondriale de transport des électrons, une partie des protons H+ retourne vers la
matrice mitochondriale par 1’intermédiaire de UCP, et en contournant I’ATPase.
L’énergie utile (ATP) ainsi perdue est dissipée sous forme d’énergie thermique. Une
thermogenese accrue a donc pour cause de réduire la formation d’ATP (fleche
inhibitrice bleue). Figure modifiée a partir de Valle et al., 2010.

Les différents isoformes d’UCP sont chacun codés par leurs propres génes, tous issus
d’un seul gene ancestral codant pour un isoforme dont UCP4 serait le plus proche
(Ledesma et al., 2002). L’isoforme UCP1 est abondamment exprimé dans les tissus
adipeux brun et beige, UCP2 est exprimé dans le foie, le pancréas, le tissu adipeux
blanc, le systeme nerveux central, les reins et les cellules immunitaires, UCP3 dans les
muscles et les tissus adipeux blanc et brun, et UCP4 et 5 dans le systeme nerveux
central essentiellement et dans les muscles squelettiques dans une moindre mesure.
Structurellement, les isoformes d’UCP sont tres similaires, avec un poids moléculaire
compris entre 31 a 38 kDa, et une structure polypeptidique tripartite ou chaque partie
possede deux hélices alpha (lipophiles). Sous leur forme repliée, les isoformes UCP se

présentent donc comme des protéines avec 6 domaines transmembranaires traversant
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la membrane mitochondriale interne, reliés entre eux par de longues boucles
hydrophiles orientées vers la matrice mitochondriale (Ledesma ef al., 2002).

D’un point de vue fonctionnel, les protéines UCP sont décrites comme des
transporteurs a protons H" et aussi a petits et gros anions comme le CI et les acides gras
anioniques (Donadelli et al., 2014; Jezek et al., 2018), mais leur mécanisme d’action
est plus complexe et plus finement régulé que celui de simples canaux ouverts. Parmi
plusieurs modeles proposés ces deux dernieres décennies, deux, qui ne sont pas
forcément mutuellement exclusifs, sont aujourd’hui proposés pour expliquer
I’activation des protéines UCP : Le modéle de « rotation des acides gras (fatty acids
cycling) » et le modele de « la navette acides gras » (Jezek et al., 2018). Ces deux
modeles mécanistiques (illustrés en figure 1.16) ont été majoritairement explorés pour
les isoformes UCP1 et UCP2, et leur extrapolation vers les autres isoformes n’est que
spéculative. Selon le premier modeéle, les acides gras anioniques (dont le groupement
acide carboxylique a cédé un proton H' en solution) du feuillet interne (matriciel) de
la membrane interne mitochondriale diffusent librement jusqu’a ce qu’ils interagissent
physiquement avec les résidus Arg60 et Lys271 des domaines transmembranaires
d’une protéine UCP. A ce niveau, sous I’effet du potenticl de membrane de la
membrane interne mitochondriale, et en suivant un parcours tracé par des résidus
basiques le long du domaine transmembranaire d’UCP, les acides gras anioniques
migrent vers le feuillet externe de la membrane interne mitochondriale, puis se
dissocient de la protéine avant de s’en €loigner par diffusion latérale et étre a nouveau
protonés (par liaison d’un nouveau proton H" en abondance dans 1’espace
intermembranaire). L’acide gras protoné se transloque ensuite, par un mouvement
spontané de flip-flop, dans le sens du gradient électrochimique protonique, vers le
feuillet interne de la membrane interne mitochondriale ou il est déprotoné en libérant
son cation H", refermant ainsi le cycle. Cela résulte donc, pour chaque acide gras
anionique transporté par UCP, en une récupération nette d un proton H par la matrice
mitochondriale. Le second modéle suggere que le canal au cceur de la protéine UCP

héberge un acide gras qui sert de navette aux protons H'. En bref, ce modéle propose
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qu’UCP agirait comme une sorte de perméase qui, lorsqu’elle s’associe a un acide gras
protoné issu de 1’espace intermembranaire et/ou du feuillet externe de la membrane
interne mitochondriale, séquestre puis réoriente la té€te carboxylique de cet acide gras
vers la matrice mitochondriale ou il est déprotoné, permettant ainsi le transport net d’un
proton H' vers la matrice. L’acide gras anionique serait ensuite réorienté par UCP en
direction de I’espace intermembranaire ou il serait protoné a nouveau, répétant le cycle
de la navette. Les deux mod¢les, schématisés en figure 1.16, ont en commun de faire
intervenir les acides gras libres de la membrane interne mitochondriale comme les

effecteurs clefs de la fonction découplante des protéines UCP (Jezek et al., 2018).
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Figure 1.16 : Mécanismes d’action des protéines UCP selon les modéles de «
rotation des acides gras » et de « la navette acides gras ». Le mode¢le de rotation des
acides gras (A) suggere que les acides gras anioniques du feuillet interne de la MIM
interagissent avec les résidus (représentés par le symbole +) Arg60 et Lys271 d’UCP
avant que cette dernicre ne les transfert vers le feuillet externe de la membrane interne
mitochondriale ou ils captent un proton H™ de ’espace intermembranaire. Les acides
gras cationiques s’¢éloignent d’UCP par diffusion simple puis suivent un mouvement
de flip-flop vers le feuillet interne de la membrane interne mitochondriale avant de
céder leur proton H" a la matrice, une nouvelle fois. Les nouveaux acides gras
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anioniques répetent alors le cycle. Le modele de la navette, plus simple, suggére qu'un
acide gras prisonnier du canal d’UCP change continuellement d’orientation, cédant son
proton H+ a la matrice lorsqu’il est orienté vers celle-ci, puis liant un nouveau proton
H" lorsqu’il est orienté vers 1’espace intermembranaire. UCP (uncoupling protein) ; FA
(fatty acid). (Jezek et al., 2018).

L’efficacité des acides gras libres a stimuler 1’activité découplante de UCP est d’autant
plus €levée qu’ils possédent des insaturations dans leurs chaines aliphatiques (Beck et
al., 2007; Donadelli et al., 2014). Plus exactement, sur le critére de leur capacité a
activer UCP1 et UCP2, les acides gras ont été hiérarchisés par Beck et al. (2007)
comme suit: acide palmitique (saturé) < acide olé¢ique (monoinsaturé) < acide
eicosatriénoique (un ®-9 a trois insaturations) < linoléique (un ®-2 a deux
insaturations) < acide rétinoique (dont la queue aliphatique posséde quatre
insaturations) < acide arachidonique (un -6 a quatre insaturations).

La part d’énergie découplée par I’action des protéines UCP alimente la thermogenese
mitochondriale hors activité physique (non-shivering thermogenesis), constitutive,
permettant aux mitochondries d’atteindre une température avoisinant les 50 degrés
Celsius (Chretien et al., 2018). Cette chaleur qui se répand par diffusion et via la

circulation sanguine, contribue au maintien de la température corporelle.

1.5.5 La thermogenése hors activité physique au niveau du tissu adipeux brun

Les deux tissus qui possedent, de tres loin, la plus grande activité thermogene par
découplage mitochondrial sont le tissu adipeux brun et le tissu adipeux beige (Harms
& Seale, 2013).

Le tissu adipeux brun est surtout retrouvé chez les petits mammiféres (comme les
rongeurs). Chez I’humain, il est abondant aux premicres années de la vie avant de
régresser a des niveaux résiduels a 1’age adulte. Le tissu adipeux brun joue un role

essentiel dans le maintien de la température corporelle des mammiféres. Le tissu
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adipeux brun, chez les rongeurs, se situe dans les régions interscapulaire, axillaire et
cervicale, tandis que chez I’humain, il n’est présent que dans la région scapulaire.
Dans 1’état actuel des connaissances, il est admis que les adipocytes bruns, unités
fonctionnelles du tissu adipeux brun, descendent de précurseurs cellulaires
embryonnaires de la masse somitale exprimant I’antigéne de différentiation Myf5
typique de la lignée myocytaire squelettique. C’est 1’activité du facteur PR/SET
Domain 16 (PRDM16) qui dirige la spécialisation des progéniteurs Myf5" en
adipocytes bruns plutét qu’en myocytes squelettiques (Seale et al., 2008). Au niveau
structural, comparés a des adipocytes blancs, les adipocytes bruns se caractérisent par
un diametre relativement petit situé entre 10 et 25 microns (le diamétre des adipocytes
blancs varie entre 20 et 150 microns). De plus, les adipocytes bruns sont multiloculaires.
C’est-a-dire qu’ils renferment de nombreuses petites gouttelettes lipidiques de
quelques microns de diamétres, contrairement aux adipocytes blancs qui renferment
une seule vacuole lipidique pouvant occuper 90% du volume cellulaire (Stock & Cinti,
2003). Une autre caractéristique singuliere des adipocytes bruns est leur tres forte
densité¢ de mitochondries qui expriment en abondance et de maniére constitutive la
protéine UCP1 (Stock & Cinti, 2003). D’ailleurs, au niveau fonctionnel, c’est le tissu
adipeux brun qui possede la plus forte expression d’UCPI et donc la plus grande
activité thermogeéne dans 1’organisme. La régulation de la thermogénese par le tissu
adipeux brun dépend a la fois de la modulation de 1’expression du géne UCP/ et de la
modulation de la lipolyse qui fournit les acides gras libres dont 1’oxydation alimente le
processus thermogeéne (Seale ef al., 2008).

Le tissu adipeux beige, chez les rongeurs, peut émerger au sein des tissus adipeux
blancs sous-cutané et viscéral, tandis que chez 1’humain, c’est surtout au niveau
supraclaviculaire qu’il est retrouvé (Harms & Seale, 2013). Abondamment étudié dans
des modeles murins, le tissu adipeux beige ne partage pas du tout d’origine
embryonnaire commune avec le tissu adipeux brun. Pouvant se développer méme a
I’age adulte, au cours du processus dit de « brunissement du tissu adipeux », le tissu

adipeux beige provient essentiellement de préadipocytes blancs différenciés en
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adipocytes matures qui finissent par partager de nombreux points communs avec les

adipocytes bruns, comme la présence de gouttelettes lipidiques multiloculaires, et la
forte activité thermogéne due a la haute densité en mitochondries enrichies en UCP1

(Harms & Seale, 2013). 11 a aussi €té suggéré qu’au moins une partie des adipocytes

constituant le tissu adipeux beige seraient issus de la transdifférentiation d’adipocytes

blancs matures a gouttelettes uniloculaires (1’unité fonctionnelle du tissu adipeux blanc)
en adipocytes de type brun (Barbatelli et al., 2010; Himms-Hagen et al., 2000).

Les tissus adipeux brun et beige possedent de fortes activités lipolytique et B-oxydative
soutenant leur activité thermogene. C’est pour cela qu’ils suscitent un intérét croissant
pour la lutte contre les maladies métaboliques comme 1’obésité. Cela sera évoqué a

nouveau plus bas.

1.5.6 La régulation de la thermogenése hors activité physique

Le cofacteur maitre permettant 1’induction de la thermogenése de tous les types
d’adipocytes bruns et beiges est PGCla. Lorsqu’il est activé, le cofacteur PGCla peut
se lier aux PPARY et a, mais aussi aux RXR et au récepteur aux hormones stéroidiennes,
pour créer des complexes de transcription stimulant 1’expression des génes clefs de la
biogenese mitochondriale et de la thermogenése, incluant UCP! ainsi que son propre
gene (PPARGCIA) (Harms & Seale, 2013; Jornayvaz & Shulman, 2010). La
stimulation de la biogenése mitochondriale et de D’expression des protéines
thermogenes sont, en effet, les deux signatures caractéristiques de 1’adiposité brune et
beige. Comme nous le verrons dans ce qui suit immédiatement, tous les processus
inducteurs de la thermogenése sont de pres ou de loin associés a ’activité de PGClo.

L’innervation des tissus adipeux par les fibres sympathiques du systéme nerveux
autonome est une composante importante pour la régulation de la thermogencse,
comme I’illustre la figure 1.17. Les catécholamines libérées par les neurones
adrénergiques agissent de maniére paracrine sur les adipocytes bruns et beiges en

activant leurs récepteurs -adrénergiques. D’une part, cela active la lipolyse (suivant le
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mécanisme dépendant de la PKA décrit dans la section 1.5.1.2) pour libérer des acides
gras libres a chaines longues qui sont pour la plupart des monoinsaturés (car provenant
des gouttelettes lipidiques) et donc d’efficaces inducteurs de I’activité découplante de
la protéine UCP1 en vertu des mod¢les de « rotation des acides gras » et de « navette
acides gras ». D’autre part, la PKA activée phosphoryle la cAMP response element-
binding protein (CREB) ainsi que la MAP kinase p38, qui activent par phosphorylation
PGCla qui peut alors se complexer avec ses partenaires pour stimuler I’expression du
gene UCP] et des geénes de la biogenese mitochondriale. En parallele, 1’activation des
voies B-adrénergiques augmente les niveaux cellulaires du facteur de transcription
C/EBPB en induisant la dégradation, dirigée par le micro-ARN miR-196a, du
répresseur de sa transcription, Hoxc8 (Mori et al., 2012). A son tour, C/EBP se lie au
promoteur du géne PPARGCIA pour stimuler sa transcription puis augmenter les
niveaux de PGClo (Karamanlidis et al, 2007). La protéine PGCla, une fois
phosphorylée, coactive PPARy, RXR et les récepteurs thyroidiens en vue de la
régulation transcriptionnelle de son propre géne PPARGCIA mais aussi les autres
genes de la thermogenese. Comme les catécholamines, le peptide natriurétique sécrété
par les cardiomyocytes en réponse a une augmentation de la pression sanguine, stimule
la thermogenese via une signalisation presqu’en tout point semblable, avec pour seule
différence qu’elle dépend de la GMP cyclique en guise de second messager activant

ainsi la PKG, et non la PKA (Kimura et al., 2017).
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Mitochondrion

Figure 1.17 : Activation de la thermogenese par les catécholamines et le peptide
natriurétique. Schématisation des voies de signalisations activées par la
norépinéphrine et le peptide natriurétique, et aboutissant, de maniere synchronisée, a
I’expression des geénes clefs de la thermogenése et a 1’activation de de la lipolyse.
L’oxydation mitochondriale des acides gras libres libérés alimente la thermogenése
opérée par UCP1. NE (norépinephrine) ; NP (peptide natriurétique) ; Npra (natriuretic
peptide receptor a) ; GC (guanylyl Cyclase) ; AC (adnylyl cyclase) ; AR (adrenal
receptor) ; cAMP (AMP cyclique) ; cGMP (GMP-cyclique) ; PKA&G (prétines
kinases A&G) ; FFA (free fatty acid) ; P (groupement phosphate) ; p38 (MAP kinase
p38) ; CREB (cAMP response element-binding protein) ; Atf2 (activating transcription
factor 2) ; miR-196a (micro-ARN-196a) ; PGCla (Peroxisome proliferator-activated
receptor-y coactivator la) ; TFX (transcription factor) ; UCP1 (uncoupling protein 1)
; LCFA (long chain fatty acid) ; Pla2 (phospholipase A2). (Harms et Seale, 2013).
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L’exposition prolongée de méme que I’exposition courte mais intense au froid, sont
des conditions environnementales qui, de maniére universelle chez les mammiféres
incluant I’humain, induit la réponse thermogeéne des tissus adipeux brun et beige (Ikeda
et al., 2018; Ouellet et al., 2012; Shore et al., 2013). Lorsque les thermorécepteurs
cutanés et viscéraux sont activés par le froid, ils acheminent des influx inhibiteurs vers
le noyau préoptique médial de I’hypothalamus qui léve alors 1’inhibition qu’il exerce,
via une chaine complexe de neurones efférents, sur le noyau intermédiolatéral de la
moélle épinicre. Le noyau intermédiolatéral est alors en mesure d’envoyer des influx
activateurs de la thermogenése a travers ses projections sympathiques adrénergiques
dont les extrémités font synapse avec le tissu adipeux brun, notamment (Morrison et
al., 2012). A Pinverse, lorsqu’ils captent une élévation de la température, les
thermorécepteurs font parvenir des influx activateurs vers le noyau préoptique médial
de I’hypothalamus, empéchant la mobilisation du tissu adipeux brun (Morrison et al.,
2012). D’une manieére non surprenante, il a récemment été démontré que le
brunissement du tissu adipeux blanc en réponse au froid était également dépendent de
’activité du systeme nerveux sympathique (Cao et al., 2019), laissant suggérer que ce
mécanisme activateur reflexe de réponse au froid est commun aux tissus adipeux brun
et beige. En complément de ce mécanisme, il a ét¢ démontré que les macrophages de
polarité M2 résidant dans les tissus adipeux brun et blanc, étaient capables de sécréter
eux-meémes, en réponse au froid, des catécholamines, activant de maniére paracrine la
lipolyse et la thermogenese (Nguyen et al., 2011). Les macrophages a polarit¢ M2 sont
des macrophages anti-inflammatoires et immunosuppresseurs impliqués dans la
réparation tissulaire et la résolution de I’inflammation (da Silva et al., 2015; Sica &
Mantovani, 2012).

Plusieurs autres facteurs endogeénes activent de maniére endocrine ou autocrine
I’activité thermogene des tissus adipeux bruns et beige. C’est le cas de I’irisine, une
myocytokine sécrétée par le muscle squelettique durant ’activité physique et dont la
synthese est directement activée au niveau transcriptionnel par PGCla (Bostrom et al.,

2012). C’est également le cas du Fibroblast growth factor 21 (FGF21) qui est sécrété
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par le tissu adipeux blanc en réponse au froid et qui stimule (sans doute via son
récepteur B-klotho) de manicre autocrine et paracrine le processus de brunissement en
augmentant les niveaux protéiques de PGCla et d’UCP1 (Fisher et al., 2012). Chez les
rongeurs nouveau-nés, I’ingestion du lait maternel (et plus exactement les lipides et les
corps cétoniques qu’il fournit) stimule, par un mécanisme dépendant de PPARa,
I’expression et la sécrétion hépatique de FGF21 qui a son tour active de maniére
endocrine la thermogenése du tissu adipeux brun (Hondares et al., 2010).

En outre, les agonistes de PPARy comme les glitazones (rosi-, pio-, et troglitazone)
stimulent aussi le brunissement du tissu adipeux blanc sous-cutané (Ohno et al., 2012;
Qiang et al., 2012; Zhang et al., 2017a). En effet, en se liant 8 PPARY, ses agonistes
provoquent sa désacétylation, ce qui augmente et stabilise son interaction avec
PRDM16 (Harms & Seale, 2013; Qiang ef al., 2012). Or, tel qu’illustré en figure 1.18,
la formation du complexe entre PPARY et PRDM16 constitue le principal facteur de
transcription permettant le déroulement des stades précoces de la différentiation des
préadipocytes bruns en adipocytes bruns matures dans le tissu adipeux brun, et de la

différentiation des préadipocytes blancs en adipocytes beiges (Harms & Seale, 2013).
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Figure 1.18 : Différentiation des adipocytes bruns et des adipocytes beiges. (a)
L’adipocyte brun est dérivé d’un progéniteur Myf5™ différencié dés I’embryogenése en
préadipocyte brun. Coactivé par Ebf2, PPARy stimule la transcription et renforce
I’activit¢ de PRDM16 qui orchestre la différentiation du préadipocyte brun en
adipocyte brun mature (gouttelettes lipidiques multiloculaires et mitochondries
abondantes). L’activation de PGCla par le froid et/ou les voies f-adrénergiques permet
finalement I’activation de la fonction thermogene de I’adipocyte brun (expression
d’UCP notamment). (b) La fleche épaisse symbolise la solidité du consensus selon
lequel des préadipocytes blancs sous-cutanés, aprés désacétylation activatrice de
PPARy par ses ligands spécifiques (comme le TZD) puis activation canonique de
PRDM16 puis de PGCla, peuvent se différencier en adipocytes beige plutot qu’en
adipocyte blanc. La fléche pointillée souligne la possibilit¢ (moins solide
scientifiquement) que les adipocytes blancs soient transdifférenciés en adipocytes
beiges, et vice-versa. Au niveau du tissu adipeux blanc épididymaire, les préadipocytes
bipotents peuvent suivre deux voies de différenciation. Soit ils se spécialisent en
adipocytes blancs matures sous I’effet d’une dicte riche en gras, soit ils se spécialisent
en adipocytes beiges apres que PGCla ait été activé par les mécanismes canoniques
induits par le froid et/ou la stimulation B-adrénergique. Figure copiée (Harms & Seale,
2013). Myf5" (encoding myogenic factor 5-expressing) ; Ebf2 (early B cell factor-2) ;
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PPARYy (peroxisome proliferator-activated receptor gamma) ; PRDM16 (PR-domain
containing 16) ; PGCla (peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator I-alpha) ; TZD (thiazolidinediones) ; Ac (groupement acétyl) ; Sirtl
(sirtuin 1) ; Pdgfr-o'( platelet-derived growth factor receptor-o. expressing). (Harms et
Seale, 2013).

1.6 La régulation de la balance catabolisme/anabolisme des lipides

La sollicitation des voies cataboliques aux dépend des voies anaboliques, ou I’inverse,
est gouvernée par les besoins énergétiques de 1’organisme. L’homéostasie du
métabolisme des lipides repose sur la capacité des cellules et des organes métaboliques
a moduler leurs processus cataboliques et anaboliques en réponse au statut nutritionnel
et énergétique de I’organisme. Le maintien de I’homéostasie des lipides fait intervenir

plusieurs mécanismes au niveau cellulaire et au niveau physiologique.

1.6.1 L’AMP-activated kinase (AMPK), pivot régulateur maitre de
I’homéostasie du métabolisme des lipides

Au niveau cellulaire, le principal capteur et régulateur du niveau énergétique est la
protéine AMP-activated kinase (AMPK), une protéine universellement répandue chez
les eucaryotes. Cette protéine cytosolique est composée d’une sous-unité catalytique o
et de deux sous-unités constituant des domaines allostériques régulateurs, et vy
(Carlson & Kim, 1973; Hardie, 2014; Jager et al., 2007; Li et al., 2011). Des ratios
cellulaires AMP/ADP : ATP ¢levés, correspondant a une chute des niveaux d’énergie
chimique sous forme d’ATP comme lors d’un jeline prolongé ou d’une activité
physique, entrainent I’activation de I’AMPK par phosphorylation du résidu Thr172 de
sa sous-unité a. Plus exactement, la liaison de ’AMP et de I’ADP a la sous-unité y
accroit la sensibilité¢ du résidu Thr172 de la sous-unité a aux kinases LKB1 (active de
maniére constitutive) et CaMKK (activée par le Ca* cytosolique et la calmoduline).

De plus, la liaison de ’AMP et de I’ADP a la sous-unité y induit une modification
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conformationnelle qui protége le résidu Thr172 phosphorylé de 1’action d’une vaste
gamme de phosphatases. De surcroit, cette modification conformationnelle est requise
pour que la sous-unité o phosphorylée soit pleinement fonctionnelle. Une fois activée,
I’AMPK restaure une balance catabolique en inhibant directement plusieurs voies
anaboliques et en activant plusieurs voies cataboliques (Carlson & Kim, 1973; Hardie,
2014; Jager et al., 2007; Li et al., 2011).

D’une part, ’AMPK activée inhibe la DNL et la synthése du cholestérol en inhibant,
par phosphorylations directes, 1’activité des enzymes ACACA (Davies ef al., 1990) et
HMG-CoA réductase (Corton et al., 1995), ainsi qu’en inhibant le clivage
protéolytique des facteurs de transcription SREBP1c et SREBP2 (Li ef al., 2011). La
forme activée de I’AMPK entraine aussi I’inhibition de I’activité de ’enzyme GPAT
(dont I’expression transcriptionnelle est en outre dépendante de SREBP1c), inhibant la
synthese des triglycérides et des phospholipides (Muoio et al., 1999). Dans le méme
temps, I’AMPK inhibe la synthése de glycogéne en phosphorylant la glycogene
synthase (Jorgensen ef al., 2004), et restreint la protéosynthese en inhibant 1’activité du
complexe mTORC1 (Xu ef al., 2012). D’ailleurs, I’inhibition de mTORCI1 permet de
lever I’inhibition qu’il exerce via ULK1 sur I’autophagie (Rabanal-Ruiz et al., 2017),
favorisant ainsi le processus catabolique de lipophagie.

Quant aux effets de I’AMPK sur le catabolisme ils sont tout aussi diversifiés. D’abord,
I’AMPK favorise 1’oxydation des glucides en favorisant I’internalisation du glucose —
en induisant I’expression transcriptionnelle et la translocation membranaire des
perméases Glucose transporters (GLUT) et Na'-coupled glucose carrier (SGLT)
(Fryer et al., 2002; McGee et al., 2008; Sopjani et al., 2010) — puis en stimulant la
glycolyse via la phosphorylation directe de I’enzyme 6-phosphofructo-2-kinase (PFK-
2) (Marsin et al., 2000; Marsin et al., 2002). En parallele, I’AMPK activée stimule
plusieurs composantes du catabolisme des lipides. Elle optimise I’internalisation des
acides gras libres en favorisant 1’expression et la translocation membranaire de CD36
(Choi et al., 2017; Habets et al., 2009), puis stimule indirectement leur oxydation. En
effet, en inhibant I’activité de I’enzyme ACACA, I’AMPK contribue a réduire les taux
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de malonyl-CoA qui est un puissant inhibiteur allostérique de CPT1 (Prentki et al.,
2002). L’AMPK stimule ainsi la -oxydation des lipides. En outre, I’AMPK exerce une
action activatrice par phosphorylation directe sur PGCla qui promeut la biosynthése
mitochondriale et I’expression des protéines UCP (Jager et al., 2007; Suwa et al., 2003).
Dr’ailleurs, le phénomeéne de découplage mitochondrial diminue les niveaux d’ATP, ce
qui participe a activer I’AMPK, créant une boucle auto-activatrice pour la
thermogenese. Un autre effet de I’AMPK, et non des moindres, est son potentiel
inducteur de la lipophagie (Kaushik & Cuervo, 2015, 2016). Lorsque les périlipines
PLIN2 interagissent avec Hsc70, I’AMPK (lorsqu’activée) catalyserait leur
phosphorylation, ce qui faciliterait leur dégradation par la CMA ainsi que 1’hydrolyse
subséquente de la gouttelette lipidique et de son contenu par macroautophagie et
lipolyse acide (Kaushik & Cuervo, 2015, 2016). En revanche, il est intéressant de
mentionner que I’AMPK inhibe la lipolyse neutre en inhibant ’activité de I’enzyme
ATGL et en entravant la translocation de HSL vers les gouttelettes lipidiques (Daval et
al., 2005; Kim et al., 2016), ce qui peut sembler inattendu a premiére vue étant donné
que la lipolyse est une voie catabolique. Pour expliquer cela, Hardie (2014) propose
que « si les acides gras libérés lors de la lipolyse ne sont pas rapidement métabolisés
ou exportés de la cellule, ils doivent étre rétroconvertis en triglycérides dans un
processus consommant deux molécules d’ATP par acide gras. L’inhibition de la
lipolyse par I’AMPK serait donc un frein pour éviter un flux lipolytique supérieur aux
capacités oxydatives de la cellule (Hardie, 2014) », limitant les pertes inutiles d’ATP

dans un contexte de stress énergétique.
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Figure 1.19: Le role central PAMPK dans la régulation du métabolisme
cellulaire. Enzymes et facteurs de transcription ciblés directement par I’AMPK, et
voies métaboliques qu’ils gouvernent. Les fléches rouges symbolisent un effet
inhibiteur et les fleches vertes symbolisent un effet activateur. GLUT1&4 (glucose
transporters 1&4) ; CD36 (cluster of differentiation 36) ; mTOR (mechanistic target
of rapamycin) ; RNA pol I (ARN polymérase I) ; TBC1DI1 (tre-2/USP6, BUB2, cdcl6
domain family member 1) ; PFKFB 3&4 (6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
biphosphatase 3&4) ; ACC1&2 (acetyl-CoA carboxylase 1&2) ; PGCla (Peroxisome
proliferator-activated receptor-y coactivator 1a) ; SIRT1 (sirtuine 1) ; ULK1&2 (UNC-
51-like kinase 1&2) ; SREBP1c (sterol regulatory element-binding protein 1c) ; GPAT
(glycérol-3-phosphate acyltranferase) ; HMGR (hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA
reductase) ; HDAC (histone deacetylase) ; CRTC2 (CREB Regulated Transcription
Coactivator 2) ; TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex 2). (Hardie et al., 2012).

L’AMPK controle le métabolisme a 1’échelle de I’organisme, aussi, en modulant
I’activité de I’hypothalamus qui est un régulateur central de ’homéostasie énergétique.
La ghréline qui est une hormone orexigene sécrétée par I’estomac durant le jelne,
I’adiponectine sécrétée par le tissu adipeux blanc des individus métaboliquement sains,

et une chute de la concentration circulante de glucose, sont des facteurs qui activent
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I’AMPK dans ’hypothalamus. A son tour, ’AMPK hypothalamique stimulerait une
boucle autoactivatrice en activant les récepteurs Ryanodine (par un mécanisme encore
non défini), libérant ainsi du calcium, et activant la CaMKK. Le calcium induit une
libération de glutamate qui active les neurones orexigénes NPY/AgRP". L’activation
de ces derniers se traduit par plusieurs effets. Ils stimulent le comportement alimentaire,
envoient des influx nerveux sympathiques pour induire la libération de norépinéphrine
par les neurones adrénergiques et la glande surrénale, et stimulent la glande pituitaire
qui sécretent I’ACTH et de la TSH, respectivement. L’ACTH et la TSH induisent,
respectivement, la sécrétion de cortisol par la glande surrénale et la sécrétion des
hormones thyroidiennes T3 et T4 par la glande thyroide (Hardie, 2014; Yang et al.,
2011). Le cortisol et les hormones thyroidiennes exercent plusieurs effets endocriniens
qui consistent a rehausser le statut énergétique de I’organisme. Par exemple, le cortisol
va favoriser la hausse de la glycémie. Pour ce faire, le cortisol stimule Ia
gluconéogenese et inhibe la synthése de glycogéne dans le foie, décroit la captation de
glucose par les muscles squelettiques, stimule la lipolyse dans le tissu adipeux blanc,
et, au niveau du pancréas, stimule la sécrétion d’insuline tout en inhibant la sécrétion
du glucagon (Thau & Sharma, 2020). Quant aux hormones thyroidiennes, leurs effets
sont ubiquitaires. Ces derniers consistent a amplifier le catabolisme des nutriments
pour accroitre la synthese d’ATP et la thermogenese. En bref, les hormones
thyroidiennes stimulent 1’expression des génes mitochondriaux et augmentent la
sensibilité des tissus cataboliques (comme le tissu adipeux brun) aux catécholamines,
ce qui cause ’intensification des influx sympathiques (Shahid & Sharma, 2020).

De récentes avancées ont permis de mettre en évidence un réle non négligeable de
I’AMPK dans la régulation de la fonction sécrétrice d’insuline des cellules P
pancréatiques (Rourke et al., 2018). Ces dernieres sont responsables de ’homéostasie
glycémique car elles sécretent des quantités d’insuline appropriées en réponse aux
niveaux circulants de glucose et de lipides. L’inactivation de I’axe LKB1-AMPK au
niveau des cellules B (naturellement en réponse au catabolisme accru du glucose ou

expérimentalement par invalidation génétique de LKB1) résulte, par un mécanisme qui
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demeure indéterming, en une sécrétion accrue de 1’insuline en réponse au glucose et en
un gain significatif de la « masse des cellules B (B-cell mass) » (Rourke et al., 2018). A
son tour, l’insuline sécrétée entraine I’inhibition de I’AMPK au niveau de
I’hypothalamus (Hardie, 2014; Yang et al., 2011).

De manicre antagoniste, la leptine, le facteur anorexigeéne Glucagon-like peptide 1
(GLP1) (Hurtado-Carneiro et al., 2012), et ’hormone T3, entrainent I’inhibition de
I’AMPK au niveau hypothalamique, en partie en inhibant les effets de la ghréline. Par
contre, la leptine active les influx sympathiques émis par I’hypothalamus ce qui permet

I’activation de I’AMPK musculaire (Minokoshi et al., 2002).
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Figure 1.20 : Le role central de PAMPK hypothalamique dans la régulation de la
balance énergétique de I’organisme. Action de certains facteurs circulants clefs
régulateurs du métabolisme, sur I’activité¢ de I’AMPK des neurones de I’hypothalamus,
et les effets comportementaux et physiologiques associés. CRH (Corticotropin-
releasing hormone) ; TRH (thyrotropin-releasing hormone) ; T3 (triiodothyronine) ;
T4 (thyroxine) ; TSH (thyroid stimulating hormone) ; ACTH (Adrenocorticotropic
hormone). (Hardie, 2014).

1.6.2 La contribution des peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) a
I’homéostasie des lipides

1.6.2.1 Une vue d’ensemble des PPARs

Les PPARs constituent une famille de récepteurs intracellulaires aux acides gras, dont
les effets sur le métabolisme et le catabolisme des lipides sont divers, complémentaires
et parfois méme antagonistes, comme il le sera présenté dans ce qui suit (Grygiel-
Gorniak, 2014; Lee et al.,, 2003; Viswakarma et al., 2010). Exprimés le plus
abondamment dans les tissus adipeux blanc et brun, le foie, les muscles et les cellules
endothéliales, ces récepteurs possedent un domaine d’interaction avec leurs ligands
naturels, les lipides, ou leurs ligands artificiels (comme les glitazones susmentionnés),
un domaine d’interaction avec soit des coactivateurs soit des répresseurs, et un domaine
de liaison a ’ADN. Lorsqu’ils se lient a leur ligand, les PPARSs se transloquent vers le
noyau, puis se complexent avec le retinoid X receptor (RXR) avant de se fixer sur les
peroxisome proliferator response element (PPRE) au niveau des promoteurs de
plusieurs genes impliqués dans les réponses métaboliques. L’association entre PPAR
et RXR et I’activité subséquente de PPAR, sont optimisés lorsque RXR est lui aussi lié
par son ligand préférentiel, 1’acide 9-cis rétinoique (Liu ef al., 2013b). En paralléle, le
changement conformationnel que leur appliquent leurs ligands leur permet de se défaire
de leurs répresseurs et d’interagir avec leurs coactivateurs qui ont pour fonctions

d’acétyler ou de méthyler la chromatine pour réguler I’expression transcriptionnelle
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des génes métaboliques (Grygiel-Gorniak, 2014; Lee et al., 2003; Viswakarma et al.,
2010).

»Transcription

AG( i'I'(I.l?l NAGGT( A
TATA box
PPRE

Corepressor complex Coactivator complex

Figure 1.21 : Régulation de ’activité transcriptionnelle des PPARs. En absence de
leurs ligands respectifs, un PPAR et un RXR complexés sont fixés au PPRE, mais leur
activité transcriptionnelle est inhibée par un complexe corépresseur constitu¢ de NCoR,
SMRT et Sin3 qui recrutent la HDAC. Cette derniére cause la désacétylation des
histones de la région promotrice, causant une baisse d’expression du geéne qu’elle
gouverne. Cette situation est schématisée dans le panneau de gauche. Dans le cas
contraire ou le PPAR et RXR sont liés par leurs ligands respectifs (représentés par les
petits trapézes jaune et bleu), le complexe PPAR:RXR subit une modification
conformationnelle qui le débarrasse du complexe corépresseur et de HDAC, et permet
I’assemblage d’un complexe coactivateur contenant aussi bien des enzymes a activités
méthyltransférases, hélicases, acétylases remodelant la chromatine (comme PRIC285,
CARMI, P68, p300, etc...) que des coactivateurs non enzymatiques comme PGC1
dont le role présumé est de stabiliser I’interaction entre PPAR et les autres éléments du
complexe coactivateur comme p300. Le recrutement de la machinerie
transcriptionnelle puis la transcription du géne métabolique en aval du PPRE peuvent
ainsi avoir lieu. PPRE (peroxisome proliferator response element) ; PPAR (Peroxisome
proliferator-activated receptor) ; RXR (retinoid-X-receptor) ; NCoR (nuclear receptor
corepressor) ; SMRT (silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptor) ;
HDAC (histone deacetylase) ; SRC (steroid receptor coactivator) ; CARMI
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(coactivator arginine methyltransferase) ; PRIC (PPARa interacting cofactor) ; PGC1
(Peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator 1) ; MED (mediator complex
subunit) ; PIMT/NCoAG6IP (PRIP-interacting protein with methyltransferase
domain/NCoAG6IP) ; PRIP (peroxisome proliferator-activated receptor-interacting).
(Viswakarma et al., 2010).

1.6.2.2 La diversité des isoformes et des fonctions des PPARs

L’isoforme PPAR« est surtout exprimé par les tissus qui posseédent la plus grande
capacité a oxyder les lipides, soit les muscles squelettiques et cardiaque, le foie et le
tissu adipeux brun (Grygiel-Gorniak, 2014). PPARa induit directement 1’expression
transcriptionnelle des genes qui codent pour les effecteurs de la captation des acides
gras comme LPL, FATP et CD36, de la B-oxydation comme 1’acyl-CoA oxydase et
CPT1, de I’m-oxydation comme le cytochrome P450, et de la thermogenése comme
UCP1,2&3 (Lee et al., 2003; Villarroya et al., 2007). Le récepteur PPARa est donc un
activateur efficace du catabolisme des lipides. Les ligands naturels préférentiels de
PPARa sont I’acide docosahexanoique (DHA) et ’acide eicosapentanoique (EPA),
deux PUFA de type oméga-3 particulierement abondants dans les huiles des produits
halieutiques (Zhang et al., 2019). Leur affinité avec PPARa est encore plus élevée
lorsqu’ils sont transformés en leur forme oxydée au niveau endothélial (Sethi et al.,
2002). Les produits de I’enzyme lipogénique FASN, ainsi que les dérivés de I’acide
arachidonique, sont des ligands activateurs de PPARa. Les fibrates et leurs métabolites
bioactifs, comme les acides clofibrique et fénofibrique, sont des agonistes synthétiques
mixtes de PPARa et de PPARY. Leur affinité¢ avec PPARY est 10 fois plus élevée que
leur affinité avec PPARa (Grygiel-Gorniak, 2014), si bien qu’ils sont souvent présentés
comme des agonistes plutdt sélectifs de PPARYy.

PPARP/S, que I’on nommera PPARS, est exprimé de manicre ubiquitaire mais de
maniere plus abondante dans le foie, les intestins, les reins, le cerveau, la peau, le tissu
adipeux beige et les muscles squelettiques et cardiaque (Grygiel-Gorniak, 2014). Les

effets de PPARJ sont également cataboliques pour 1’essentiel puisque ce facteur induit
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I’oxydation des lipides et la thermogenése. En effet, son activation se traduit par la
surexpression des génes codant pour CPT1, pour la plupart des enzymes -oxydatives,
et pour les protéines UCP1&3 (Wang et al., 2003). De maniére cohérente avec les
effets qu’il induit, PPARP compte PGCla parmi ses coactivateurs. Les ligands naturels
de PPARP sont I’acide rétinoique (Shaw et al, 2003) et la prostacycline, une
prostaglandine dérivée des eicosanoides (Magadum et al., 2017). Ses agonistes
artificiels sont le fibrate (Giampietro et al., 2019) et, de maniére plus spécifique, la
cardarine (GW501516) (Wang et al., 2003).

Complétant la famille des PPARs, et jouant un réle prépondérant dans la balance
énergétique de 1’organisme, PPARY est essentiellement actif dans les tissus adipeux
blanc et brun, mais il est également retrouvé dans le foie, les intestins, les reins, les
cellules lymphoides (Grygiel-Gorniak, 2014). Quant a son expression dans le muscle,
elle est relativement négligeable. PPARy est un facteur de transcription clef de
I’adipogenése, ¢’est-a-dire la différenciation des fibroblastes en préadipocytes puis en
adipocytes matures fonctionnels (Lee et al., 2003). Plus exactement, aux stades
précoces de I’adipogenese, les facteurs de transcription C/EBPP et C/EBPJ induisent
I’expression de C/EBPa, de SREBPIc, et de PPARYy. PPARY induit alors I’expression
de C/EBPa, et vice-versa, créant une rétroaction positive favorable a une adipogenese
soutenue. Car dans le méme temps, PPARy stimule 1’expression des geénes impliqués
dans I’internalisation du glucose comme GLUT4, dans la captation des acides gras
comme LPL, CD36, FATP et ACS, mais également dans la lipolyse comme HSL et
ATGL (Festuccia et al., 2006) et dans la thermogénese comme UCP1,2&3 (Villarroya
et al., 2007). En fait, C/EBPP permet aussi d’induire 1’expression de PGCla
(Karamanlidis et al., 2007), ce qui favorise la coactivation de PPARy par PGCla, et
donc I’expression des genes thermogenes. Globalement, PPARy permet donc aux tissus
adipeux et, dans une moindre mesure au foie, de maximiser leurs fonctions
physiologiques de stockage et de catabolisme des lipides afin d’éviter I’accumulation
lipotoxique (concept abordé dans la section 1.7.3) de ces derniers dans la circulation,

le tissu endothélial, le pancréas et les tissus musculaires, induisant ainsi un phénotype
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métabolique sain. Les PUFA de type oméga-6 et oméga-3 (Chene et al., 2007), les
acides gras monoinsaturés a longues chaines C18:1, C20:1 et C22:1 (Senarath et al.,
2019; Yang et al., 2013b), ’acide phytanique (Heim et al., 2002), et les eicosanoides
qui sont des dérivés a fonctions endocrines de I’acide arachidonique (Marion-Letellier
et al., 2016), sont tous des ligands naturels de PPARy. Les glitazones en sont les

agonistes artificiels.

1.7 Les effets déléteres du débalancement du métabolisme des lipides

Comme nous I’avons vu jusque-1a, I’homéostasie des lipides est finement régulée par
un équilibre dynamique constant entre les voies de I’anabolisme et les voies du
catabolisme des lipides. Toutefois, une perturbation de cet équilibre homéostatique
peut survenir et provoquer des complications métaboliques majeures. Par exemple, il
peut résulter d’habitudes alimentaires et comportementales inadéquates, conjuguées a
des déterminants environnementaux et génétiques défavorables, un emballement des
voies anaboliques insuffisamment contrebalancé par le catabolisme. Cela se traduit par
un débalancement anabolique propice a 1’accumulation excessive des lipides dans
I’organisme. L accumulation des lipides est excessive lorsqu’elle atteint un niveau qui
la rend délétére pour le bon fonctionnement des organes et la santé. Une telle
accumulation est a la base de la progression de maladies métaboliques majeures comme

I’obésité, la stéatose hépatique non alcoolique et le diabete de type?2.

1.7.1 L’obésité

1.7.1.1 Les conditions métaboliques associées a I’obésité

L’obésité, cliniquement établie lorsque I'IMC dépasse 30 et 25 kg/m? chez les adultes
non asiatiques et asiatiques, respectivement, devient métaboliquement délétere
lorsqu’elle est associée au syndrome métabolique. Avec une prévalence

populationnelle moyenne de 31% et affectant tout particulieérement les patients obeses,
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le syndrome métabolique est caractéris¢é par un accroissement de 1’adiposité
abdominale (obésité abdominale), la résistance a I’insuline (associée ou non a un
diabete de type 2), une pression artérielle élevée, une dyslipidémie (hausse de la
triglycéridémie et de la cholestérolémie et baisse des taux circulants de HDL)
potentiellement athérogéne, une inflammation chronique de bas grade et 1’expression
de variants géniques métaboliquement défavorables du géne PPARY (Engin, 2017a;
Gurnell et al., 2003). L’obésité est une des causes directes du développement de la
résistance a I’insuline et du diabéte de type 2.

Le stockage obésogene des lipides est essentiellement assuré par le tissu adipeux blanc.
Le tissu adipeux brun, lui, a une fonction catabolique thermogéne et non seulement il
n’est pas en cause dans 1’obésité, mais son activation pharmacologique ou naturelle
permet méme de contrer les effets de I’obésité (Cui & Chen, 2016a). 11 est aujourd’hui
bien connu que I’impact de 1’obésité sur la santé métabolique est en grande partie
déterminé par les types de tissus adipeux blanc mobilisés dans le stockage des graisses.
Car en effet, le tissu adipeux blanc n’est pas un seul tissu continu, mais il est réparti en
différents dépots anatomiques et en différents sous-types (Tchernof & Després, 2013).
D’abord, le tissu adipeux blanc se subdivise fondamentalement en deux grandes
catégories : le tissu adipeux sous-cutané (TAS) et le tissu adipeux viscéral (TAV). Le
TAS représente I’ensemble des dépdts graisseux répartis a travers I’hypoderme, et
situés entre la peau et la fascia musculaire. Dans la région du tronc, le TAS se subdivise
a son tour en deux couches, une couche superficielle uniformément a travers 1’abdomen
et une couche profonde séparée de la couche périphérique par une fascia séreuse
(Tchernof & Després, 2013).

Quant au TAV (une composante du tissu adipeux interne), il inclut le tissu adipeux
intra-abdomino-pelvien (intra- et extrapéritonéal) et le tissu adipeux intrathoracique
dont le dépdt péricardiaque fait partie. Le tissu adipeux intra-péritonéal comprend les
tissus adipeux mésentérique et omental, tandis que le tissu adipeux extra-péritonéal
inclut le prépéritonéal et le retropéritonéal. Dans les études cliniques, le TAV désigne

trés souvent les tissus adipeux mésentérique, omental et extrapéritonéal. Le tissu
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adipeux ¢épididymaire (gonadal), une autre subdivision du TAV, résiduel chez
I’Homme, est I’un des tissus adipeux les plus volumineux chez les rongeurs (Bjerndal
etal.,2011).

L’on retrouve également des dépdts adipeux (de plus faible importance d’un point de
vue de la masse) au niveau des muscles et des os (Schoettl et al, 2018). Une
composante relativement nouvelle du TAV, nommée « ligament rond », a été décrite
chez des patients atteints d’obésité morbide. Cette structure adipeuse localisée autour
du foie aurait des effets protecteurs contre I’inflammation associée a I’obésité
(Desmarais et al., 2018; Mauriege et al., 2016). La figure 1.22 propose une
schématisation exhaustive de la distribution anatomique des différents dépdts de TAV
et de TAS, en plus du tissu adipeux brun, chez les rongeurs et les humains
métaboliquement sains. Avec les adipocytes blancs matures comme principales unités
fonctionnelles, et parsemés d’adipocytes beiges sporadiques a des taux trés variables
(différentiés comme tel a la maniére expliquée plus haut), ce sont aussi bien le TAV et
le TAS qui interviennent majoritairement dans le stockage de 1’énergie chimique

excédentaire sous forme de triglycérides, chez les mammiféres.
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Figure 1.22 : Répartition des différents types de tissu adipeux chez les rongeurs et
les humains. Précisions que le tissu adipeux blanc périgonadal est également appelé
tissu adipeux épididymaire par d’autres auteurs. (Schoettl ef al., 2018).

Chez les patients obeses, I’abondance relative du TAV par rapport au TAS varie selon
des déterminants de geéne et de genre. En résumé, le modele classique explique que le
TAS, trés sensible a I’insuline, a une haute capacité a emmagasiner 1’énergie
consommée en exces, servant alors de réserve lipidique protectrice contre les
complications métaboliques. En revanche, dans le cas ou le TAS est absent ou que des
facteurs physiologiques environnementaux et génétiques (résistance a 1’insuline du
TAS, tabagisme, lipodystrophies, sexe, etc.) en limitent la capacité de stockage des
lipides, ces derniers sont beaucoup plus susceptibles de s’accumuler en exces dans le
gras hépatique, intramusculaire, péricardiaque, et aussi dans le TAV (Despres &
Lemieux, 2006). C’est le stockage ectopique des lipides, un phénomeéne connu pour
aggraver le syndrome métabolique, la résistance a I’insuline, et la toxicité associée aux
lipides. L’adiposité est déterminée par un dimorphisme sexuel qui fait consensus :

tandis que les femmes obéses présentent généralement une accumulation de graisses
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dans le TAS supérieure a celle du TAV, c’est exactement le contraire chez I’homme.
Or, une adiposité sous-cutanée est associée a moins de complications métaboliques et
a une moindre contribution au diabéte de type 2, par rapport a I’adiposité viscérale qui
induit la dyslipidémie, la libération accrue d’acides gras libres en circulation, la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par le tissu adipeux, la résistance a
I’insuline, et I’hyperinsulinémie (Gesta et al., 2007; Matsha et al., 2019; Tchernof &
Després, 2013). Par contre, Matsha et al. ont aussi démontré que I’augmentation du
TAS chez les hommes pourrait leur étre métaboliquement délétére. Il a par ailleurs été
démontré que I’expansion de la couche profonde du TAS est plus rapide que celle de
la couche superficielle, et qu’elle est fortement corrélée a 1’expansion du TAV et a
I’apparition de I’inflammation, de la résistance a I’insuline et des risques
cardiovasculaires (Marinou et al., 2014). Outre I’abondance relative des deux sous-
types de tissu adipeux blanc, I’impact de 1’obésité sur le métabolisme est aussi
déterminé par les caractéristiques individuelles des adipocytes (Ghaben & Scherer,
2019). La prise de masse adipeuse viscérale et sous-cutanée par 1’induction de
I’hyperplasie (par exemple au moyen de 1’agonisme de PPARYy avec le Troglitazone)
plutét que de I’hypertrophie adipocytaire, réduit les risques d’hyperinsulinémie,
d’inflammation chronique de bas grade et de dyslipidémie (Adams et al., 1997;
Hansson et al., 2019; Okuno et al., 1998). Autrement dit, la taille des adipocytes est

corrélée avec la sévérité des symptomes clefs de 1’obésité.

1.7.1.2 L’adipogenése et I’expansion du tissu adipeux, sous-jacents de 1’obésité

L’adipogenése est un processus a plusieurs étapes qui consiste a engager des
progéniteurs mésenchymateux fibroblast-like dans une voie de différentiation
adipocytaire sous 1’effet de la voie des bone morphogenic proteins (BMP) (Ghaben &
Scherer, 2019; Wang et al., 1993). Le progéniteur préadipocytaire ainsi obtenu, qui se
caractérise par I’expression du facteur de transcription ZFP423 qui sensibilise la cellule
aux BMP, accroit son volume (Ghaben & Scherer, 2019; Gupta et al., 2010). En méme

temps que cette croissance cellulaire, la voie de signalisation des BMP active le facteur
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de transcription SMAD4 qui active I’expression du géne codant pour PPARY. Ainsi, au
terme de cette hypertrophie cellulaire, les facteurs clefs des phases précoces de
I’adipogenese, c’est-a-dire PPARY et les C/EBPa/f, peuvent agir en synergie pour
induire 1’expression des génes indispensables a la captation des acides gras et des
glucides, a ’estérification des lipides, et a la régulation de 1’activité des gouttelettes
lipidiques, marquant progressivement la différentiation du progéniteur en préadipocyte
puis en adipocyte mature fonctionnel (Ghaben & Scherer, 2019).

L’expansion du tissu adipeux, en réponse a une balance énergétique positive, peut se
dérouler de deux maniéres, soit par la différentiation de préadipocytes périvasculaires
en autant d’adipocytes matures, dans un processus d’hyperplasie adipocytaire, ou par
I’hypertrophie d’adipocytes matures déja existants (donc préalablement différenciés)
pour en accroitre les capacités de stockage de triglycérides (Ghaben & Scherer, 2019).
Mais en amont de ces deux processus, se déroulent inévitablement les phases précoces
de I’adipogencése.

L’expansion adipeuse par hyperplasie est relativement peu délétere pour la santé
métabolique. En effet, lors d’une expansion adipeuse par hyperplasie, le tissu adipeux
blanc se développe en harmonie avec I’angiogenese, optimisant 1’irrigation, la survie
et ’intégrité des adipocytes. Cela a pour effet de prévenir I’inflammation chronique du
tissu adipeux blanc. Or, la préservation de I’activité et de 1’intégrité optimales des
adipocytes permet une sécrétion continue d’adiponectines, de leptine, et de FGF21, et
I’absence de sécrétion de facteurs pro-inflammatoires, tout cela contribuant a prévenir
la résistance a I’insuline spécifique aux tissus métaboliques, et a une régulation
optimale du comportement alimentaire.

En revanche, I’hypertrophie adipocytaire est un processus qui se fait trop rapidement
sans étre accompagné d’une angiogenese efficace, entrainant 1’hypoxie locale et
I’apoptose voire la nécrose de plusieurs adipocytes, ce qui favorise 1’infiltration et
I’activation de macrophages pro-inflammatoires ainsi que la fibrose, dans une
dynamique semblable a ce qui se déroule lors de la non-alcoholic fatty liver disease

(NAFLD). Or, les facteurs inflammatoires au niveau du tissu adipeux entrainent la
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résistance a I’insuline au niveau adipeux, ce qui se traduit par une lipolyse accrue
(puisque I’insuline perd sa capacité a inhiber la lipolyse), et une élévation des taux
circulants de lipides et de cholestérol libres. Ces derniers favorisent a leur tour le
syndrome métabolique, le stockage ectopique des graisses et la stéatose hépatique.
Dans un tel contexte, I’obésité devient tres vite la cause d’un emballement effréné de

complications métaboliques (Ghaben & Scherer, 2019).

Beneficial adipokines

* FGF21: stimulating hepatic gluconeogenesis

* Leptin: suppressing food intake, promoting lipolysis
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Figure 1.23 : Hyperplasie et hypertrophie, deux modes distincts d’expansion
adipeuse avec des conséquences diamétralement opposées. Cette figure schématise
les microenvironnements tissulaires distincts créés par I’hyperplasie adipocytaire et
I’hypertrophie adipocytaire et ce pourquoi ils se traduisent, respectivement, par une
obésité métaboliquement saine et une obésit€é compromettante pour la santé
métabolique. FGF21 (fibroblast growth factor 21) ; G1, S, G2, M (phases du cycle
cellulaire : Growth 1, DNA synthesis, Growth 2, mitosis). (Ghaben & Scherer, 2019).
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1.7.2 La stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD)

1.7.2.1 La pathophysiologie de la NAFLD

Estimée a prés de 30% de la population occidentale totale, la prévalence de la NAFLD
atteint 74% dans la population obése (Angulo, 2002; Milic & Stimac, 2012). La
NAFLD est définie comme une maladie progressive initiée par une accumulation
excessive de triglycérides (ou simple stéatose) dans le foie de patients dépourvus
d’antécédents d’alcoolisme, d’hépatites virales ou de maladies auto-immunitaires
(Cohen et al., 2011; Fabbrini et al., 2010; Lounis ef al., 2015a). La stéatose, qui est le
premier stade de la maladie, est établie d’un point de vue biochimique lorsque la masse
des triglycérides hépatiques excede 5% de la masse totale du foie (Fabbrini et al., 2010).
D’un point de vue histologique, elle est établie lorsque plus de 5% des hépatocytes
(unités fonctionnelles du foie) renferment des gouttelettes lipidiques visibles (Fabbrini
et al.,2010). Au-dela de ce seuil, la stéatose hépatique est associée a une multitude de
dommages hépatiques et métaboliques dont la progression définit le spectre de la
NAFLD proprement dite (Postic & Girard, 2008a). La sévérité de la NAFLD est
directement associ¢e au pourcentage d’accumulation des triglycérides dans le foie.
Jusqu’a 5% d’accumulation, le foie est métaboliquement sain, entre 5 et 33% c’est le
premier grade (Iéger), entre 34 et 66% c’est le deuxieme grade (modéré), et au-dela de
66% c’est le troisiéme grade (le plus sévere) de la stéatose hépatique (Nassir et al.,
2015).

Les triglycérides ne sont pas eux-mémes responsables des symptomes liés a la maladie
car ils ne sont pas réactifs en tant que lipides neutres. Par contre, I’accumulation
excessive des triglycérides entraine une saturation de la capacité du foie a convertir en
triglycérides les acides gras et le cholestérol libres. Ce sont ces derniers qui induisent
alors des effets délétéres définissant la lipotoxicité. Donc, I’accumulation des
triglycérides hépatiques est un marqueur de la gravité de la NAFLD, car elle peut
suggérer que les lipides non estérifiés sont a des concentrations lipotoxiques (Buzzetti

et al.,2016; Nassir et al., 2015).
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Bien que réversible, la stéatose peut également évoluer en stéatohépatite non alcoolique
(NASH) si I’accumulation excessive des triglycérides hépatiques, par rapport aux
pourcentages susmentionnés, est soutenue dans le temps. La NASH est donc le second
stade de la NAFLD, et elle se caractérise par des dommages tissulaires importants et
I’induction d’un environnement pro-inflammatoire, au niveau hépatique comme au
niveau systémique (Neuschwander-Tetri & Caldwell, 2003). Les dommages tissulaires,
en histologie, sont alors révélés par la ballonisation des hépatocytes augurant de leur
état pré-apoptotique, la présence des foyers de nécroses hépatiques (corps de Mallory),
et l’apparition d’une fibrose tissulaire par infiltration de tissu cicatriciel
(Neuschwander-Tetri & Caldwell, 2003). D’un point de vue biochimique, ces
dommages tissulaires résultent en 1’¢élévation des niveaux circulants de transaminases
d’origine hépatique, notamment 1’aspartate aminotransférase (AST) et 1’alanine
aminotransférase (ALT) (Machado & Cortez-Pinto, 2014). Quant a I’inflammation,
elle est associée a une sécrétion accrue, par les hépatocytes, de facteurs pro-
inflammatoires comme 1I’IL6 (interleukine 6) et le TNFa (Tumor necrosis factor a)) qui
ont pour effets de stimuler I’infiltration et I’activité hépatotoxique des macrophages
résidants du foie, aussi appelés cellules de Kupffer (Li & Diehl, 2003; Odegaard et al.,
2008). Les foyers inflammatoires formés par les regroupements de lymphocytes et de
cellules de Kupffer sont d’ailleurs facilement identifiables par immunodétection au
moyen de I’antigéne de surface glycoprotéique F4/80 qu’ils expriment, ou par simple
analyse histochimique (Dixon ef al., 2013). Les facteurs pro-inflammatoires générés
par le foie ont également pour effets de favoriser une inflammation systémique
chronique de bas grade, un des principaux symptomes de 1’obésité (Berlanga et al.,
2014a; Haslam & James, 2005). Chez 5 a 10% des patients obéses atteints de NAFLD,
la maladie peut progresser vers des stades plus graves et irréversibles de cirrhose non
alcoolique, voire méme de décompensation hépatique ou d’hépatocarcinome (Buzzetti
et al., 2016). La décompensation hépatique qui survient durant la cirrhose est définie
comme une grave détérioration des fonctions du foie, qui se manifeste cliniquement

par une jaunisse, une ascite, une encéphalopathie hépatique d’origine hépatique, une



80

dysfonction rénale, et des hémorragies variqueuses dans le systéme digestif (Mansour

& McPherson, 2018).

Normal liver

8 Normal liver
H&E 200x

hepatocarcynoma

Figure 1.24 : Schématisation de la progression de la NAFLD. Ce schéma représente
les différents stades de la NAFLD, depuis un foie sain normal jusqu’a
I’hépatocarcinome, en passant par une simple stéatose (foie gras) puis par la NASH et
la cirrhose. Les coupes histologiques, de gauche a droite, montrent le tissu d’un foie
sain, d’'un foie avec stéatohépatite (gonflement cellulaire et accumulation de
gouttelettes lipidiques), et d’un foie avec une fibrose (infiltration péricellulaire et
périvasculaire de fibres de collagéne). NASH (non-alcoholic steatohepatitis) ; H&E
(coloration histologique a I’hématoxyline et 1’éosine) ; MT (coloration histologique au
trichrome de Masson). (Lounis et al., 2015a).

La NAFLD est d’une telle complexité, tant d’un point de vue de son étiologie que de
ses conséquences sur la santé, que la succession des événements sous-tendant sa

pathophysiologie et sa progression sont constamment révisés. La progression de la
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NAFLD a longtemps reposé¢ sur le modéle du two-hit qui stipulait, en bref, que
I’accumulation des triglycérides hépatiques (simple stéatose) constituait
obligatoirement 1’étape initiatrice de la maladie qu’une seconde 1ésion (par exemple
I’arrivée massive de lipides ou de xénobiotiques pro-inflammatoires, ou un stress
oxydatif) faisait progresser au stade de NASH (Buzzetti et al., 2016; Day & James,
1998). Aujourd’hui, ce modele est délaissé au profit du modéle plus complexe du
multi-hit qui décrit la NAFLD comme un enchevétrement complexe de
dysfonctionnements métaboliques interdépendants les uns des autres (Buzzetti ef al.,
2016). La séquence des événements est décrite suivant un schéma linéaire, pour en
faciliter la compréhension, mais en réalité¢, chaque événement peut intervenir a

différents stades de la maladie.

1.7.2.2 Les mécanismes moléculaires sous-jacents a la progression de la NAFLD

De mauvaises habitudes alimentaires, associées a un comportement sédentaire, sont
responsables d’un apport trop élevé en glucides et en lipides, insuffisamment compensé
par la dépense énergétique. La cause d’un tel déséquilibre repose en grande partie sur
la consommation anormalement élevée des nutriments prolipogéniques comme les
carbohydrates et les graisses. Au niveau du foie, qui est le premier organe de destination
des nutriments par la circulation porte-hépatique et qui est un des tissus cibles de
I’insuline, la DNL et I’estérification des acides gras sont inévitablement accrues sous
I’effet de I’activation des facteurs lipogéniques SREBP1c, ChREBP et PPARy. En
contrepartie, la voie de la B-oxydation est inhibée par la DNL. En effet, le malonyl-
CoA, un intermédiaire métabolique de la voie de la DNL, agit comme un inhibiteur
allostérique naturel du transporteur CPT1 (Lloyd et al., 1986; Solinas et al., 2015). Un
tel débalancement favorise dans un premier temps la simple stéatose hépatique. La
captation des lipides est également accrue au niveau du foie. Or, ce dernier a une
capacité relativement limitée (par rapport a d’autres tissus comme le tissu adipeux) a
stocker les lipides sous forme de triglycérides. A cela s’ajoute le fait que la p-oxydation

est altérée pour la raison susmentionnée. Il en résulte fatalement une accumulation
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hépatique lipotoxique d’acides gras et de cholestérol libre (lipides non estérifiés), ainsi
qu’une sécrétion accrue de VLDL participant a la dyslipidémie. Les lipides non
estérifiés dans le foie sont connus pour endommager gravement 1’autophagie et la
lipophagie, contribuant de cette maniére a [Daltération du tissu hépatique, a
I’accumulation de toutes les formes de lipides, et a un remodelage du phospholipidome
membranaire dommageable pour les voies de signalisations ainsi que pour les
organelles. A des stades plus avancés, I’accumulation non maitrisée des lipides non
estérifiés et de leurs dérivés (céramides et lipides peroxydés) altére davantage les
fonctions mitochondriales, comme la respiration mitochondriale, accentue le
remodelage du phospholipidome (chute des phosphatidylcholines) et provoque
I’accumulation des radicaux libres. En réponse aux acides gras libres et au stress
oxydatif, mais également a ’accumulation inévitable de protéines mal repliées,
I’inflammation et le stress du réticulum endoplasmique sont induits, menant a la NASH.
Ce sont les voies inflammatoires JNK-AP-1, IKK-NF-«B, et celles des inflammasomes,
avec en bout de ligne une sécrétion continue d’interleukine-6, de tumor necrosis factor-
a (TNFa) et d’interleukine-1p, par les hépatocytes et par les cellules de Kupffer, qui
sont activées. La voie des unfolded protein response (UPR) qui est aussi induite, se
traduit par Dactivation de la c-jun N-terminal kinase (JNK). JNK, en plus de
promouvoir 1’apoptose, favorise 1’inflammation via la voie impliquant le facteur de
transcription AP-1. En outre, la voie UPR a comme conséquence collatérale
I’activation accrue de SREBPIc, alimentant le cercle vicieux qui unit la DNL, la
NAFLD et le stress du réticulum endoplasmique.

Une autre des conséquences majeures de la NAFLD est la résistance a I’insuline, ¢’est-
a-dire la perte partielle ou totale de la capacité des organes métaboliques a activer les
voies signalétiques induites par 1’insuline (Petersen & Shulman, 2018). En bref, les
diglycérides et les acides gras libres, ainsi que les médiateurs de 1’inflammation et du
stress du réticulum endoplasmique comme JNK et NF-kB, tous abondants dans les
hépatocytes durant la NAFLD, altérent les voies de signalisation de I’insuline en

induisant la phosphorylation inhibitrice directe, en résidus sérines, du récepteur a
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I’insuline et des IRS qui perdent alors leur capacité a recruter la PI3K (Draznin, 2006).
A mesure que I’inflammation chronique aggrave la résistance a ’insuline, méme au
niveau adipeux, I’insuline perd sa capacité a inhiber la lipolyse du tissu adipeux, ce qui
se traduit par la libération accrue d’acides gras libres et de cholestérol dans le sang,
aggravant D’afflux stéatogeéne de lipides vers le foie (Brown & Goldstein, 2008;
Petersen & Shulman, 2018). En outre, la hausse constante de la lipémie et de la
glycémie se traduit par des mécanismes de lipotoxicité et de glucotoxicité en périphérie,
y compris dans les cellules-B du pancréas, aboutissant a I’altération de leur fonction
sécrétrice d’insuline. Cela se manifeste, cliniquement, par un diabéte de type 2 (Poitout
et al., 2010b). C’est d’ailleurs pour cela que la résistance a ’insuline est un facteur
contributeur majeur au diabete de type 2 dont I’hyperglycémie, I’hyperinsulinémie et
I’hypertriglycéridémie sont la signature (Brown & Goldstein, 2008). Pour toutes ces
raisons il est bien établi que I’obésité contribue en amont a I’apparition de la résistance
a I’insuline et du diabéte de type 2 (Eckel et al., 2011).

Quant a la complication de la NAFLD en fibrose, ¢’est-a-dire I’infiltration d’une trame
cicatricielle irréversible de collagénes et d’¢lastines a travers le tissu hépatique, elle est
due a la transdifférenciation des cellules stellaires hépatiques (HSC, pour hepatic
stellate cells) en myofibroblastes (Higashi et al, 2017). Ce phénoméene de
transdifférenciation des HSC (aussi appelé « activation des HSC ») est essentiellement
stimulé par les especes réactives d’oxygene et plusieurs cytokines proinflammatoires

(Higashi et al., 2017).

Une des composantes non négligeables du multi-hit est la dysbiose intestinale qui
affecte potentiellement les mammiféres obéses, stéatosés, ou encore ceux atteints de
diabéte de type 2. Le lien de cause a effet entre 1’équilibre du microbiote intestinal et
la condition métabolique est extensivement décrit dans notre revue de littérature
présentée en annexe A de la présente thése (Rial et al., 2016a), mais également par
plusieurs autres auteurs. En bref, la dysbiose qui survient au niveau de la lumiere

intestinale peut étre décrite comme la perte des bactéries commensales bénéfiques
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(comme Akkermansia muciniphila), la prolifération de bactéries pathogénes, une baisse
de la biodiversité microbienne, ou une combinaison des trois dommages (DeGruttola
et al., 2016). Chez les patients obeses métaboliquement altérés, la dysbiose se
caractérise par une hausse substantielle (de pres de 60 a pres de 80%) de I’abondance
relative des bactéries du phylum des firmicutes et une baisse de 1’abondance relative
(de pres de 40 a prés de 20%) des bacteroidetes (Delzenne & Cani, 2011; Serino et al.,
2012). Ce déséquilibre est souvent associé a une altération de la biosynthése des acides
gras a chaines courtes (SCFA, pour short-chain fatty acids) par les bactéries du
microbiote intestinal, avec comme principale conséquence une hausse de la
perméabilité intestinale et une diminution de I’action immunomodulatrice des cellules
Treg, favorisant I’inflammation intestinale. En outre, la hausse relative du nombre de
firmicutes par rapport aux bacteroidetes impliquerait, par des mécanismes qui restent
a démontrer (impliquant trés probablement le systéme immunitaire au niveau
intestinal), une importante lyse des bactéries Gram-négatives, se traduisant par la
libération des LPS (lipopolysaccharides) au niveau intestinal (Blaut & Klaus, 2012;
Cani, 2012; Cani & Everard, 2016). Ces derniers, a la faveur de I’altération de la
barriére intestinale, s’y infiltrent. Il s’en suit donc 1’élévation des concentrations
intestinales et circulantes de LPS proinflammatoires, établissant une endotoxémie
proprement dite. Les LPS activent les voies cellulaires induites par les récepteurs TLR4
(Toll like receptor 4) tant au niveau intestinal qu’en périphérie, notamment dans le foie
et le tissu adipeux, y stimulant la production de cytokines pro-inflammatoires (den
Besten et al., 2013a; den Besten et al, 2013b). Dans I’intestin, cela aggrave
I’inflammation et la perméabilité intestinale, tandis que dans le foie, cela accentue
I’activation des cellules de Kupffer, et donc la NAFLD et la résistance a I’insuline

(Cani, 2012; Cani & Everard, 2016).



85

Genetic and epigenetic factors
TAdipose tissue

AdIPOKINSS '« Adipocyte dysfunction -
i Dietary factors
Mipolysis . | serum cholesterol [~ Obesity
Insulin resistance T serum FFAs

NAFLD

Gut
microbiome

N\

TLPs
T permeability

(Inflammasome)

Figure 1.25 : Schématisation du modéle du multi-hit causant la NAFLD. Cette
figure illustre la relation étroite entre I’obésité, la NAFLD, la résistance a ’insuline et
la dysbiose intestinale, avec les mécanismes sous-jacents de I’inflammation, du stress
oxydatif et du stress du réticulum endoplasmique. Les détails explicatifs sont présentés
dans le paragraphe précédent. TNF-a (tumor necrosis factor-alpha) ; 1L-6&1B
(interleukins 6 & 1B) ; DNL (de novo lipogenesis) ; VLDL (very low density
lipoproteins) ; ROS (reactive oxygen species) ; FFA (free fatty acids) ; ER
(endoplasmic reticulum) ; UPR (unfolded proteins response) ; TG (triglycerides) ; LPS
(lipopolysaccharides). (Buzzetti et al., 2016).

1.7.3 La lipotoxicité

1.7.3.1 La lipoapoptose

La résistance a I’insuline et le diabete de type 2 associés a I’obésité et a la NAFLD se
traduisent par 1’¢lévation des niveaux circulants des acides gras libérés par le tissu
adipeux. Plus spécifiquement, lorsque le tissu adipeux devient résistant a I’insuline,

I’insuline perd sa capacité a y inhiber la lipolyse. Donc, la résistance a I’insuline induit
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une activité lipolytique non régulée dans le tissu adipeux. Les acides gras libérés par le
tissu adipeux en condition de NAFLD représentent jusqu’a 82% des acides gras
circulants totaux, et servent de précurseurs a prés de 60% des triglycérides hépatiques
(Donnelly et al., 2005). Leur impact sur la sant¢ métabolique est donc majeur. Ces
acides gras libres endogénes et exogenes, une fois internalisés en excés dans des tissus
a vocation oxydative et non de stockage (comme les muscles et le foie) entrainent des
dommages cellulaires. Ces dommages consistent en des dysfonctions mitochondriales,
du stress oxydatif, et le déréglement des voies de signalisations. C’est la lipotoxicité
(Lee et al., 1994; Yazici & Sezer, 2017).

Tous les acides gras ne présentent pas le méme potentiel lipotoxique. Les acides gras
monoinsaturés a chaines longues, comme les acides oléique et palmitoléique, sont
moins lipotoxiques que leurs formes saturées respectives, les acides stéarique et
palmitique (Maedler et al., 2001). Il a méme été démontré que 1’acide oléique pouvait
exercer un effet protecteur contre la lipotoxicité induite par le palmitate dans divers
types de cellules (Chen et al., 2018; Gao et al., 2009; Miller et al., 2005). Cela
s’explique clairement par deux phénomeénes. D’abord, les acides gras monoinsaturés
sont les plus préférentiellement mobilisés pour la synthese des triglycérides tandis que
les acides gras saturés, seuls, ne le sont que dans une bien moindre mesure. Les acides
gras saturés sont donc plus prompts a s’accumuler. (Miyazaki et al., 2000; Ricchi et al.,
2009). De plus, lorsque des cellules sont exposées a des acides gras saturés et a des
acides gras monoinsaturés en méme temps, il a été que les acides gras monoinsaturés
stimulent la synthese des triglycérides en général et donc leur propre estérification de
méme que celle des acides gras saturés, limitant la toxicité de ces derniers (Chen et al.,
2018; Listenberger et al., 2003b; Moravcova et al., 2015).

Quant aux acides gras polyinsaturés, ils ont des effets completement différents
dépendamment de leur niveau d’insaturation et de leurs abondances relatives. En effet,
les acides gras polyinsaturés de type oméga-3, et plus particulierement le DHA et
I’EPA, exercent des effets anti-inflammatoires protecteurs contre la progression de la

NAFLD et des risques cardiométaboliques associés. Les oméga-6, eux, en trop grandes
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proportions par rapport aux oméga-3, ainsi que leurs dérivés (prostaglandines,
thromboxanes, leucotri¢nes et lipoxines) sont pro-inflammatoires et induisent tous les
effets lipotoxiques de la NAFLD et de I’obésité (Jeyapal et al., 2018; Monteiro et al.,
2014). D’ailleurs, la di¢te dite « de type occidental » (Western diet) doit son impact
délétere sur la santé métabolique en partie a son ratio oméga-6/oméga-3 trop élevé
(Simopoulos, 2016). A ’inverse, des ratios hépatiques oméga-3/oméga-6 élevés sont
en général associés a une bonne sant¢ métabolique ou alors a une stéatose sans
inflammation et sans lipotoxicité¢ (Desmarais et al., 2019).

Les acides gras libres a chaines longues, et en particulier les formes saturées qui sont
donc les plus lipotoxiques, entrainent I’apoptose d’une large gamme de cellules ; ce qui
inclut les cellules comme les hépatocytes (Chen et al., 2018; Rial et al., 2018a), les
cellules-f pancréatiques (Liu et al., 2018b; Maedler et al, 2001), les myocytes
squelettiques et cardiaques (Zhang et al., 2017b; Zou et al., 2017), mais aussi les
podocytes rénaux (Jiang et al., 2017; Liu et al., 2018a) ou encore les neurones (Mayer
& Belsham, 2010). L’apoptose induite par les acides gras libres est appelée la
lipoapoptose (Malhi & Gores, 2008). Plusieurs voies de signalisations y conduisent.
D’abord, les acides gras libres lipotoxiques activent la voie apoptotique intrinseéque
mitochondriale par I’intermédiaire des effecteurs du stress du réticulum endoplasmique
qu’ils induisent. Plus exactement, lorsque la kinase JNK est activée par
phosphorylation lors du stress du réticulum endoplasmique, comme par exemple au
sein d’hépatocytes stéatosés, elle active a son tour la protéine proapoptotique B-cell
lymphoma 2 (Bcl-2)-associated X protein (Bax) (Malhi & Gores, 2008). Bax entraine
ensuite la perméabilisation mitochondriale, la libération du cytochrome c dans le
cytosol, puis la formation du complexe Apaf-1/cytochrome ¢ qui dirige le clivage
activateur des caspases apoptotiques 3 et 7 (Li et al., 1997). Dans le méme temps, les
acides gras libres sont aussi capables d’activer directement Bax (Epand et al., 2004).
L’activation de Bax permet la perméabilisation des lysosomes et I’induction de la voie
apoptotique lysosomale (Malhi & Gores, 2008). La voie lysosomale est orchestrée par

la cathepsine B qui, a pH cytosolique neutre une fois libérée du lysosome perméabilisé,
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devient active et catalyse le clivage activateur de la caspase 3 (Sendler et al., 2016).
D’une manicre tres intéressante pour la compréhension de la pathogenése de la NASH
notamment, il a aussi ét¢ mis en évidence que l’induction de la voie apoptotique
lysosomale se traduit par I’activation de 1’axe pro-inflammatoire NF-xB/ TNFa (Malhi
& Gores, 2008). En outre, les acides gras saturés activent, vraisemblablement via les
effecteurs du stress du réticulum endoplasmique, la protéine phosphatase 2A qui induit
la déphosphorylation activatrice et la translocation nucléaire du facteur de transcription
FoxO3a. Ce dernier active I’expression de genes apoptotiques comme le Bcl-2-
interacting mediator of cell death (Barreyro et al., 2007; Malhi & Gores, 2008). Enfin,
méme la voie extrinséque de I’apoptose, qui est la voie qui médie la mort cellulaire en
réponse a des facteurs extracellulaires comme le TNFa, le FS-7-associated surface
antigen ligand (Fas-L) et le tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand
(TRAIL), est stimulée par I’accumulation stéatogene des acides gras libres, incluant les
monoinsaturés (Malhi et al., 2007). 1l a en effet été démontré que 1’expression des
récepteurs aux facteurs Fas-L et TRAIL était induite au niveau transcriptionnel par des
traitements aux acides gras libres, et que ces deux récepteurs étaient surexprimés dans
des foies humains stéatosés (Malhi et al., 2007). Or, lorsque les récepteurs aux Fas-L
et TRAIL (Fas et TRAIL-R) sont agonisés ils induisent la voie extrinseque de
I’apoptose. Tous ces mécanismes apoptotiques expliquent en grande partie les
dysfonctions hépatiques et pancréatiques associées a la NAFLD, I’obésité, la résistance

a I’insuline et le diabete de type 2.
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Figure 1.26: Mécanismes de la lipoapoptose. Cette figure schématise les
mécanismes via lesquels les acides gras saturés (acides palmitique et stéarique) et
monoinsaturés (ici I’oléate) sensibilisent un hépatocyte stéatosé a la voie extrinséque
de I’apoptose, tout en y induisant les voies mitochondriale et lysosomale de 1’apoptose.
Fas (Fas cell surface death receptor) ; TRAIL (tumor necrosis factor related apoptosis
inducing ligand) ; TRAIL-R2 (TRAIL receptor 2) ; P (groupement phosphate) ; JINK
(C-jun N-terminal kinase) ; Sp1 (facteur de transcription Sp1) ; FoxO3a (Forkhead box
0O3a) ; PP2A (phosphatase 2A) ; Bim (Bcl-2-interacting mediator of cell death) ; Bax
(B-cell ymphoma 2 (Bcl-2)-associated X protein). (Malhi & Gores, 2008).

De plus, comme ces maladies créent un contexte physiologique favorable a une hausse
des niveaux circulants et tissulaires d’acides gras libres et de glucose, la toxicité de ce

dernier, particulierement au niveau des cellules-p du pancréas, s’ajoute a la lipotoxicité,
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précipitant la mort cellulaire. C’est le concept de glucolipotoxicité (Poitout ez al., 2010a;

Prentki et al., 2002).

1.7.3.2 Les dysfonctions mitochondriales induites par les acides gras

En lien direct avec I’apoptose et la résistance a I’insuline, une composante majeure de
la lipotoxicité est la dysfonction mitochondriale (Garcia-Ruiz et al., 2015;
Neuschwander-Tetri, 2010; Oh et al., 2018; Schrauwen et al., 2010). Dans les
hépatocytes, les acides gras libres saturés altérent significativement le rendement de la
phosphorylation oxydative en accélérant la dégradation protéolytique des complexes
de la chaine de transport électronique, et en affectant drastiquement 1’intégrité de
I’ADN mitochondrial et I’expression des genes codant pour les sous-unités protéiques
des complexes de la chaine de transport électronique (Garcia-Ruiz ef al., 2015). Cela
se traduit par un effondrement voire une perte totale (pour les mitochondries mortes)
du potentiel de membrane mitochondrial, entrainant le déclin énergétique et 1’apoptose
de la cellule (Yang et al., 2019). En outre, la phosphorylation oxydative mitochondriale
est aussi directement altérée par le stress oxydatif qu’induisent les acides gras libres
(Garcia-Ruiz et al., 2015). De plus, et c’est le cas dans divers types de cellules
métaboliques (Oh ef al., 2018; Tumova et al., 2016), les acides gras libres en exces
altérent la B-oxydation. Cela a non seulement pour effet d’induire un cercle vicieux
favorisant plus d’accumulation lipidique, mais aussi de favoriser I’accumulation des
especes réactives d’oxygene, aggravant le stress oxydatif. Ce dernier entraine a son
tour I’altération des membranes par la peroxydation des lipides, I’altération des voies

de signalisation, ainsi que I’inflammation et I’apoptose (Schrauwen et al., 2010).
1.8 La lutte contre les maladies métaboliques via la nutraceutique

Les points précédents montrent toute la complexité entourant la régulation du
métabolisme des lipides et 1’étendue des impacts défavorables d’une accumulation
excessive de lipides dans 1’organisme. Un apport excessif de lipides, par des dictes

grasses, est un facteur contributeur a I’emballement anabolique qui conduit a



91

I’accumulation métaboliquement délétére des lipides, et donc a I’obésité, a la NAFLD
et au diabete de type 2. Compte tenu de I’urgence sanitaire que représente la nécessité
de combattre les maladies métaboliques, plusieurs stratégies sont explorées depuis
plusieurs décennies. Ces stratégies, souvent trés prometteuses d’ailleurs, incluent la
limitation de I’apport calorique (Harvey-Berino, 1999), la promotion de la dépense
énergétique par Dactivité physique (Pietilainen et al., 2008), 1’'usage d’agents
pharmacologiques (Velazquez & Apovian, 2018), et I’induction de la thermogenése
par des interventions alimentaires ou pharmacologiques (Cui & Chen, 2016b;
Marinovic et al., 2018; Nirengi et al., 2016; Ohno et al., 2012; Velickovic et al., 2019;
Zhang et al., 2017a). Ces stratégies ont toutes en commun d’accroitre la dépense de
I’énergie par I’accroissement de la balance catabolisme : anabolisme. La nutraceutique,
la science qui consiste a caractériser les fonctions bioactives des aliments dans des
visées thérapeutiques, est une source d’innovation inépuisable pour le traitement des

maladies métaboliques.

1.8.1 Les caractéristiques générales des lipides a chaines moyennes

Les acides gras a chaines moyennes (MCFA) sont des molécules d’acides gras saturées
dont la longueur des chaines carbonées varie entre 6 et 10 atomes de carbone. Chez les
mammiferes, les MCFA sont essentiellement fournis par la diete ou ils se retrouvent
sous leur forme estérifiée triglycérique. Ce sont les triglycérides a chaines moyennes
(MCT). Toutefois, lors du processus de la digestion, la plupart des MCT sont
hydrolysés en MCFA libres. Ces derniers ainsi que les MCT résiduels sont absorbés
avec une grande efficacité et présentent des effets métaboliques trés similaires
(Babayan, 1987; Bach & Babayan, 1982). Le groupe des MCFA comprend 1’hexanoate
(ou acide caproique, C6 :0, ou C6), I’octanoate (ou acide caprylique, C8 :0, ou C8) et
le décanoate (ou acide caprique, C10 :0, ou C10) (Babayan, 1987; Bach & Babayan,
1982). Le dodécanoate (ou acide laurique, C12 :0) est aussi considéré par certains

auteurs comme un MCFA (Hu et al., 2011), mais sa classification demeure discutable
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car, contrairement aux acides gras a chaines plus courtes, il tend & augmenter la
cholestérolémie et il est davantage incorporé et stocké sous forme de triglycérides dans
le foie (McCarty & DiNicolantonio, 2016). Les plus importantes sources de MCT sont
les huiles de noix de coco, et les graines de palmiste et de cuphea qui est une plante des
régions tropicales sud-américaines. Les MCT constituent souvent jusqu’a 60% (voire
plus) de la masse lipidique totale de ces huiles végétales (Cardoso et al., 2015; Graham,
1989; Lee et al., 2014b). Par ailleurs, a la faveur de certaines conditions d’¢élevages, les
MCT peuvent également se retrouver, mais a de plus faibles proportions, dans le lait
de vache, ou ils peuvent atteindre jusqu’a 14% de la masse lipidique totale (Jensen,
2002).

Les MCT se distinguent a plusieurs égards des LCT (triglycérides a longues chaines)
au regard de leurs propriétés biochimiques particulieres. Ces différences au niveau
moléculaire se traduisent par des impacts physiologiques particuliers qui sont a la base
des propriétés métaboliques bénéfiques souvent attribuées aux MCT. Pour cette raison
d’ailleurs, les MCT et les MCFA sont de plus en plus décrits comme des lipides
bioactifs aux effets potentiellement bénéfiques sur le métabolisme (Aluko, 2012;

Nagao & Yanagita, 2008).

1.8.2 Les lipides a chaines moyennes : des lipides bioactifs

Les lipides bioactifs font partie des aliments fonctionnels. C’est-a-dire qu’en plus de
leur role essentiel dans ’homéostasie énergétique, ils peuvent intervenir directement
dans la régulation de certaines fonctions biologiques et promouvoir des effets
bénéfiques pour la santé. Les lipides et leurs métabolites sont reconnus comme tel s’ils
agissent en remodelant le lipidome de différents tissus, et s’ils peuvent agir en activant
directement des voies de signalisations (Aluko, 2012; Vazquez et al., 2018). Les lipides
bioactifs les plus connus sont les lipides polyinsaturés qui servent de précurseurs a une
vaste gamme de facteurs et d’hormones intervenant dans la régulation de la sensibilité

a IDinsuline, des fonctions inflammatoires et immunitaires, du comportement
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alimentaire, de la pression artérielle, de la reproduction, et plusieurs autres processus
physiologiques. Un peu moins connus que les lipides polyinsaturés mais tout aussi
prometteurs par leurs effets sur la santé, les lipides a chaines moyennes sont des lipides
bioactifs a part entiere car ils activent directement des voies de signalisations et ils
peuvent remodeler significativement le métabolisme a ’échelle des cellules et de

I’organisme.

1.8.2.1 Les voies de signalisations activées par les acides gras a chaines moyennes
(MCFA)

Les fonctions signalétiques des MCFA sont médiés, selon les connaissances actuelles,
par deux membres de la classe des GPCR, soit le GPR40 et le GPR84 (Pujol et al.,
2018; Sundqvist et al., 2018; Suzuki et al., 2013), ainsi que par les PPARs (Malapaka
et al., 2012). GPR40 et GPR84 sont alternativement appelés free fatty acid receptor
(FFAR) 1 et FFARS. GPR40/FFART1 est surtout exprimé par le systéme nerveux central
et le pancréas, tandis que GPR84, beaucoup plus répandu dans I’organisme, est exprimé
par le systéme nerveux central, le tractus intestinal, le foie, le cceur, les muscles
squelettiques, les cellules lymphocytaires et plusieurs autres organes viscéraux
(Miyamoto et al., 2016).

I1 est connu depuis plusieurs années que I’activation, par les acides gras de la dicte, du
récepteur GPR40/FFART1 est indispensable pour une sécrétion optimale de 1’insuline
par les cellules pancréatiques 3 induite en réponse au glucose. Cela était connu pour
les acides gras a chaines longues pour lesquelles ce récepteur a aussi une affinité
(Latour et al., 2007). Récemment, il a été découvert qu'une dose physiologique de
MCFA, administrée selon un ratio de C8:10 de 40 :60 (mimant les proportions
retrouvées dans les huiles MCT), non seulement potentialiserait la sécrétion d’insuline
en réponse au glucose, mais induirait également un regain de la fonction sécrétrice des
cellules pancréatiques P issus d’animaux agés ou préalablement soumis a des
traitements lipotoxiques au palmitate (Pujol et al, 2018). L’activation de

GPR40/FFAR1 par le C8 se traduirait par 1’activation de la phospholipase C-3
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induisant I’hydrolyse de PIP2 en IP3 qui, en interagissant avec son propre récepteur du
réticulum endoplasmique, induit la libération du Ca2+ dans le cytosol, le signal
déclenchant la sécrétion de I’insuline. Ce mécanisme se déroulerait en sus de la voie
de sécrétion insulinique induite par le glucose, proposant une base mécanistique
intéressante pour expliquer la potentialisation par les MCFA de la sécrétion de
I’insuline en réponse au glucose. Dans la méme étude, et d’'une manicre tout a fait
novatrice, il a ét¢ démontré que cette activation MCFA-dépendante de GPR40/FFAR1
induisait la conversion partielle du C8 et du C10, par les cellules-B elles-mémes, en
corps cétonique 3-hydroxybutyrate dont I’oxydation améliorerait le bilan énergétique,
la résistance a la lipotoxicité, et la fonction sécrétrice d’insuline de ces cellules (Pujol
et al., 2018). Ces mécanismes montrent a quel point les MCFA sont des lipides
bioactifs prometteurs pour la prévention et le traitement du diabéte de type 2.

Quant au GPR84, 1’¢tat actuel des connaissances lui attribue un role clair dans
I’induction de I’inflammation (Sundqvist et al., 2018; Suzuki et al., 2013). Le
décanoate hydroxylé et non hydroxylé, de méme que les acides gras a 9, 11 et 12
carbones, activent le chimiotactisme des macrophages et des leucocytes
polymorphonucléaires rénaux. En outre, le C12 et le 6-n-octylaminouracil, un agoniste
synthétique de GPR84 dérivé du C8, amplifient d’une maniere dépendante au récepteur
GPR&4, la sécrétion des facteurs pro-inflammatoires I1-8 et TNFa par ces deux types
cellulaires en réponse aux LPS (Suzuki ef al., 2013). Récemment, il a été suggéré que
via une voie de signalisation dépendante de la phospholipase, identique a celle décrite
plus haut pour GPR40/FFARI1, I’activation du GPR8&4 a la surface des neutrophiles par
des ligands synthétiques dérivés des MCFA se traduit par une élévation du Ca®"
cytosolique suivie d’une 1égére hausse de la sécrétion de ROS par la NADH-oxydase
(Sundqvist et al., 2018). Or, la libération des ROS dans leur microenvironnement
consiste en la principale fonction inflammatoire antimicrobienne des neutrophiles
(Nguyen et al., 2017). Il convient de souligner, toutefois, que cette libération de ROS
¢tait relativement mineure et que cela suggére que [’éventuel potentiel pro-

inflammatoire des MCFA est relativement faible par rapport aux LCFA.
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Il est donc fort possible que les MCFA, par leur capacité a activer aussi bien
GPR40/FFAR1 que GPR84, puissent avoir a la fois des effets bénéfiques pour la santé
métabolique et des effets aggravants vis-a-vis des inflammations chroniques de bas
grade en lien avec des troubles métaboliques comme 1’obésité, la NAFLD et la dysbiose
intestinale. L’ambiguité des effets bioactifs des lipides a chaines moyennes, dont il
faudra absolument prendre compte pour les études a venir, est parfaitement illustrée
par une récente ¢tude menée par Guimaraes et al. (2019) sur des rats. Cette étude révele
qu’au niveau hépatique, une diete enrichie en MCT induit la hausse significative de
I’expression des geénes inflammatoires TNFa et I1-6 tout en stimulant I’expression des
genes de la B-oxydation et de la thermogeneése, et qu'une supplémentation en MCT
échoue totalement a résorber la stéatohépatite induite par une diéte riche en fructose
(Guimaraes et al., 2019). Toutefois, des résultats contradictoires ont été publiés par
d’autres équipes qui ont plutét attribué aux MCT des effets anti-inflammatoires. Par
exemple, Geng et ses collaborateurs (2016) ont démontré que le remplacement de la
portion de lard par une huile MCT dans une diete grasse (17% MCT et 3% huile de
mais, au lieu de 17% lard et 3% huile de mais, masse/masse) empéchait 1’élévation des
niveaux circulants de la cytokine pro-inflammatoire Il-6, augmentait les niveaux
circulants de la cytokine anti-inflammatoire I1-10, et prévenait I’induction des
marqueurs pro-inflammatoires NF-kB, cyclooxygénase 2 et la synthétase des oxydes
nitriques (Geng et al., 2016). L’effet des MCT sur I’inflammation demeure donc non
résolu. Il semblerait, a la lumiere de ces études, que les MCT administrés seuls ou via
des dietes riches en gras soient sans danger voire bénéfique d’un point de vue de
I’inflammation. En revanche, ils causeraient de I’inflammation lorsqu’ils sont

administrés avec de fortes doses de fructose.

Les MCFA, et tout particulicrement le C8 et le C10, se lient aussi au ligand binding
pocket de PPARy et I’activent partiellement, aboutissant a I’induction (moins
efficacement que le rosiglitazone toutefois) de I’expression des geénes métaboliques

cibles de PPARy comme CEBPA, SREBPI et FABP4, d’apres des expériences réalisées
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in-vitro sur des cellules 3T3-L1 différentiées en préadipocytes (Liberato et al., 2012b;
Malapaka et al., 2012). Le C10 est méme capable d’antagoniser la liaison du
rosiglitazone (Liberato et al., 2012b). En d’autres termes, bien que les MCFA sont des
agonistes de PPARY, ils en activent que faiblement 1’action adipogéne. Cela serait di
a la différence entre le mode de liaison des MCFA et celui du rosiglitazone a la ligand
binding pocket, faisant des MCFA des ligands moins stables (Liberato et al., 2012b).
Les MCFA ont aussi la capacité de se lier avec une affinité relativement faible au
PPARa et au PPARP (Malapaka et al, 2012), mais les effets de ces liaisons sur

I’homéostasie cellulaire et physiologique n’ont pas ét¢ étudiés a ce jour.

1.8.2.2 Les effets métaboliques des lipides a chaines moyennes

Une étude précédemment publiée par notre équipe a permis de démontrer que le C6 et
le C8 sous forme de MCFA inhibaient significativement, sur des cultures primaires
d’hépatocytes d’embryons de poulet, I’activité de ’enzyme FASN induite de fagcon
synergique par l’insuline et ’hormone T3 (Akpa et al, 2010). Pour rappel, les
hormones thyroidiennes, dont la T3, sont censées favoriser I’expression des genes
lipogéniques comme FASN (Radenne et al., 2008). En outre, il a été montré dans des
hépatocytes aviaires et des cellules HepG2, que le C6 et le C8 inhibaient au niveau
transcriptionnel I’expression de I’enzyme FASN (Akpa et al., 2010) de méme que celle
de ’enzyme ACC et de 1’enzyme malique (EM) (Goodridge et al., 1998; Roncero &
Goodridge, 1992; Thurmond et al., 1998). Plus récemment, une étude publiée par
Wang et ses collaborateurs a aussi démontré que le C8 :0 et le C10 :0 exercaient des
effets anti-lipogéniques et anti-stéatogenes dans des hépatocytes en cultures (Wang et
al., 2016a). L’étude a démontré que ces deux types de MCFA induisaient une hausse
de I’expression des enzymes cataboliques ATGL et HSL concomitante a une baisse de
I’expression des genes anaboliques LXR-a, SREBP-1, ACC, FASN, CD36 et LPL,
dans des cellules exposées a des doses lipotoxiques de LCFA (Wang et al., 2016a).

Une des premicres études fondatrices pour la recherche du potentiel métaboliquement

bénéfique des MCT fut celle proposée par Lieber et ses collaborateurs en 1967 (Lieber
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et al., 1967). Ces auteurs observerent que le remplacement des LCT par des MCT
(essentiellement a base d’octanoate), dans la diéte de rats soumis a une consommation
prolongée d’alcool, induisit une atténuation des symptomes de la stéatose alcoolique
(AFLD), ainsi qu’une diminution de la synthése des triglycérides et de 1’adiposité, et
une activation de ’oxydation des lipides (Lieber et al, 1967). Depuis lors, de
nombreuses études se sont succédé en vue d’explorer la reproductibilité de tels effets
métaboliques et leur applicabilité a la lutte contre les maladies métaboliques comme
I’obésité et la NAFLD résultant d’une accumulation délétere de lipides (Marten et al.,
2006; Rial et al., 2016b), chez les animaux aussi bien que chez les humains. De surcroit,
il est intéressant de mentionner que la consommation des MCT comme additifs et
comme suppléments alimentaires est officiellement reconnue pour son innocuité par
I’agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA) depuis 1994
(Marten et al., 2006; Traul et al., 2000).

Des études ont aussi montré que I’administration, a des rats sains, de di¢tes a long terme
enrichies en MCT, a I’inverse des diétes isocaloriques enrichies en LCT, se traduisait
par une diminution importante la déposition des graisses et de la masse corporelle, sans
impliquer de carences alimentaires en protéines (Ling et al, 1986). Par ailleurs,
I’administration, par gavage, d’une dose unique de 1g de MCT/animal a des rats Wistar
(des modeles animaux fiables pour les études métaboliques), en comparaison avec une
administration similaire de LCT, induisit une hausse significative de la consommation
d’¢énergie et de la thermogenése suggérant un effet sur le catabolisme des lipides
(Noguchi et al., 2002). Les auteurs de la méme étude ont dans le méme temps démontré
que les rats soumis a une dicte prolongée avec 10% de MCT, a I’inverse de ceux soumis
a dicte isocalorique a base de LCT, démontrérent une réduction de leur masse
graisseuse totale, et de leurs masses de tissus adipeux sous-cutanés et viscéraux
(Noguchi et al., 2002).

Le métabolisme des lipides a chaines moyennes est décrit depuis plusieurs décennies
comme ¢étant différent de celui des lipides a chaines longues. En bref, au niveau

intestinal, les MCT de la di¢te sont beaucoup plus solubles que les LCT et leur
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hydrolyse par les lipases du systéme digestive est beaucoup plus efficace que celle des
LCT. Les MCFA issus de cette hydrolyse, au contraire des LCFA, sont absorbés par
I’intestin puis dirigés exclusivement vers la circulation porte hépatique, par diffusion
simple, indépendamment des voies classiques de rééstérification et d’incorporation
dans les chylomicrons. Au niveau hépatique, les MCFA sont faiblement rééstérifiés,
s’accumulent relativement peu dans les gouttelettes lipidiques (comparés aux LCFA)
et sont davantage oxydés en vue de générer de ’ATP et des corps cétoniques. Les
MCFA favorisent donc les voies oxydatives libérant 1’énergie chimique qu’ils
renferment, au dépend 1’anabolisme des lipides. Pour I’ensemble des ces raisons, il a
souvent été suggéré que la consommation des lipides a chaines moyennes, associée a
une réduction de la consommation des lipides a chaines longues, pourrait représenter
une stratégie nutritionnelle intéressante pour contribuer a enrayer I’obésité, la NAFLD,
et les symptomes associés.

Dans cet ordre d’idées, il a ét¢ démontré que des dictes grasses enrichies en MCT plut6t
qu’en LCT prévenaient la prise de masse corporelle et la dyslipidémie, empéchaient
I’expansion adipeuse, réduisaient I’obésité, et induisaient I’expression des génes
lipolytiques HSL et ATGL dans le tissu adipeux blanc, et I’expression du gene UCP1
ainsi que des genes lipolytiques dans le tissu adipeux brun (Kim et al., 2017; Zhang et
al., 2015). Zhang et al. (2015) ont découvert que les dictes riches en MCT
sensibilisaient le tissu adipeux brun a ’activité de la voie Ps-adrénergique, une des
principales voies responsables de ’activation de la lipolyse et du processus de la
thermogenese. Ces découvertes récentes, associées aux plus anciennes, suggerent que
les lipides a chaines moyennes ont la capacité d’accroitre la dépense énergétique totale
en augmentant notamment la thermogenése postprandiale, contribuant au
rétablissement d’une balance catabolique favorable a une réduction des risques
d’obésité. Par ailleurs, il a été suggéré que les MCT exercent des effets bénéfiques sur
la santé métabolique aussi en modulant les effets de I’endotoxémie, le marqueur clef
de la dysbiose intestinale. En effet, ’administration quotidienne de MCT,

contrairement a I’administration de LCT, a réduit significativement la capacité des LPS
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(administrés par une voie exogene) a activer les fonctions pro-inflammatoires des
cellules de Kupffer hépatiques et a altérer I’intégrité de la barric¢re intestinale (Kono et
al., 2003b). Le mécanisme sous-jacent précis n’est pas connu.

Chez des humains adultes en bonne santé, Kasai et ses collaborateurs observerent que
la consommation quotidienne pendant 12 semaines, de 14g de triglycérides structurés,
des triglycérides contenant 2 LCFA et 1 MCFA, produits par la transtérification des
MCT et des LCT (MLCT), induisait de légéres mais significatives chutes de la masse
corporelle, de 1’adiposité viscérale et sous-cutanée, et de la cholestérolémie, sans
affecter davantage de paramétres anthropométriques (Kasai et al., 2003). En
adéquation avec ces ¢tudes, des résultats prometteurs ont également été observés chez
des sujets en surpoids. La prescription a ces derniers, dans le cadre d’études cliniques
randomisées, de MCT sous forme de suppléments ou d’additifs alimentaires, ou encore
sous forme d’huile de noix de coco, fut accompagnée d’une hausse de la consommation
d’oxygene postprandiale, de la thermogeneése, le tout associé a une diminution de la
masse corporelle, du tour de taille et ’adiposité générale (Assuncao et al., 2009; St-
Onge et al., 2003a; St-Onge et al., 2003c). De surcroit, la consommation de MCT
d’huiles de noix de coco, a I'inverse d’huiles enrichies en LCT longuement
documentées pour leurs effets néfastes sur le profil cardiovasculaire, est réputée
prévenir 1’¢élévation de la triglycéridémie tout en diminuant le cholestérol total ainsi
que le ratio cholestérol LDL :HDL (Assuncao et al., 2009; St-Onge et al., 2003b; St-
Onge et al., 2014a).

1.9 Problématique et objectifs

La consommation chronique des lipides a chaines longues chez les humains aussi bien
que chez les animaux de laboratoire, via des dictes riches en gras et des dictes riches
en gras et en glucides, induit une balance énergétique positive. Cette derni¢re favorise
la progression de 1’obésité, de la résistance a 1’insuline et des symptomes typiques de

la NAFLD.
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Plusieurs études ont démontré, chez I’humain, que la consommation des MCT
accroissait la dépense énergétique post-prandiale, prévenait la hausse des niveaux
circulants des triglycérides et du cholestérol, et réduisait Iégérement mais
significativement I’adiposité viscérale et sous-cutanée. Mais les études conduites chez
les humains ne sont jamais plus longues que quelques semaines, et ’effet d’une
consommation prolongée des MCT sur la santé métabolique n’est pas connu. Chez des
animaux, il a été¢ observé que des di¢tes grasses chargées en MCT plutot qu’en LCT
promouvaient un balance catabolique associée a une moindre accumulation des
réserves lipidiques dans le foie et dans le tissu adipeux, et une thermogenése accrue au
niveau des tissus adipeux brun et blanc. Toutefois, des études contradictoires ont quant
a elles suggéré que la consommation des MCT pouvait étre délétere pour le foie en y
promouvant I’accumulation des triglycérides, voire méme I’inflammation. Il demeure
donc intéressant de clarifier ce fait.

En outre, les MCFA sont des lipides bioactifs en ce sens qu’ils sont les ligands naturels
de plusieurs récepteurs, dont des PPARs, le GPCR40/FFAR1 et le GPR84. Cela
confere donc théoriquement aux MCFA la capacité de moduler une grande variété de
processus métaboliques et immunitaires. Cela pourrait expliquer la complexité et
I’ambiguité des effets des MCT constatés lors de protocoles de dictes prolongées chez
les animaux.

L’ensemble de ces travaux et de ces considérations nous ont conduits a atteindre deux
objectifs généraux pour une meilleure compréhension des effets des lipides a chaines
moyennes sur la santé métabolique. Le premier objectif, décliné dans le chapitre II de
cette thése, visait a déterminer clairement si les MCFA exercaient des effets positifs ou
négatifs sur les hépatocytes, en comparaison avec un LCFA (le palmitate) qui, lui, est
largement documenté comme étant lipotoxique. Le second objectif, décliné dans le
chapitre III de la these, visait a vérifier clairement si le remplacement des LCT d’une
diete obésogene par des MCT était une stratégie efficace pour prévenir la progression
de I’obésité, de la NAFLD et de la résistance a I’insuline d’une part, mais aussi pour

traiter ces maladies lorsqu’elles étaient déja établies. Pour pousser 1’étude plus loin
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qu’une simple confirmation d’un consensus qui grandissait déja au moment ou elle était
réalisée, nous avons également atteint un objectif secondaire plus fondamental. Ce
dernier consistait a examiner I’implication de deux récepteurs connus des MCFA,
PPARy et GPR40/FFAR1, dans I’induction des voies cataboliques par les MCFA au
niveau du foie, le principal organe de destination des MCFA issus de la dicte. L’idée
était de déterminer a quel point le foie était un organe central dans la réalisation des
fonctions bioactives cataboliques des lipides a chaines moyennes.

En bref, les travaux présentés dans cette thése démontrent que les lipides a chaines
moyennes n’ont aucun potentiel lipotoxique et que, lorsqu’ils sont administrés via des
dietes grasses hautement caloriques, ils ont le non seulement le potentiel de prévenir la
progression de 1’obésité, de la stéatose hépatique et de la résistance a 1’insuline, mais
aussi de réduire ces trois troubles métaboliques, chez des souris. Nos travaux suggerent,
en complément, que ces effets bénéfiques ne sont pas simplement le fait de la haute
propension des lipides a chaines moyennes a étre catabolisés, mais résultent aussi (au
moins en partie) de leur action bioactive directe sur le foie. Via un mécanisme
dépendant du GPR40/FFARI1, les MCFA activent fortement le potentiel du foie a
réaliser la thermogenese, un processus catabolique extrémement efficace pour réduire

les réserves lipidiques de 1’organisme.

NOTE : Dans un souci d’économie d’espace et de clarté, les références de chacun des
chapitres et des annexes apparaissent seulement dans la section des références globales

a la fin de la thése.



CHAPITRE 11

L’ INNOCUITE DES ACIDES GRAS A CHAINES MOYENNES VIS-A-
VIS DES HEPATOCYTES

HEXANOIC, OCTANOIC AND DECANOIC ACIDS PROMOTE BASAL AND
INSULIN-INDUCED PHOSPHORYLATION OF THE AKT-MTOR AXIS
AND A BALANCED LIPID METABOLISM IN THE HEPG2 HEPATOMA
CELL LINE

Sabri Ahmed Rial, Gaetan Ravaut, Tommy B. Malaret, Karl-F. Bergeron and
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Avant propos

La réalisation de ce chapitre a été initiée en vue de définir clairement I’impact des
lipides a chaines moyennes sur les hépatocytes, apres que des études contradictoires
eurent été¢ publiées, une majorité suggérant un effet hépatoprotecteur (Lieber et al.,
1967; Ronis et al., 2013; Wang et al., 2016a; Zhang et al., 2016), d’autres (plus ou
moins récentes) suggérant au contraire un effet stéatogene délétére (Chamma et al.,
2017; De Vogel-van den Bosch ef al., 2011) de la part de dietes riches en MCT.

Pour ce faire, nous avons réalisé des expositions prolongées, a des doses correspondant
aux lipémies postprandiales, de cellules hépatocytaires humaines de la lignée HepG2
soit aux MCFA seuls, a savoir ’hexanoate (C6), I’octanoate (C8) ou le décanoate (C10),
soit a une combinaison équimolaire de C8 et de C10 (C8+C10) mimant les sources
commerciales d’huiles MCT. En guise de contrdle positif de I’induction de la stéatose
et de la lipotoxicité, nous avons traité des cellules au palmitate a des doses équivalentes.
Le potentiel lipotoxique de ces traitements a été¢ évalué par ’analyse de la viabilité
cellulaire et de I’intégrit¢ du potentiel de membrane mitochondrial. Le potentiel
stéatogene a ét¢ déterminé en fonction de I’impact sur I’accumulation des gouttelettes
lipidiques, I’expression des geénes clefs de la DNL, et le niveau d’oxydation des lipides.
Quant a I'impact sur la sensibilit¢ des hépatocytes a 1’insuline, un des principaux
parametres a étre altéré par la stéatose et la lipotoxicité, il a été déterminé par la mesure
du taux de captation du (*H)-désoxy-D-glucose en réponse a I’insuline, et par la mesure
des niveaux de phosphorylation des protéines AKT (Ser473) et mTOR (Ser2448) en
absence et en présence d’insuline.

Cette étude nous a permis de démontrer clairement qu’a des doses - correspondant a
des concentrations physiologiques en cas de maladies métaboliques - ou le palmitate
induit une mortalité¢ cellulaire et des dommages mitochondriaux massifs, une forte
induction du nombre et de la taille des gouttelettes lipidiques, un débalancement
anabolique et une forte résistance a 1’insuline, les MCFA seuls ou en combinaisons

n’induisent ni lipotoxicité ni accumulation excessive des réserves lipidiques. En outre,
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les traitements aux MCFA tendent méme a préserver une balance métabolique «
normale » voire méme a stimuler I’expression du gene clef de la B-oxydation, CPTIA.
Plus intéressant encore, les traitements aux MCFA n’inhibent pas la réponse cellulaire
normale a I’insuline, et accroissent (tous) significativement les niveaux de
phosphorylation de la kinase mTOR en réponse a I’insuline.

Ces résultats encore novateurs au moment ou ils étaient générés, a présent publiés,
s’ajoutent a d’autres résultats similaires de la littérature pour s’inscrire dans un
consensus grandissant selon lequel les MCFA, a I’exact opposé des LCFA, préviennent
la progression de la stéatose hépatique et de ses complications, et peuvent méme
améliorer la sensibilit¢ a 1’insuline hépatique et donc physiologique étant donné
I’implication du tissu hépatique dans la réponse physiologique a I’insuline.

J’ai personnellement été impliqué dans tous les aspects de ces travaux, qui
s’inscrivaient dans la continuit¢ de mon mémoire de maitrise (Rial, 2015), incluant
I’¢laboration des hypothéses de recherches, des protocoles expérimentaux, la collecte
et ’analyse des résultats, puis la rédaction de la publication scientifique présentée dans
ce qui suit. Chacune de ces étapes a été pensée, corrigée et discutée avec les docteurs

Catherine Mounier et Karl-Frédérik Bergeron qui m’ont supervisé tout le long.
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2.1 Résumé

Les maladies métaboliques comme la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD)
connaissent des prévalences alarmantes a travers le monde. Les acides gras a longues
chaines (LCFA), des lipides qui composent la vaste majorité des graisses alimentaires
les plus communément consommées, figurent parmi les aliments aux plus forts
potentiels obésogeéne et stéatogene. La stéatose hépatique est un syndrome associé a
plusieurs complications physiologiques. La résistance a 1’insuline en fait partie. Un
nombre croissant d’études scientifiques semble désigner les acides gras a chaines
moyennes (MCFA), des lipides qui subissent le catabolisme plus efficacement que les
LCFA, comme une alternative nutritionnelle prometteuse dans la prévention de la
NAFLD. Toutefois, une certaine controverse, nourrie de récentes parutions, persiste
quant a I’innocuité des MCFA sur la santé hépatique. Dans la présente étude, des
cellules d’hépatocarcinome humaines de la lignée HepG2 ont été exposées a une
concentration de 0,25mM d’acide hexanoique (C6), d’acide octanoique (C8), d’acide
décanoique (C10) ou d’un mélange équimolaire de C8 et de C10. Le dernier mélange
servait @ mimer 1’apport en MCFA des huiles MCT commerciales. Il a été mis en
évidence que le C6, un MCFA trop peu étudié, a I’instar du C8 et du C10, ne stimulent
pas les voies anaboliques lipidiques, contrairement au LCFA de type palmitate. A
I’inverse, les MCFA ont plutét promu une plus grande balance catabolique que le
palmitate, et ont prévenu la lipotoxicité. Dans le méme temps, D'intégrité
mitochondriale fut préservée par les MCFA. Toutefois, il a été¢ constaté¢ que le
traitement au C8 a induit une légere chute du potentiel de membrane mitochondriale,
suggérant qu’une exposition prolongée des hépatocytes au C8 pourrait se traduire par
des effets cytotoxiques. Enfin, I’exposition aux MCFA a non seulement préservé la
réponse fonctionnelle des hépatocytes a 1’insuline, mais elle s’est également traduite
par une hausse de la phosphorylation insulinodépendante de la voie moléculaire AKT-
mTOR. En conclusion, les MCFA représentent bel et bien une alternative nutritionnelle
efficace pour la prévention de la stéatose hépatique et de la résistance a I’insuline
hépatique.

Mots clefs : Acides gras a chaines moyennes (MCFA), acides gras a chaines moyennes
(AGCM), métabolisme des lipides, hépatocytes, lipotoxicité, résistance a I’insuline.



106

2.2 Abstract

Metabolic illnesses such as non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) are in constant
increase worldwide. Highly consumed long chain fatty acids (LCFA) are among the
most obesogenic and steatogenic nutrients. Hepatic steatosis is associated with several
complications such as insulin resistance. Growing evidence points to medium chain
fatty acids (MCFA), more efficiently oxidized than LCFA, as a promising dietary
alternative against NAFLD. However, reports on the hepatic effects of MCFA are
sometimes conflicting. In this study we exposed HepG2 cells, a human hepatocellular
model, to 0.25 mM of hexanoic (C6), or octanoic (C8), and decanoic (C10) acids
separately or in a C8 + C10 equimolar mix reflecting commercially available MCFA -
rich oils. We found that C6, a poorly studied MCFA, as well as C8 and C10 did not
provoke the deleterious lipid anabolism runaway typically induced by LCFA palmitate.
MCFA tended, instead, to promote a balanced metabolic profile and were generally
non-cytotoxic. Accordingly, mitochondrial integrity was mostly preserved following
MCFA treatment. However, treatments with C8 induced a mitochondrial membrane
potential decrease, suggesting prolonged exposure to this lipid could be problematic.
Finally, MCFA treatments maintained optimal insulin sensitivity and even fostered
basal and insulin-dependent phosphorylation of the AKT-mTOR pathway. Overall,
MCFA could constitute an effective nutritional tool to manage liver steatosis and
hepatic insulin resistance.

Keywords: medium chain fatty acids (MCFA); long chain fatty acids (LCFA); lipid
metabolism; hepatocytes; lipotoxicity; insulin resistance
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2.3 Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most widespread chronic liver illness
with a prevalence reaching 20-30% within the general population and 80-90% among
obese patients (Dumitrascu & Neuman, 2018; Ofosu et al., 2018). In addition to
consequences directly related to liver dysfunction, NAFLD is closely associated with
several pathologies including metabolic syndrome, obesity, cardiovascular disease,
insulin resistance, and type 2 diabetes (Al-Dayyat ef al., 2018b; Ofosu ef al., 2018).
Hepatic steatosis, the excessive accumulation of triglycerides (TG) within the liver, is
the major hallmark of NAFLD. Liver steatosis is characterized by the intracellular
accumulation of lipid droplets (LD) in more than 5% of cytoplasmic space (Al-Dayyat
et al., 2018b; Cohen et al., 2011; Lounis et al., 2015b). At the molecular level, the
pathogenesis of NAFLD is largely due to lipotoxicity (Berlanga et al., 2014a; Engin,
2017b). Triglyceride accumulation in the core of LD is correlated to the intracellular
accumulation of non-esterified free fatty acids and of several lipid species that are
potent inducers of lipotoxicity in the liver (Berlanga et al., 2014a; Engin, 2017b;
Feldstein et al., 2004; Tamura & Shimomura, 2005).

Long chain fatty acids (LCFA) can trigger variable degrees of lipotoxicity depending
on their saturation levels (Chen et al., 2018; Perez-Martinez et al., 2010). Saturated
LCFA are the most lipotoxic. Palmitate is a 16-carbon long saturated LCFA well
documented to induce markers of de novo lipogenesis, excessive LD accumulation,
massive lipotoxicity, and insulin resistance in hepatocytes (Gao et al., 2010; Li et al.,
2018; Tang et al., 2015; Xiao et al., 2017; Zhao et al., 2017). LCFA impede lipid
oxidation and enhance reactive oxygen species (ROS) accumulation, promoting
mitochondrial injury, oxidative stress, inflammation, apoptosis and necrosis
(Neuschwander-Tetri, 2010). Mediators of oxidative stress and inflammation
exacerbate ROS accumulation and mitochondrial damages (Gao et al., 2010; Han &
Kaplowitz, 2015; Neuschwander-Tetri, 2010), and directly inhibit the activity of the
insulin receptor and its substrate (Capeau, 2003; Li & Yu, 2013; Wang et al., 2015a).
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Lipogenesis, combined with diminished lipid catabolic activity, contribute to a
steatogenic metabolic imbalance in LCFA-treated cells.

Medium chain fatty acids (MCFA) are saturated fatty acids with chain lengths of six to
ten carbons (Babayan, 1987; Bach & Babayan, 1982; Eyres et al., 2016). Hexanoic
(C6), octanoic (C8), and decanoic (C10) acids are naturally found in coconut, palm
kernel, and babassu oils where they account for around 8—18% of total fatty acids
(Babayan, 1987; Bach & Babayan, 1982; Eyres et al., 2016). Concentrated formulas,
like commercially available medium chain TG (MCT) oils, consist essentially of
equimolar amounts of esterified C8 and C10, with very small amounts of C6 (Eyres et
al., 2016). Because of their relatively short carbon chain length, once assimilated by
organisms, MCFA wundergo a distinctive metabolism compared to LCFA
(Papamandjaris et al., 1998). Dietary MCFA are transported to the liver via the hepatic
portal blood system independently of chylomicron trafficking, and their translocation
across mitochondrial membranes is not rate-limited by the carnitine
palmitoyltransferase (CPT) system (Papamandjaris et al., 1998; Schonfeld &
Wojtczak, 2016). These properties suggest that MCFA are mainly metabolized by the
liver, where they preferentially undergo mitochondrial P-oxidation instead of re-
esterification (Papamandjaris et al., 1998; Schonfeld & Wojtczak, 2016). This is
supported by human trials showing that MCT intake increases postprandial oxygen
consumption, energy expenditure, and fat oxidation, while improving dyslipidemia
and, in some cases, adiposity (Dulloo et al., 1996; Hill et al., 1989; Rial et al., 2016b;
Scalfi et al., 1991; Seaton et al., 1986; St-Onge & Jones, 2003; St-Onge et al., 2014a;
St-Onge et al., 2003c). Several molecular and animal physiology studies also support
these observations. In a previous study performed on chick embryos and HepG2
hepatocytes, our team found that both C6 and C8 decreased insulin and
tritodothyronine-induced fatty acid synthase (FASN) expression and activity (Akpa et
al., 2010), a key enzyme in de novo lipogenesis (Strable & Ntambi, 2010). In L02
hepatocytes, C8 and C10 triggered less TG accumulation than LCFA. This was

associated with a downregulation of the expression of key lipogenic players and an
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upregulation of lipolysis markers (Wang et al., 2016a). In addition, C8 and C10 did not
induce the substantial inflammation caused by LCFA (Li et al., 2016a). Similarly, high
fat diets (HFD) rich in MCT did not induce obesity, insulin resistance or inflammation
in mice, contrary to lard-based HFD (Geng et al., 2016). Moreover, MCT reduced
steatosis and necrosis in a rat NAFLD model (Ronis et al., 2013).

However, less promising and sometimes conflicting results have also been reported.
Mice fed an MCT-rich diet, despite exhibiting less hepatic and muscular steatosis than
long chain TG-fed mice, displayed increased insulin resistance as revealed by a
lowered glucose infusion rate during hyperinsulinemic euglycemic clamp (De Vogel-
van den Bosch et al., 2011). The underlying mechanisms for this surprising effect are
poorly understood but probably exclude pancreatic toxicity since MCFA improved -
cell functions both in vitro and in vivo (Pujol et al., 2018). In another mouse study,
long-term feeding with high MCT doses led to liver steatosis, marked lipogenesis, and
downregulation of B-oxidation markers, as well as mild improvement of both body
mass and insulin sensitivity (Chamma ef al., 2017). Hence, more studies are needed to
better understand the impact of MCFA on intracellular lipid accumulation and cellular
responses to insulin.

In this study, we mimicked hepatic exposure to various fatty acids by treating HepG2
cells with MCFA. C8 and C10 were administered separately or in an equimolar mix
reflecting the composition of commercially available MCT oils. We also tested C6, an
understudied MCFA with potent antilipogenic properties (Geng ef al., 2016). Though
C8 had some impact on mitochondrial integrity, MCFA treatment did not trigger
intracellular lipid accumulation or cytotoxicity. MCFA seemed instead to sustain a
relative metabolic balance favoring lipid catabolism. Finally, MCFA did not impair
insulin sensitivity of hepatocytes and even significantly enhanced the basal

phosphorylation state of protein kinase B/AKT kinase (commonly known as AKT).
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2.4 Materials and methods
2.4.1 Cells, chemicals and reagents

HepG2 cells were purchased from American Type Culture Collection (ATCC, #HB-
8065). Dulbecco’s phosphate-buffered saline 1X (DPBS, #14190250), fetal bovine
serum (FBS, #16000044), penicillin/streptomycin (#15140122) (10,000 U/mL and
10,000 pg/mL respectively), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) Vybrant assay kit (#V13154), JC-1 dye (5,5',6,6"-tetrachloro-1,1',3,3'-
tetracthyl-imidacarbocyanine-iodide,5,5’,6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-
tetraethylbenzimidazolocarbocyanine iodide) (#T3168), DAPI histone-stain dye (2-(4-
Amidinophenyl)-6-indolecarbamidine dihydrochloride, 4',6-Diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride) (#D1306), BODIPY 493/503 lysochrome (#D3922),
Trizol reagent (#15596026), and SuperScriptll RNA Reverse Transcriptase kit
(#18064014), were purchased from ThermoFischer Scientific. The SensiFAST SYBR
real-time PCR kit was purchased from Bioline (#BIO-98005). Poly-L-lysine solution
(#P4707), oleic acid (oleate, #01008), palmitic acid sodium salt (palmitate, # P9767),
hexanoic acid sodium salt (C6; #C4026), octanoic acid sodium salt (C8; #C5038),
decanoic acid sodium salt (C10; #C4151), and fatty acid-free bovine serum albumin
(BSA; #A8806-1G) were purchased from Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, USA).
Recombinant human insulin (#511-016-CM), Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM; 25 mM D-glucose) (#319-005-CL), and Eagle’s minimum essential medium
(EMEM; 5.5 mM D-glucose) supplemented with Earle’s salts and L-glutamine (#320-
005-CL), were purchased from Wisent Bioproducts (Saint Jean Baptiste, QC, Canada).
Radiolabeled [1-14C]-oleate (#NEC317050UC) and 2-[1,2-3H(N)]-deoxy-D-glucose
(#NET549250UC) were purchased from PerkinElmer (Waltham, MA, USA).
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2.4.2 Fatty acid conjugation to bovine serum albumin

Stocks of bovine serum albumin (BSA)-conjugated fatty acids at a 6:1 molar ratio (10
mM fatty acid: 1.7 mM BSA) were prepared as follows. Powdered palmitate (0.7%,
w:v) was dissolved in 150 mM NaCl at 70 °C until the solution became clear (~1 h).
Solutions of C6, C8, and C10 at 10 mM were obtained following the same procedure,
except that their dissolution in 150 mM NaCl was achieved at 37 °C. Fatty-acid free
BSA (0.12%, w:v) was dissolved in 150 mM NaCl at 37 °C. These fatty acids and BSA
solutions were then slowly mixed at a 1:1 volume ratio and stirred 1 h at 37 °C, pH was

adjusted to 7.4, and the final stock solutions were sterile-filtered.

2.4.3 Cell culture

Unless otherwise stated, HepG2 human hepatocellular carcinoma cells were seeded in
regular non-pyrogenic plates at 5.2 x 104 cells/cm2 and cultivated in EMEM
supplemented with fetal bovine serum (FBS,10%), penicillin (100 U/mL) and
streptomycin (100 pg/mL) under standard conditions (37 °C, 5% CO2) until cells
reached ~80% confluence. Cells were then transferred FBS-free EMEM and starved
24 h before a 24 h treatment with either palmitate, C6, C8, C10 or an equimolar mix of
C8 + C10.

2.4.4 MTT cell viability assay

Cell viability was assessed by the reduction of yellow water-soluble tetrazolium salt
into the blue non-water-soluble formazan (Mosmann, 1983; Senthilraja & Kathiresan,
2015). Treated cells were exposed to FBS-free EMEM supplemented with 1.2 mM
MTT reagent for 3 h at 37 °C. A lysis solution (10% SDS, 0.01 mM HCl) was mixed
into the medium and plates were incubated 4 h at 37 °C. The absorbance of cell lysates

(570 nm) was measured using the BioTek Gen5 software and the Eon Biotek plate
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reader. Viability percentage was calculated by reporting the absorbance of a fatty acid

treated sample with the absorbance of a corresponding BSA-treated sample.

2.4.5 Mitochondrial membrane potential measurment

The JC-1 dye was used to evaluate the mitochondrial integrity of HepG2 cells.
Fluorescence emission at 585 nm is indicative of JC-1 aggregation and optimal
mitochondrial membrane potential (Perelman ef al., 2012; Smiley et al., 1991). Fatty
acid-treated cells were resuspended in prewarmed EMEM at 2.5 x 10° cells/mL
supplemented with JC-1 dye (1 pg/mL). After 30 min of incubation at 37 °C in the
dark, cells were centrifuged (3 min, 150 g) and resuspended again in EMEM, then
processed through a BD Facs Jazz cell sorter using an excitation laser at 488 nm.
Fluorescence intensity at 585 nm (5000 events) was considered proportional to

mitochondrial membrane potential integrity.

2.4.6 Lipid droplet staining

HepG2 cells grown on poly-L-lysine coated slides were washed with ice-cold DPBS
and fixed in 3% paraformaldehyde for 30 min at room temperature. Cells were then
treated 10 min with a 120 mM NaCl solution containing both 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) (1 pg/mL) and 4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-Pentamethyl-4-Bora-
3a,4a-Diaza-s-Indacene (BODIPY 493/503) (1 pg/mL) for nuclei and LD staining,
respectively. Fluorescence was visualized with a Nikon A1 confocal microscope, and
image stacks covering the entire cell thickness (z-axis) were taken using the NIS
Element software. Finally, image stack projections were analyzed with FIJI software

to count nuclei and to measure LD number and size (um?2).
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2.4.7 Waestern blot analysis

Cells were washed with ice-cold DPBS and total proteins were extracted using
radioimmunoprecipitation assay RIPA (RIPA) buffer (50 mM Hepes, 125 mM NacCl,
100 mM NaF, 10 mM Na-pyrophosphate, 10%glycerol, 1%Triton X-100, 1.5 mM
MgClo, 1 mM ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetra acetic acid
(EGTA), 2 mM Na-orthovanadate, 1.5 mM PMSF, 1x cOmpete protease inhibitors,
pH7.2). Protein concentration was determined by the Bradford method (Bradford,
1976), then diluted at 1 pg/uL in Laemmli buffer (50 mM Tris-HCI at pH6.8, 5% [3-
mercaptoethanol, 2% SDS, 0.01% bromophenol blue, 10% glycerol) before
denaturation by heating of 5 min at 95 °C. Ten pg of denatured proteins were loaded
onto sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), and
immunoblot analyses were carried out using the primary antibodies listed in Table 1.
Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit IgG (Abcam, #ab6721) was used
as secondary antibody at 1:5000. Bands were visualized with a chemiluminescent HRP
substrate (Millipore, WBKLS0500). Bands intensities were measured by densitometric

analysis using F1JI software.

2.4.8 Quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)
analysis

Total cellular RNA was extracted using the Trizol reagent, following the
manufacturer’s instructions. Subsequently, 1 pg of total RNA was reverse-transcribed
into cDNA using the SuperScript II kit before quantitative PCR analysis using the
SensiFAST SYBR real-time PCR kit and the LightCycler 480 Real-Time PCR System
(Roche Applied Science, Laval, QC, Canada). Metabolic genes of interest and the
HPRT1 house-keeping gene were amplified with the primers listed in Table 2. To avoid
amplification of genomic DNA, primer pairs were systematically designed to span at

least one intron. Gene expression was calculated based on the comparative ACt method.
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2.4.9 Oleate oxidation assay

The oxidation rate of radiolabeled ['“C]-oleate into '*CO was measured as previously
described (Amengual et al., 2012; Guo et al., 2006), with minor modifications. Briefly,
cells were seeded in 6-well plates at 5.2 x 10* cells/cm?, then treated 24 h with fatty
acids once reaching 80% of confluency. Afterward, cells were exposed 1 h to
preincubation buffer (DMEM containing 12 mM D-glucose, 4 mM glutamine, 25 mM
Hepes, 1% fatty acid-free BSA, 0.25 mM oleate). The preincubation buffer was then
supplemented with (1*C)-oleate (1 pCi/mL and a small disk of Whatman paper #3 (3.5
mm) wetted with 3 M NaOH was affixed to the top of the well. After a 1.5 h incubation
(37 °C, 5% CO2), 0.5 mL of 70% perchloric acid was added into the cell medium.
Gaseous *COzreleased from the cell medium over 1 h (room temperature) was trapped
in the Whatman paper and used for liquid scintillation counting using a Tri-Carb 2800T
liquid scintillation analyzer with QuantaSmart software. Parallel plates undergoing the
same treatments were used to measure protein concentration and normalize counts per

minutes (CPM/pg protein).

2.4.10 Glucose uptake assay

Cellular uptake of radiolabeled [*H]-deoxy-D-glucose in response to insulin was
measured as described previously (Mao ef al., 2006b; Yun et al., 2009), with minor
modifications. Cells treated with fatty acids were stimulated 1 h with 100 nM insulin.
Then, cells were washed twice with pre-warmed (37 °C) Krebs-Ringer buffer (118 mM
NaCl, 4.8 mM KCIl, 1.2 mM KH>PO4, 1.2 mM MgSOs4, 2.5 mM NaHCOs3, 11 mM D-
glucose, 0.07% fatty acid-free BSA, pH7.4) prior to 20 min incubation in Krebs-Ringer
buffer supplemented with (*H)-deoxy-D-glucose (0.5 pCi/mL). Plates were then placed
on ice and the cells were washed three times with ice-cold DPBS. Cells were finally
homogenized in lysis buffer (1% NP-40, 0.1% SDS) and the homogenate was used for
both Bradford protein dosage and liquid scintillation counting using a Tri-Carb 2800T
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liquid scintillation analyzer with QuantaSmart software. Disintegrations per minutes

(DPM) were then normalized to protein concentration (DPM/ug protein).

2.4.11 Statistical analysis

Data are presented as mean + standard error of the mean (SEM). A Student’s ¢-test was
used to evaluate statistical significance. Generally, a one-tailed unpaired test was
applied, except with data normalized to control where a “one sample” ¢-test is
appropriate. A p-value < 0.05 was considered statistically significant. Each result has
been obtained from at least three distinct cell cultures prepared on different days (n >

3 independent replicates).
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2.5 Results

2.5.1 Medium Chain Fatty Acids are not Cytotoxic but Induce Differential
Effects on Mitochondria

To determine the effects of MCFA on hepatocyte viability, we exposed HepG2 cells to
increasing doses (0.1-0.5 mM) of either palmitate or various MCFA before an MTT
reduction assay. For reference, circulating fatty acids range between 0.2 mM and 2 mM
in physiological conditions (Feldstein et al., 2004; King et al., 2008; Zhao et al., 2016).
While palmitate decreased cell viability in a dose-dependent manner, equivalent doses
of various MCFA did not alter it (Figure 2.1a). Since the reduction of the MTT reagent
is dependent on mitochondrial electronic flux (Senthilraja & Kathiresan, 2015), Figure
2.1a also indicates that, contrary to palmitate, MCFA treatments maintained this
mitochondrial function.

Since mitochondrial membrane permeability and respiratory chain can both be
damaged in cells exposed to free fatty acids (Garcia-Ruiz et al., 2015; Neuschwander-
Tetri, 2010; Schrauwen et al., 2010), we compared the impact of a 24 h exposure to
0.25 mM MCFA or palmitate on mitochondrial membrane integrity using JC-1
fluorescence. As expected, palmitate strongly decreased average mitochondrial
membrane potential. Incubation of cells with either C6 or C10 did not significantly
damage mitochondrial membrane potential. However, C8 alone or in combination with

C10 unexpectedly decreased it to an extent nearing the effect of palmitate (Figure 2.1b).

2.5.2 Medium Chain Fatty Acids do not Trigger Intracellular Lipid Storage or
de Novo Lipogenesis

We next compared the effects of MCFA and LCFA on intracellular lipid storage.
Unsurprisingly, palmitate potently increased the number (3-fold) and size (2-fold) of
LD (Figure 2.2a—c). Moreover, palmitate substantially expanded the range of LD size
(Figure S2.1a). In contrast, treating cells with MCFA did not induce modifications of
LD characteristics (Figures 2.2 and S2.1).
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Palmitate is known to increase lipid storage by triggering lipid synthesis in hepatocytes
(Chen et al., 2018; Yao et al., 2011), a process mainly controlled by the SREBP-1
transcription factor (Strable & Ntambi, 2010). Not surprisingly, our analyses revealed
that incubation with palmitate induced SREBP-1 maturation (Figure 2.3a).
Accordingly, the expression of lipogenic genes (and SREBP-1 targets) SREBFIc and
FASN was strongly induced by palmitate treatment (Figure 2.3b). Despite the
transcriptional overexpression of SREBF'Ic (Figure 2.3b), abundance of the SREBP-1
precursor encoded by this gene was lowered (Figure 2.3a), suggesting massive
proteolytic activation under palmitate treatment. In contrast, none of the MCFA tested
had a significant effect on SREBP-1 maturation (Figure 2.3a). Interestingly, the
expression of SCD1, though not substantially modulated by palmitate, was drastically
downregulated by MCFA treatments (Figure 2.3b). Though it was not statistically
significant, treatments including C10 tended to increase transcriptional expression of
PPARG (Figure S2.1b), a gene mainly involved in fatty acid uptake and storage (Janani
& Ranjitha Kumari, 2015).

2.5.3 Medium Chain Fatty Acids Sustain Lipid Catabolism

To complete our analysis of the lipid metabolism profile, we compared the effects of
MCFA and LCFA on lipid catabolism. To do so, we measured the oleate oxidation rate.
We also determined the expression levels of CPT1A4, PPARA, and PLINS, genes
involved in the mitochondrial B-oxidation process (Adeva-Andany et al, 2018;
Rakhshandehroo ef al., 2010; Wang et al., 2011). While palmitate tended to cause a
decrease in fatty acid oxidation, MCFA did not (Figure 2.4a). We rather observed a
trend towards higher oleate oxidation with C6 and C8 (Figure 2.4a). Consistent with
these distinct results, CPT1A expression followed a similar pattern: Palmitate tended
to decrease the expression of CPT1A4 while all MCFA treatments tended to increase it,
with weaker effect from C10 (Figure 2.4b). Of note, all MCFA resulted in increased

CPTIA expression relative to palmitate. PPARA expression was unexpectedly
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increased by palmitate but remained unchanged following MCFA treatment (Figure
2.4Db). Interestingly, expression of PLINS, which encodes for a protein involved in LD-
mitochondria linkage for fat utilization (Dalen et al., 2007; Wang et al., 2011),
followed the same pattern as PPARA (Figure 2.4b).

2.5.4 Medium Chain Fatty Acids Maintain Insulin Sensitivity and Foster AKT-
mTOR Axis Activation

Lipid deposition in hepatocytes typically leads to insulin resistance (Ishii et al., 2015;
Tang et al., 2015). As MCFA treatment did not lead to lipid deposition, we reasoned
that it might not trigger insulin resistance either. To explore this possibility, we
measured the cellular glucose uptake rate in response to insulin stimulation (100 nM,
1 h). As expected (Kerimi et al., 2015; Tang et al., 2015), palmitate drastically impaired
insulin-induced glucose uptake, below the non-stimulated level (Figure 2.5). However,
MCFA preserved normal cellular response to insulin (Figure 2.5).

We also measured the expression and phosphorylation level of two key proteins
involved in the insulin signaling pathway in fatty acid-treated hepatocytes. The
phosphorylation of AKT (Ser473) and mTOR (Ser2448) was evaluated in the basal
state and after insulin stimulation (100 nM, 10 min). Palmitate diminished total AKT
and total mTOR expression levels (Figure 2.6a). This observation is consistent with the
fact that palmitate is known to trigger proteasomal degradation of insulin signaling
proteins (Ishii ef al., 2015). Moreover, both AKT and mTOR became non-responsive
to insulin stimulation after palmitate treatment (Figure 2.6), as expected from the
literature (Ishii ef al., 2015; Yang et al., 2013a). On the other hand, MCFA treatments
preserved the expression levels of both kinases and the normal induction of AKT
phosphorylation in response to insulin. MCFA also significantly increased the insulin-
dependent phosphorylation of mTOR (by more than a 1.5-fold relative to insulin-
stimulated BSA control). At the same time, MCFA enhanced the basal phosphorylation

of both kinases.
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2.6 Discussion

In this study, we compared the effects of three distinct MCFA with palmitate, a well-
characterized LCFA known for its lipotoxic effects (Gao et al., 2010; Li et al., 2018;
Tang et al., 2015). Our study was exclusively conducted on HepG2 cells, a cell line
derived from a hepatocellular carcinoma. Therefore, care should be taken in the
extrapolation of our results to hepatocytes in vivo. As expected, palmitate damaged
mitochondrial function and induced dose-dependent cell mortality (Figure 2.1),
promoted lipid accumulation (Figures 2.2 and 2.3), impaired lipid catabolism (Figure
4), and triggered insulin resistance (Figures 2.5 and 2.6). In a manner consistent with
previous reports (Akpa et al., 2010; Ronis ef al., 2013; Wang et al., 2016a), exposure
to 0.25 mM MCFA did not induce cell mortality (Figure 2.1a) or deleterious fat
accumulation (Figure 2.2). Interestingly, MCFA innocuity seemed to be mediated, at
least in part, by strong inhibition of SCD/ expression (Figure 2.3b); not only by non-
activation of SREBP-1 and subsequent lipogenesis. SCDI-synthesized
monounsaturated fatty acids, mainly oleate and palmitoleate, are major substrates for
TG synthesis (Lounis ef al., 2015b; Xiao et al., 2016). Inhibition of SCD1 expression
might, therefore, underlie the absence of TG accumulation in MCFA-treated cells. A
similar decrease in SCDI expression was reported following treatment of 3T3-L1
adipocytes with C8 (Guo et al., 2003). The effect of MCFA on SCD1 expression should

be validated in a physiological context, in liver and adipose tissues.

2.6.1 Differential effects of MCFA on mitochondria

Exposure to palmitate is known to trigger oxidative stress that in turn impedes
mitochondrial integrity and functions (Gao ef al., 2010; Hu et al., 2018; Yang et al.,
2014). Accordingly, palmitate dramatically decreased the mitochondrial membrane
potential of HepG2 cells (Figure 2.1b). Though MCFA are readily metabolized, they
do not induce cytotoxic ROS accumulation or damages related to oxidative stress

(Wang et al., 2016b). Correspondingly, C6 and C10 preserved mitochondrial
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membrane integrity. However, C8 administered alone or in combination with C10
unexpectedly impaired it (Figure 2.1b). C8 induced a mitochondrial membrane
potential decrease that seemed insufficient to diminish mitochondrial activity, as MTT
reduction (in the context of our cell viability assays) was not affected (Figure 2.1a).
Indeed, a drop in mitochondrial membrane potential does not necessarily lead to the
loss of mitochondrial functions (Chen et al., 2004). As MCT have been found to
promote mitochondrial biogenesis (Chamma et al., 2017; Hughes et al., 2014; Zhang
et al., 2016; Zhang et al., 2015), one possibility is that an increased number of
mitochondria compensate for a less optimal membrane potential. Of note, exposure to
C8 has been reported to cause some apoptosis in L02 hepatocytes, though at a much
lower extent than LCFA (Li et al., 2016a). It seems C8 can potentially have deleterious

impacts on mitochondrial activity and/or hepatocyte viability under certain conditions.

2.6.2 Lipid Catabolism in MCFA-Treated Hepatocytes

MCFA-treated hepatocytes exhibited normal lipid anabolism, as shown by the measure
of lipid synthesis markers and LD parameters (Figures 2.2 and 2.3). Palmitate-treated
hepatocytes, however, displayed enhanced lipogenic gene expression and attenuated
lipid catabolism (Figures 2.3 and 2.4), an imbalance that was associated with lipid
accumulation (Figure 2.2). Consistent with their propensity towards rapid oxidation
(Bach & Babayan, 1982; Papamandjaris et al., 1998; Schonfeld & Wojtczak, 2016) and
their antilipogenic effects (Akpa et al., 2010), MCFA did not stimulate the cellular
lipogenic process. Contrary to palmitate, MCFA did not impair the oxidation of
exogenous oleate (Figure 2.4a). We speculate that CPT1A, the rate-limiting enzyme
for mitochondrial B-oxidation (Calderon-Dominguez et al., 2016), could be more
efficient in MCFA-treated cells relative to palmitate, as malonyl-CoA (a de novo
lipogenesis intermediate) is a potent inhibitor of the CPT system (Lloyd et al., 1986;
Solinas et al., 2015). Moreover, C6- and C8-treated hepatocytes displayed higher
expression of CPTIA (Figure 2.4b) than palmitate-treated cells. Increased CPT1A
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expression could result from mitochondria multiplication following MCFA exposure
(Chamma et al., 2017; Hughes et al., 2014; Zhang et al., 2016; Zhang et al., 2015).
Interestingly, the effects of C10 and of the C8 + C10 mixture on oleate oxidation
appeared weaker than for the other MCFA, and this was reflected in a weaker induction
of CPTIA expression (Figure 2.4). In a neuronal cell model, C10 B-oxidation was
recently proposed to be dependent on CPT1A (Khabbush et al., 2017). This challenges
the common assertion that all MCFA are readily oxidized, independently of the CPT
system. Putative competition between oleate and C10 for mitochondrial translocation
by CPTIA might underscore the tendency towards weaker oleate oxidation observed
in Cl0-treated cells. Overall, MCFA appear to sustain a lipid metabolism balance
favoring catabolism in hepatocytes, especially compared to palmitate.

MCFA treatment did not stimulate PPARA gene expression while palmitate did so quite
efficiently (Figure 2.4b). This observation was unexpected since PPARA is typically
associated with increased lipid catabolism (Pawlak et al., 2015). Dietary MCT enhance
hepatic PPARA overexpression (Zhou et al., 2017a) and nuclear PPARa activity (Ronis
etal.,2013) in rodents, in correlation with increased lipid oxidation (Ronis ef al., 2013).
In fact, CPT1A4 (Rakhshandehroo et al., 2010) as well as PLIN5 and PPARA itself
(Chakravarthy et al., 2005; Dalen et al., 2007; Pineda Torra et al., 2002), are known
transcriptional targets of PPARa (the protein encoded by PPARA) (Rakhshandehroo et
al., 2010). Accordingly, PLIN5 followed the same pattern of expression as PPARA
(Figure 2.4b). Our contrasting in vitro data may indicate that the influence of MCFA
on PPARA-dependent catabolic responses does not only involve hepatocytes and that
a more complex mechanism is at play in physiologic systems. Our data suggest that
MCFA induce CPT1A expression independently of PPARa in hepatocytes (Figure 2.4).
A similar PPARA-independent induction of CPT1A4 expression by C8 and C10 has also
been reported in LO2 hepatocytes (Wang et al., 2016a). PPARA overexpression in
palmitate-treated cells could result from de novo lipogenesis since our data suggest that

palmitate increased this pathway (Figure 2.3). In fact, some intracellular lipogenesis
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intermediates activate PPARa (Pawlak et al., 2015). In our study, MCFA did not

activate lipogenesis nor did they stimulate PPARA expression.
2.6.3 AKT-mTOR Phosphorylation in MCFA-Treated Hepatocytes

The AKT-mTOR axis is central to the insulin signaling cascade (Titchenell et al.,
2016). In our experiments, basal phosphorylation of AKT and mTOR was enhanced by
all MCFA treatments (Figure 2.6). Basal AKT phosphorylation has been reported to be
elevated in the livers of obese insulin-resistant mice (Liu et al., 2009). However,
elevated basal phosphorylation of AKT has also been correlated to improved insulin
sensitivity in hepatocytes (Ishii et al, 2015; Xu et al, 2016b). Basal AKT
phosphorylation is therefore not necessarily indicative of insulin signaling activity. In
our study, we observed lower insulin-induced AKT phosphorylation (Figure 2.6) and
glucose uptake (Figure 2.5) after palmitate treatment. Importantly, we confirmed that
AKT phosphorylation, as well as the insulin response, were preserved in MCFA-treated
hepatocytes (Figures 2.5 and 2.6). This result is consistent with several in vivo studies
where MCT-based HFD improved fasting glycemia, insulinemia, glucose tolerance,
and insulin sensitivity (Geng et al., 2016; Wein et al., 2009; Zhou et al., 2017b).
Though insulin-stimulated phosphorylation of mTOR was increased following MCFA
treatment, insulin-stimulated phosphorylation of AKT (at Ser473) was not significantly
so (Figure 2.6), perhaps because our robust stimulation protocol (100 nM, 10 min)
saturated the phosphorylation of AKT. A hypothetical model we propose is that MCFA
are readily oxidized in cells and stimulate the mTOR energy-sensing pathway (Zoncu
et al., 2011), as reflected by the enhanced basal phosphorylation of mTOR (Figure
2.6b). The mTOR complex 2, directly activated by the mTOR complex 1, could then
exert its positive feedback and enhance the basal phosphorylation of AKT (Rozengurt
et al., 2014; Yang et al., 2015; Zoncu et al., 2011). While this proposed mechanism
could explain an MCFA-triggered increase in basal AKT and mTOR phosphorylation,

it does not explain the selective enhance in insulin-stimulated phosphorylation of
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mTOR. Further studies should be conducted in vivo to better characterize the effects

of MCFA on hepatic insulin pathway under physiological conditions.
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2.7 Conclusion

This study was designed to compare the effects of MCFA with palmitate, a
representative LCFA, on lipid metabolism and insulin sensitivity in a hepatocellular
model. We found that C6, C8, and C10 induced no deleterious lipid accumulation and
no insulin resistance. In comparison, palmitate strongly impaired both lipid
homeostasis and insulin sensitivity. As dietary lipids, MCFA could constitute a
healthier alternative to LCFA, potentially preventing hepatic steatosis development.
Care should be taken with C8 considering its potential impact on mitochondrial
function. Of great interest, MCFA could effectively represent an interesting tool to
manage insulin resistance, as they appear to potentiate the AKT-mTOR pathway in

hepatocytes.
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2.12 Figure legends

Figure 2.1 : Effect of fatty acids on HepG2 cell viability and mitochondrial membrane
potential. HepG2 cells were treated for 24 h with palmitate (PALM), Cé6, C8, C10, a
C8 + C10 equimolar mix, or vehicle control (BSA). (a) Quantitative analysis of MTT
cell viability assay results (n = 3) relative to untreated cells (0.0 mM). # p-value < 0.05
versus palmitate treatment. (b) Mitochondrial membrane potential relative to vehicle-
treated control, as measured with the JC-1 dye (n = 3). ** p-value < 0.01 versus BSA

control.

Figure 2.2 : Effect of fatty acids on HepG2 intracellular lipid storage. HepG2 cells
were treated 24 h with 0.25 mM PALM, C6, C8, C10, a C8 + C10 equimolar mix, or
vehicle control (BSA). (a) Representative images of LD staining (green). Cell nuclei
are shown in red. Scale bar =20um. (b) LD number per cell nuclei (n =4). (¢) Average

LD size in um? (n = 4). * p-value < 0.05, **** p-value < 0.0001 versus BSA control.

Figure 2.3 : Effect of fatty acids on HepG2 lipid anabolism. HepG2 cells were treated
24 h with 0.25 mM PALM, C6, C8, C10, a C8 + C10 equimolar mix, or vehicle control
(BSA). (a) Representative Western blots of precursor and mature (cleaved) SREBP-1
isoforms, as well as Cyclophilin-B loading control, and quantification of SREBP-1
maturation (mature/total ratio) relative to vehicle-treated control (n =3). (b) SREBFIc,
FASN and SCD1 lipogenic marker mRNA expression relative to vehicle-treated control
(n=13). * p-value < 0.05 versus BSA control.

Figure 2.4 : Effect of fatty acids on HepG2 lipid B-oxidation activity. HepG2 cells
were treated 24 h with 0.25 mM PALM, C6, C8, C10, a C8 + C10 equimolar mix, or
vehicle control (BSA). (a) (**C)-oleate oxidation assay results relative to vehicle-

treated control (n =4). (b) CPTIA, PPARA, and PLINS lipid catabolism marker mRNA
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expression relative to vehicle-treated control (n = 3). * p-value < 0.05 versus BSA

control, # p-value < 0.05 versus palmitate treatment.

Figure 2.5 : Effect of fatty acids on insulin-induced glucose uptake by HepG2 cells.
HepG2 cells were treated 24 h with 0.25 mM palmitate (PALM), C6, C8, C10, a C8 +
C10 equimolar mix, or vehicle control (BSA). (*H)-deoxy-D-glucose uptake assay
results (n = 3) were obtained after a 1 h-long stimulation with 100 nM insulin (+). * p-
value < 0.05, ** p-value < 0.01, *** p-value < 0.001 versus non-stimulated BSA

control. # p-value < 0.05 versus stimulated BSA control.

Figure 2.6 : Effect of fatty acids on the insulin-induced signaling cascade in HepG2
cells. HepG2 cells were treated 24 h with 0.25 mM PALM, C6, C8, C10, a C8 + C10
equimolar mix, or vehicle control (BSA) then stimulated (+), or not (—), with 100 nM
insulin for 10 min. (a) Representative Western blots of total and phosphorylated Akt
(Ser473), total and phosphorylated mTOR (Ser2448), and Cyclophilin-B loading
control (n =4). (b) Quantification of phosphorylation levels normalized to total levels.
* p-value < 0.05, ** p-value < 0.01 versus non-insulin stimulated. # p-value < 0.05
versus insulin-stimulated BSA control. & p-value < 0.05 versus non-insulin stimulated

BSA control.

Supplementary figure 2.1 : Lipid droplet size distribution and PPARG expression in
MCFA-treated HepG2 cells. (a) Once treated with fatty acids, HepG2 cells were
processed for lipid droplet (LD) staining, imaging and analysis as described in section
2.4.6 of the article. Data are presented as mean + standard deviation. A one-tailed
unpaired Student’s t-test was used to evaluate statistical significance. A p-value <0.05
was considered statistically significant (n = 4 independent replicates). ****, p-value <
0.0001. (b) Gene expression of PPARG have been evaluated following the procedure
described in section 2.4.8 of the article, using primers PPARG Fwd
(TCTCTCCGTAATGGAAGACG) and PPARG rev



128

(GCATTATGAGACATCCCCAC). Data are presented as mean + standard error of the
mean (SEM). A “one sample” t-test was used to evaluate statistical significance. A p-

value < 0.05 was considered statistically significant (n = 3 independent replicates).
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Figure 2.2
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Figure 2.5 :
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5 o kK b)
m - g 10,

L2

- =

103 .

o:) se g 3-
o o :.
- -.. . . : . p . - -

6' - & . . .. ." F"

5] oo *&Jg s ©
44 --:.'. % g K % #
2 e B 2

A %ﬁx ¢
0- -- E . " - e E "

BSA PALM ceé C8 C10 08+ BSA PALM Cé cC8 C10 C8+

C10 c10



2.13 Tables

136

Table 2.1 : Primary antibodies used for Western blots

Antibody Manufacturer Catalog Concentration
Target Number Used
SREBP-1 Santa Cruz #5c-8984 1:2000
Biotechnology
Cell Signaling )
p-AKT (Ser473) Technology #4060 1:1000
p-mTOR Cell Signaling )
(Ser2448) Technology #2971 1:1000
Cell Signaling
AKT (pan) Technology #4691 1:1500
mTOR Cell Signaling #2972 1:1000
Cyclophilin-B Technology #ab16045 1:50,000
Abcam

Table 2.2 : Oligonucleotides used for quantitative RT-PCR analysis
Gene . r . rr
Target Forward Primer (5'-3') Reverse Primer (5'-3')
SRECBF 1 ACAGTGACTTCCCTGGCCTAT GCATGGACGAGAGTACATCTTC
CPT14 ATCAATCGGégTCTGGAAAC TCAGGGAGTAGCGCATGGT
PLINS  AAGGCCCTGAAGTGGGTTT GCATGTGGTCATATCAGCTCC
PPARA CGGTGACTTATCCTGTGGTCC CCGCAGATEZTTTACATTCGAT
AAGGACCTGTCTAGGTTTGA
FASN TGC TGGCTTCATAAGGTGACTTCC
SCD1 TTCCTACCTG(??AGTTCTACA CCGAGCTTTIGTAAGAGCGGT
HPRTI CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT AGACGTTCAGTCCTGTCCAT

AA
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Avant propos

Dans la suite logique du chapitre II dont les résultats nous ont convaincu quant a
I’innocuité totale des MCFA sur le métabolisme lipidique des hépatocytes, en
comparaison avec les LCFA, et de leur effet potentiellement bioactif bénéfique pour la
sensibilit¢ a I’insuline, nous avons choisi d’étudier in-vivo DI’impact d’une
consommation soutenue de lipides a chaines moyennes. Plus exactement, nous avons
émis D’hypothése selon laquelle le remplacement des LCT des diétes grasses
obésogenes ordinaires, par des MCT, serait une stratégie nutritionnelle prometteuse
pour ralentir la progression des maladies métaboliques d’accumulations lipidiques, a
savoir 1’obésité et la stéatose hépatique non alcoolique et les symptdmes associés
comme la résistance a I’insuline.

Pour ce faire, en bref, nous avons soumis de jeunes souris males a des di¢tes grasses
renfermant des ratios variables de MCT par rapport aux LCT. Nous avons alors observé
que le remplacement graduel des LCT par des MCT réduisait effectivement les
potentiels obésogeéne et stéatogéne des dictes grasses, et prévenait la résistance a
I’insuline, le tout d’une maniere dose-dépendante. Cela confirmait qu’a doses ingérées
égales, les MCT provoquaient significativement moins d’accumulation délétere de
lipides que les LCT. Mais le plus intéressant a été de constater que chez les souris
nourries avec la di¢te grasse hautement enrichie en MCT (renfermant le ratio
MCT:LCT le plus haut), la prise de masse corporelle, I’expansion du tissu adipeux
blanc, et la teneur en triglycérides hépatiques étaient significativement plus faibles que
chez les controles non obeses, et que les marqueurs de la thermogenese (Ucpl, Vdacl
et p-Ampk) étaient fortement induits dans le foie. En parall¢le, grace a une expérience
effectuée in-vitro sur des cellules HepG2, nous avons révélé que la stimulation du gene
UCPI induite par les MCFA dans les hépatocytes, €tait dépendante de ’activité du
récepteur GPR40/FFARI1. Ces découvertes nous ont permis de supposer que le
potentiel préventif des MCT contre I’obésité et la stéatose hépatique n’était pas

simplement dii a leur forte propension a étre oxydés, comme cela était connu
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jusqu’alors, mais résulterait aussi de leurs propriétés bioactives signalétiques se
traduisant par 1’activation de la voie catabolique de la thermogenése par le foie. En
outre, la constatation de 1’induction des marqueurs thermogénes comme UCP1 dans le
foie était, en soi, une nouveauté a la fois surprenante et intéressante.

C’est pour cela que nous avons choisi d’explorer la capacité des di¢tes enrichies en
MCT aréduire le phénotype obése et ses symptdmes associés. Pour ce faire, nous avons
soumis plusieurs groupes de souris obéses, insulinorésistantes et stéatosées, a I’'une des
dictes susmentionnées, pour évaluer I'impact de ces derniéres sur leur santé
métabolique. Il a été trés intéressant de constater que la diéte grasse hautement enrichie
en MCT a provoqué des réductions significatives de la masse corporelle, de la
résistance a D’insuline et de la stéatose hépatique chez les souris obeses, en
concomitance avec I’induction des marqueurs de la thermogenése aussi bien dans le
foie que dans le tissu adipeux blanc sous-cutané. Ce deuxi¢me volet de I’étude a
confirmé que les effets bioactifs thermogenes des MCT présentent bien des effets
curatifs contre les maladies d’accumulation des lipides.

Au final, les résultats du chapitre II renforcent considérablement 1’hypothése selon
laquelle les lipides a chaines moyennes alimentaires possedent des propriétés
préventives et curatives contre 1’obésité et la st€éatose hépatique non alcoolique.
Comme pour le chapitre précédent, j’ai été directement impliqué dans tous les aspects
de ce travail de recherche, depuis sa conception et son exécution, jusqu’a sa soumission
sous la forme d’un article scientifique. A chacune de ces étapes, j’ai été supervisé et

guidé par les docteurs Catherine Mounier et Karl-Frédérik Bergeron.
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3.1 Résumé

L’obésité, la stéatose hépatique et le diabete de type 2 sont des maladies métaboliques
majeures favorisées par la consommation des triglycérides a chaines longues (LCT).
La caractérisation d’aliments bioactifs capables de moduler les maladies métaboliques
est un axe de recherche en plein essor. Dans ce contexte, les triglycérides a chaines
moyennes (MCT) ont déja été décrits comme des inducteurs du catabolisme ainsi que
de la thermogenése au niveau du tissu adipeux brun. La présente étude se propose donc
d’évaluer I’impact, sur la santé métabolique, du remplacement des LCT d’une dicte
grasse obésogene, par des LCT. Pour ce faire, deux cohortes de souris C57BL/6, ['une
composée de souris minces (cohorte A) et I’autre de souris obéses insulinorésistantes
(cohorte B), ont été soumises durant 10 semaines a trois dietes grasses isocaloriques
renfermant des proportions de MCT variables. L’analyse de la cohorte A a démontré
que le remplacement des LCT par des MCT préserve la santé métabolique tout en
induisant la thermogenése hépatique. En paralléle, nous avons démontré que 1’action
activatrice des acides gras a chalnes moyennes sur 1’expression du géne UCP! est
dépendante du récepteur FFAR1/GPR40, au niveau des hépatocytes. Dans la cohorte
B, il a été observé qu’une diete riche en MCT promeut la diminution de la masse
corporelle et une amélioration de la santé métabolique, tout en induisant les marqueurs
de la thermogenese dans le foie et dans le tissu adipeux sous-cutané. En conclusion,

notre étude confirme que les MCT peuvent prévenir et guérir les maladies métaboliques.

MOTS CLES : Obésité ; stéatose hépatique non alcoolique ; résistance a ’inuline ;
triglycérides a chaines moyennes ; gene UCP! ; récepteur FFAR1/GPR40.

FAITS SAILLANTS

-Les MCT a forte dose activent la thermogenése hépatique.

-FFAR1/GPR40 est requis pour I’induction de Ucp! par les MCT.

-Les MCT réduisent drastiquement les réserves de graisses hépatiques et adipeuses.
-Les MCT a forte dose réduisent la masse corporelle et préservent la résistance a
I’insuline chez les animaux sains comme chez les animaux obeéses.
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3.2 Abstract

Obesity, liver steatosis and type 2 diabetes are major diseases partly imputed to energy-
dense diets rich in long chain triglycerides (LCT). The search for bioactive nutrients
that help to overcome metabolic diseases is a growing field. In this regard, medium
chain triglycerides (MCT) were shown to promote lipid catabolism and to stimulate
brown adipose tissue thermogenesis. The objective of our study was to evaluate if the
replacement of LCT by MCT in high-fat diets could prevent and/or reduce metabolic
disorders. For this purpose, two cohorts of C57BL/6 mice were fed during 10 weeks
with three isocaloric high-fat diets with variable MCT content. Cohort A was composed
of lean mice while cohort B was composed of obese, insulin resistant mice. In cohort
A, replacement of LCT by MCT preserved metabolic health, in part by triggering
hepatic thermogenesis. We further found that medium chain fatty acids promote
thermogenesis markers within cultured hepatocytes in a FFAR1/GPR40-dependent
manner. In cohort B, high-fat diets enriched in MCT promoted body fat depletion and
caused metabolic health improvement, together with the induction of thermogenesis
markers in the liver as well as in subcutaneous white adipose tissue. Our study supports
that replacement of LCT by MCT in high-fat diets improve the metabolic features

associated with obesity.

KEYWORDS: Obesity; liver steatosis; insulin resistance; medium chain triglycerides;
UCP1; FFAR1/GPRA40.

HIGHLIGHTS

- Medium chain triglycerides (MCT) drastically deplete hepatic lipid droplets and white
adipose tissues.

- MCT improve body weight and insulin sensitivity in healthy and in obese mice.

- MCT induce thermogenic features in liver.

- FFAR1/GPRA40 is required for induction of Ucpl by MCT in hepatocytes.
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3.3 Introduction

Lipid anabolism includes dietary lipid assimilation, via intestinal then peripheral fatty
acid uptake, and endogenous lipid biosynthesis via de novo lipogenesis (DNL) (Bender,
2014; Strable & Ntambi, 2010). DNL converts excess of acetyl-CoA (produced by
oxidation of high amounts of carbohydrates and lipids) into fatty acids. These latter
mostly undergo esterification into triglycerides for long-term energy storage within
lipid droplets (LD) and for systemic lipoprotein trafficking (Bender, 2014; Strable &
Ntambi, 2010). On the other hand, the lipid catabolism coordinates lipolysis, which
consists in triglyceride hydrolyzation into free fatty acids, with peroxisomal and
mitochondrial B-oxidation of fatty acids to yield chemical energy (ATP) and heat
(Adeva-Andany ef al., 2019; Calderon-Dominguez ef al., 2016).

Within metabolically active cells, lipid homeostasis is tightly regulated (Frayn et al.,
2006) for example by the widely conserved AMP-activated protein kinase (AMPK)
(Carlson & Kim, 1973; Hardie, 2014). When activated by an increase in AMP relative
to ATP (corresponding to a low energy state), AMPK directly triggers lipid catabolism
(Carlson & Kim, 1973; Hardie, 2014; Jager et al., 2007; Li et al., 2011). Conversely, a
decrease in the AMP:ATP ratio lowers AMPK activity, favoring lipid anabolism
(Carlson & Kim, 1973; Hardie, 2014).

Obesity, an alarmingly prevalent condition (Smith & Smith, 2016b), results from
metabolic imbalance caused by abnormally sustained lipid anabolism. Typically
reflected by white adipose tissue (WAT) expansion (Virtue & Vidal-Puig, 2010) as
well as by ectopic deposition of fats (Ebbert & Jensen, 2013; Virtue & Vidal-Puig,
2010), obesity is a strong contributor to metabolic diseases such as type 2 diabetes
(Chadt et al., 2000; Smith & Smith, 2016b) and liver steatosis (Al-Dayyat et al., 2018a;
Byrne, 2013; Dietrich & Hellerbrand, 2014). Long chain fatty acids (LCFA) , that
constitute the vast majority of common dietary fats (Dostalova et al., 2005; Vingering

et al., 2010), are well documented to trigger such deleterious anabolic imbalance
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(Fischer et al., 2018; Gao et al., 2010; Gao et al., 2015; Li et al., 2018; Rial et al.,
2018b; Tang et al., 2015; Xiao et al., 2017; Zhao et al., 2017).

One emerging strategy to overcome obesity and associated disorders consists in the
stimulation of non-shivering thermogenesis (Cui & Chen, 2016b; Marinovic et al.,
2018; Nirengi et al., 2016; Ohno et al., 2012; Velickovic et al., 2019; Zhang et al.,
2017a) of metabolically active tissues such as brown and beige adipose tissues (BAT)
(Betz & Enerback, 2015) as well as skeletal muscle (Fuller-Jackson & Henry, 2018).
Activation of thermogenesis involves the biosynthesis of mitochondria overexpressing
the uncoupling protein 1 (UCP1) that actively dissipates a part of chemical energy into
heat (Brondani et al., 2012; Cui & Chen, 2016b).

Several bioactive compounds have been characterized as potent inducers of
thermogenesis in BAT and WAT (Marinovic et al., 2018; Nirengi et al., 2016; Ohno
et al., 2012; Velickovic et al., 2019; Zhang et al., 2017a). Recently, dietary medium
chain triglycerides (MCT) have been shown to activate thermogenic features at the
level of the interscapular BAT (Kim et al, 2017; Zhang et al., 2015). MCT are
esterified saturated fatty acids with chain lengths not exceeding ten carbon atoms,
called medium chain fatty acids (MCFA) (Babayan, 1987; Bach & Babayan, 1982;
Eyres et al., 2016). Concentrated MCT oils consist usually of esterified octanoic (C8)
and decanoic (C10) acids (Eyres et al., 2016). MCFA undergo a metabolism that is
distinct from LCFA (Rial et al., 2016b). In brief, dietary MCFA are transported to the
liver via the hepatic portal blood system independently of chylomicron trafficking, and
their translocation across mitochondrial membranes is not rate-limited by the carnitine
palmitoyltransferase (CPT) system (Papamandjaris et al., 1998; Schonfeld & Wojtczak,
2016). These properties allow MCFA to be mainly metabolized by the liver, where they
preferentially undergo a not rate-limiting mitochondrial B-oxidation instead of re-
esterification (Papamandjaris et al., 1998; Schonfeld & Wojtczak, 2016). We
previously demonstrated that, contrary to LCFA, MCFA do not induce triglyceride
accumulation within hepatocytes, and better promote lipid catabolism. MCFA also

improve insulin sensitivity by increasing basal and insulin-induced phosphorylation of
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the AKT-mTOR insulin signaling pathway (Rial et al., 2018b). MCFA have otherwise
been reported to activate PPARY (Liberato ef al., 2012a) and FFAR1/GPR40 (Li et al.,
2016b) pathways.

In the present study, we showed that dietary fat in the form of MCT lead to global
metabolic health improvement in lean as well as in obese mice. Dietary MCT
noticeably triggered thermogenic features in the liver, and also tended to induce them
in subcutaneous WAT. This provides new insight on the metabolically beneficial

bioactive properties of MCT.
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3.4 Materials and methods
3.4.1 Mice and diets

Three-week old male C57BL/6 mice (Charles River laboratories, Canada) were
acclimated to our animal facilities during two weeks prior to diet protocols. Mice were
continuously housed, 4 per cage at 24+1°C in a 12h light/dark cycle, with free access
to water. UQAM’s animal care committee approved all experimental procedures (CIPA
protocol 780).

Four diets, whose caloric breakdown and nutritional composition are detailed in Table
1, were used (Research Diets, USA): i- a standard low-fat diet (LFD; cat. #D12450H)
with 10% kcal from fat (5% from lard LCT and 5% from soy oil LCT); ii- a standard
high-fat diet (HFD; cat. #D12451) with 45% kcal from fat (40% from lard LCT and 5%
from soy oil LCT); iii- a customized high-fat diet (M20) with 45% kcal from fat (20%
from MCT, 20% from lard LCT and 5% from soy oil LCT); and iv- a second
customized high-fat diet (M40) with 45% kcal from fat (40% from MCT and 5 % from
soy oil LCT). The diet manufacturer used plant-based Dermol M-5 (ALZO
international Inc.) MCT oil, containing 60% C8 and 40% C10, were used to produce
our modified diets.

A first cohort of 32 mice (designated as cohort A) was divided in 4 groups of 8 mice
and continuously fed ad-libitum with either LFD, HFD, M20 or M40 diets for 10 weeks.
A second cohort of 32 mice (cohort B) was first fed with HFD for 10 weeks to induce
obesity and insulin resistance, then divided in 4 groups of 8 mice and fed LFD, HFD,
M20 or M40 diets for 10 more weeks.

Mice were euthanized after a 6h diurnal fast and plasma samples were stored at -20°C
for future analyses. Whole livers, and WAT samples (dorsal subcutaneous, epididymal)

were flash-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C.
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3.4.2 Body weight, food and energy intake

Individual body weight was monitored weekly and weight change was calculated as a
percentage of the reference weight measured at week 0 in cohort A and at week 10 in
cohort B. Food consumption in each cage was monitored daily, during 10 weeks on the
experimental diets, as the difference (in grams) between the food supplied and the
quantity of food remaining divided by the number of animals per cage. Individual
energy intake was calculated as the product of food intake and energy content of diets
(see Table 1). Areas under curve (AUC) of energy intake (in kcal) as function of time
(in weeks) were computed using the trapezoidal function of the GraphPad software. At
the end of the 10-week diet period, the food efficiency ratio was calculated by dividing
weight gain per total food intake.

3.4.3 Glucose homeostasis

Glycemia measurement, glucose tolerance tests (GTT) and insulin tolerance tests (ITT)
were assessed after a 6h diurnal fast. Blood glucose concentration was measured on
2ul of tail vein blood using an Accu-Chek Aviva glucometer (Roche). For GTT,
glycemia was evaluated at time-points -15, 0, 15, 30, 60, 90 and 120 min where 0 was
the time of intraperitoneal D-(+)-Glucose injection (1 g/kg body weight; Sigma-
Aldrich, cat. #G8270). For ITT, glycemia was evaluated at time-points -15, 0, 15, 30,
45, 60 and 90 min where 0 was the time of intraperitoneal injection of human
recombinant insulin (0.5 U/kg body weight; ThermoFisher Scientific, cat. #12585-014).
Data are presented as AUC of blood glucose concentration as function of time (in
minutes). In cohort A, GTT and ITT were performed at weeks 8 and 9 respectively.
Homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) was calculated from
plasma samples as follow: [glycemia (mM) x insulinemia (ng/ml)] / 22.5. In cohort B,
GTT were performed at week 0, 8 and 18, while ITT were performed at weeks 9 and
19. Note that the week 0 and 8 GTT confirmed HFD-induced glucose intolerance
before the diet switch.
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3.4.4 Circulating markers

Circulating markers were measured from plasma samples. Fasting insulinemia and
leptinemia were quantified using ELISA kits (Crystal Chem, cat. #90080 and cat.
#90030), and triglyceridemia was quantified using a colorimetric assay kit (Cayman

Chemical, cat. #10010303-96), according to the manufacturer’s protocols.

3.4.5 Histology

Liver and WAT (subcutaneous and epididymal) samples were fixed in Bouin’s solution
(75% saturated picric acid, 7.5% formaldehyde, 5% glacial acetic acid) overnight at
room temperature prior to paraffin embedding. Liver microtome sections (8 pm) were
stained with Masson’s trichrome while adipose tissue microtome sections (8 pm) were
stained with hematoxylin and eosin. Samples were visualized under white light using
a Nikon Eclipse Ti microscope equipped with a Scion CFW-1612C color-camera. LD
size and area within liver sections, as well as adipocyte size, were measured using the
Particle Analysis function of the ImagelJ software, after the conversion of images into
binary format. For LD measurements, the Particle Analysis function has been set to
consider LD with a sphericity coefficient of 0.7-1.0 and a size range of 0.07-2000 um?,

thus excluding vessels and artefacts.

3.4.6 Western blots

Total proteins were extracted from liver samples with a RIPA buffer (50 mM Hepes,
125 mM NacCl, 100 mM NaF, 10 mM Na-pyrophosphate, 10% glycerol, 1% Triton X-
100, 1.5 mM MgCl2, 1 mM ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N'-
tetraacetic acid, 2 mM Na-orthovanadate, 1.5 mM PMSF, 1x cOmplete protease
inhibitors, pH 7.2). Protein concentration was determined by the Bradford method
(Bradford, 1976), then diluted at 1 pg/uL in Laemmli buffer (50 mM Tris-HCI at pH
6.8, 5% P-mercaptoethanol, 2% sodium dodecyl sulfate (SDS), 0.01% bromophenol
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blue, 10% glycerol) before denaturation (5 min at 95°C). Denatured proteins (20 pg)
were loaded onto SDS-PAGE, and immunoblot analyses were carried out using the
primary antibodies (Table 3.11.2). Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-
rabbit IgG (Abcam, cat. #ab6721) or anti-mouse IgG (Cell Signaling technology, cat.
#7076) were used as secondary antibodies (1:4000). Bands were visualized with a
chemiluminescent HRP substrate (Millipore Sigma, cat. #WBKLS0500). Bands

intensities were measured by the Analyze Gels function of the Image J software.

3.4.7 Cell culture and treatments

HepG2 human hepatocellular carcinoma cells (ATCC, cat. #HB-8065) were cultured
in Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) supplemented with fetal bovine serum
(10%), penicillin (100 U/mL) and streptomycin (100 pg/mL) under standard conditions
(37°C, 5% CO»). Cells were then starved 24 h in fetal bovine serum-free EMEM and
treated 6 h with 0.25 mM of an equimolar mixture of sodium hexanoate (C8) and
sodium decanoate (C10). When required, cells were exposed to either 10 uM T0070907
(PPARY inhibitor), 10 uM DC260126 (FFAR1/GPR40 antagonist) or DMSO vehicle

one hour prior to and during C8/C10 treatment, for a 7 h total exposure time.

3.4.8 RNA extraction and quantitative PCR

Total RNA was extracted from liver, subcutaneous and epididymal adipose tissues, and
HepG2 cells, using TRIzol Reagent (Life Technologies, cat. #15596-018; Carlsbad,
USA) following the manufacturer’s instructions. One to five ug of total RNA was
reverse transcribed into cDNA using SuperScript II reverse transcriptase (Life
Technologies, 18064-022, Carlsbad, USA). Quantitative PCR was performed on 50 ng
cDNA using gene specific primers pairs (Table 3) and the Luna Master Mix reagent
(New England Biolabs, cat. # M3003L, USA) in a Light Cycler 480 thermocycler
(Roche, cat.# 05015278001). Gene expression was calculated using the comparative

ACt method (Livak & Schmittgen, 2001).
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3.4.9 Statistical analysis

Data are presented as mean + standard error of the mean. The GraphPad 8 software was
used to perform Student’s t-tests. A one-tailed unpaired test was applied, except with
data normalized to one control where a “one sample” t-test is appropriate. A p-value
less than 0.05 was taken as indicative of a statistically significant difference between

groups.
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3.5 Results

3.5.1 A high-fat diet enriched in MCT does not adversely affect body weight or
insulin sensitivity

Mice of cohort A were three-week old male C57BL/6 fed either the LFD or the three
different isocaloric fat-rich diets for 10 weeks (Fig.3.1A-B). A standard high-fat diet
(HFD) containing 45% kcal from LCT was used as an obesogenic control diet. The
M20 HFD contained 20% kcal from MCT while the M40 HFD contained 40% kcal
from MCT.

As expected, HFD feeding resulted in a 33% weight gain relative to LFD feeding
(Fig.3.1C, Supp.Fig.S3.1). Interestingly, stepwise replacement of LCT by MCT (M20
and M40 diets) decreased the impact of HFD on weight gain in a dose-dependent
manner. Even more mice on the M40 diet exhibited a 10% smaller weight gain than
the LFD controls (Fig.3.1C, Supp.Fig.S3.1). Energy intake was equivalent among
experimental groups (Fig.3.1D) showing that the effects of the M20 and M40 diets
were due to their low food efficiency ratio relative to the standard HFD (Fig.3.1E)
avoiding the loss of insulin sensitivity (Fig.3.1F) and glucose clearance efficiency
(Fig.3.1G, Supp.Fig.S3.1). M40-fed mice even exhibited an insulin sensitivity similar
to LFD lean controls (Fig.3.1F-H, Supp.Fig.S3.1). Overall, MCT replacement
diminished (M20) or completely prevented (M40) HFD-induced insulin resistance.

3.5.2 A high-fat diet enriched in MCT improves markers of hepatic health

Since liver steatosis is a well-established comorbidity effect of obesity and insulin
resistance (48), we evaluated the impact of our experimental diets on hepatic tissue.
Standard HFD induced a strong fat accumulation in livers. This was characterized by
lipid macrovesicles reaching 63 um? (versus 15 um? in LFD) and covering 22% of the
tissue area (versus 2.5% in LFD; Fig.3.2A-C). The M20 diet was also steatogenic, but
LD were 25% smaller and less abundant in M20-fed livers than after standard HFD

feeding (Fig.3.2A-C). Interestingly, the M40 diet had a radical effect, causing a near-
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abolishment of hepatic LD (Fig.3.2A). Indeed, M40 substantially decreased (3-fold)
the average hepatic LD size and tended to decrease (2-fold) the total area covered by
LD, relative to LFD control (Fig.3.2B,C). None of the four experimental diets induced
collagen fiber infiltration as evidenced by the complete lack of blue stains within livers
parenchyma following Masson’s trichrome histological preparation (Fig.3.2A). This
indicates that hepatic fibrosis was not induced. Consistently with LD content, liver
weight was increased by 60% and 50% in HFD-fed and M20-fed mice respectively,
compared to LFD (Fig.3.2D). Interestingly, liver weight was decreased in M40-fed
mice, being even 20% lower than in LFD-fed mice. The liver index (liver to body
weight ratio) remained unchanged among the 4 groups (data not shown).

Hepatic steatosis is often associated with insulin resistance and, as a corollary, absence
of hepatic steatosis is favorable to insulin sensitivity preservation (49, 50). We
therefore measured the phosphorylation state of Akt kinase (on serine 473), a reliable
marker of tissue-specific insulin sensitivity (51). This phosphorylation tended to be
inhibited in HFD-fed mice compared to LFD-fed mice, while livers of mice fed with
the M20 and M40 diets displayed a strong increase in Akt phosphorylation relative to
HFD (Fig.3.2E). This suggests that the MCT-containing diets potentiate liver’s insulin

sensitivity, contrary to steatogenic HFD.

3.5.3 A high-fat diet enriched in MCT triggers the overexpression of
thermogenesis markers in the liver

Given that the M40 HFD diet did not induce an increase in hepatic weight or LD
content, we reasoned that a MCT-rich diet might activate specific lipid catabolic
processes in the liver. Expression of the lipolysis marker A¢gl was not overly modulated
by the fatty diets (Fig.3.3A) while, relatively to HFD, MCT diets dose-dependently
increased the expression of the beta-oxidation and mitochondrial biogenesis markers
Cptla and Ppargcla, respectively (Fig.3.3B,C). Strikingly, the M40 diet triggered a
6.7-fold increase in Ucpl gene expression, a key thermogenesis marker, at a level close

to statistical significance (p=0.066, Fig.3.3D). To further characterize thermogenesis
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in liver samples, we measured the abundance of Vdacl and Ucpl proteins, as well as
the phosphorylation of Ampk (on threonine 172) which reflects the intracellular
AMP:ATP balance. The three markers were increased by more than 2-fold, in livers of
M40-fed mice (Fig.3.3E-G). The M20 diet did not trigger these thermogenic features.
To delineate the molecular mechanism underlying the induction of Ucp! expression by
MCT consumption, we evaluated the expression of canonical endogenous activators of
thermogenesis. Neither Adrb3 gene expression (Zhang et al., 2015), PPARY activity
(Ohno et al., 2012) — as reported by the expression of its hepatic target gene Cd36 —
nor Fgf21 gene expression (Fisher ef al., 2012) was increased in livers from M40-fed
mice (Supp.Fig.S3.2). We next evaluated the direct effect of MCFA on hepatocytes, as
they are abundant (in their non esterified form) in the hepato-portal system after the
digestion of dietary MCT (Babayan, 1987; Bach & Babayan, 1982; Guillot ef al., 1993).
This may indeed trigger hepatic Ucpl expression trough activation of the above
mentioned FFAR1/GPR40. Treatment of HepG2 human hepatoma cells with an
equimolar mixture of C8 and C10 (mimicking MCT oil) effectively increased UCP!
gene overexpression by 3.5-fold (Fig.3.3H). Moreover, this induction was significantly
impeded in the presence of a FFAR1/GPR40 inhibitor, confirming the involvement of
this receptor (Fig.3.3H). We also confirmed that a PPARy antagonist has no inhibitory
effect on MCFA-induced UCPI overexpression (Fig.3.3H).

3.5.4 A high-fat diet enriched in MCT does not trigger WAT expansion

Mice on M40 displayed a lower level of circulating triglycerides than HFD-fed mice,
at a level similar to that of LFD-fed mice (Fig.3.4A). Mice fed with high-fat diets
enriched in MCT showed, in a dose-dependent manner, lower circulating leptin levels
than mice raised on the standard HFD. Moreover, leptin level was 6 times lower in

M40-fed mice than in LFD-fed mice (Fig.3.4B).

These results indicated that the MCT diets potentially lowered white adiposity in

comparison with the HFD, because both circulating leptin and triglyceride levels are
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key markers positively correlated with white adiposity expansion (Ludgero-Correia et
al., 2012; Skurk et al., 2007). Interestingly, the epididymal fat deposit was almost
absent in M40-fed mice (Fig.3.4C). The subcutaneous WAT was also less abundant in
M40-fed than in any other mice from the cohort (data not shown). While the HFD
almost doubled adipocyte size, M20 and M40 MCT-enriched diets dose-dependently
prevented adipocyte hypertrophy in both epididymal WAT (Fig.3.4D,E) and
subcutaneous WAT (Fig.3.5A-B). Moreover, the average size of subcutaneous
adipocytes tended to be lower in M40-fed mice than in the LFD control (Fig.3.5A,B).
To better understand the underlying molecular mechanisms at play in these adipose
tissues, we measured the expression levels of various genes involved in lipid
metabolism. In epididymal tissue, the experimental diets did not modulate the
expression of the Srebf] gene (Fig.3.4F) which encodes for the master upregulator of
lipogenesis Sterol regulatory element-binding transcription factor 1 (Srebpl) (Wang et
al., 2015b). Feeding mice with the M40 diet increased Cd36 expression 2-fold
(Fig.3.4G), while Cptla expression was increased 3-fold by the three energy dense
diets (Fig.3.4H). Ppargcla expression was inhibited under the HFD and M20 diet, and
was maintained to a similar level than for the LFD under the M40 diet (Fig.3.4I).
Expression of Ucpl was not modulated either (Fig.3.4)). In subcutaneous adipose
tissue, dietary MCT replacement dose-dependently decreased SrebfI expression and
increased Cd36 expression (4.5-fold under M20 and 3-fold under M40), relative to the
HFD (Fig.3.5C,D). Our experimental diets had little or no effect on Cpt/a and
Ppargcla expression (Fig.5E,F). Ucpl expression was decreased to residual levels by
the HFD and M20 diets but was preserved by the M40 diet (Fig.3.5G). Overall,
compared to the standard HFD, dietary MCT had a more benefic impact on lipid

metabolism in subcutaneous than in epididymal adipocytes.
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3.5.5 Body weight and insulin resistance are reduced in metabolically
unhealthy obese mice raised on a high-fat diet enriched in MCT

Since M40 ameliorates the metabolic features of healthy mice, we hypothesized that a
MCT-enriched diet could ameliorate the metabolic disorders observed in unhealthy
obese animals. Therefore, we fed C57BL/6 male mice during 10 weeks with the
standard HFD in order to induce marked weight gain, high fasting glycemia and
glucose intolerance (Supp.Fig.S3.3). We then transferred these mice to LFD, M20 or
M40 diets for 10 additional weeks (cohort B; Fig.3.6A). We also maintained one group
on the HFD as control. Following the week of diet switch, weight gain continued to
increase in the HFD and M20 groups (Fig.3.6B,C). Conversely, following the diet
switch, the LFD as well as the M40 triggered a rapid weight loss sustained during six
weeks, before a slight increase to the initial values (Fig.3.6B). Despite this late rescue,
LFD and M40 globally triggered 2% and 5% weight loss, respectively, in obese mice
(Fig.3.6C).

Global energy intake, after the diet switch, was equal among HFD-, M20- and M40-
fed mice, and 13% higher than under LFD (Fig.3.6D), maybe resulting from appetizing
effect of fats. While HFD and M20 impaired glucose homeostasis, M40 and LFD
rescue glucose homeostasis (Fig.3.6E,F, Supp.Fig.S3.4,S3.5). However, the M20 diet
failed to reverse weight gain (Fig.3.6B,C) or alterations in glucose homeostasis

(Fig.3.6E,F; Supp.Fig.S3.4,S3.5).

3.5.6 A high-fat diet enriched in MCT improves steatosis and stimulates the
expression of thermogenesis markers in the liver of obese animals

We next characterized the livers of cohort B mice. Switching from HFD to the M40
diet significantly decreased hepatic steatosis, in comparison with replacement by M20
or LFD (Fig.3.7A). Compared to LFD, the M40 diet led to a 2-fold decrease of hepatic
LD size, and a near statistically significant (p=0.54) 2-fold decrease of hepatic LD
tissue area coverage (Fig.3.7B,C). We noticed a heterogenous distribution of LD in

liver samples from MCT-fed mice. LD-rich areas were interspersed with regions
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depleted in LD, and these depleted regions were systematically located around a vessel
(Fig.3.7A; 4x zoom). At the same time, both liver weight and liver index were further
increased by HFD and M20 diet, and 15% lower under the M40 diet, compared to LFD-
fed mice (Fig.3.7D,E). Consistently with these results, hepatic basal phosphorylation
of Akt (S473) was inhibited 2-fold by the HFD and the M20 diet, and preserved by the
M40 diet, relative to the LFD (Fig.3.7F).

To evaluate the importance of lipid catabolism in the antisteatogenic effect of dietary
MCT, we then measured the hepatic expression of genes related to this process. None
of the diets modulated hepatic A¢gl expression (Fig.3.7G). Relative to LFD, both M20
and M40 diets tended to induce hepatic Cptia expression (Fig.3.7H). However, only
the M40 diet increased Ppargcla and Ucpl hepatic expression, by 1.6-fold and 2.5-
fold respectively (Fig.3.71J).

3.5.7 Expression of thermogenesis markers are increased in subcutaneous
WAT of obese mice on a MCT enriched diet

Considering that MCT enriched high-fat diets had a stronger impact on subcutaneous
adipocytes than on epididymal adipocytes in cohort A, we evaluated the impact of our
diet switch on the expression of metabolic markers in the subcutaneous WAT of obese
animals from cohort B. Surprisingly, transition from the HFD to the M40 diet increased
both Srebfl and Cd36 expression relative to the M20 diet and HFD control
(Fig.3.8A,B). Moreover, the M20 diet tends to decrease the expression of Cptla while
the M40 tends to increase it (Fig.3.8C). Interestingly, both the M20 and M40 diets
tended, but not significatively, to increase Ppargcla and Ucpl thermogenesis marker

expression, in a dose-dependent manner (Fig.3.8D,E).
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3.6 Discussion

In this study we characterized the impact of dietary MCT on mouse metabolic health.
We showed that replacement of LCT by MCT dose-dependently reduces the
obesogenic and steatogenic effect of a HFD. Dietary MCT trigger marked elevation of
thermogenesis features at the hepatic level. These thermogenic features are
concomitant with a reduction of liver steatosis, body weight loss, and metabolic
improvement in unhealthy obese mice. The most notable results were obtained in the
liver, not in adipose tissue, supporting the central role of hepatic thermogenesis in the
metabolically beneficial effects of dietary MCT. The main limitation of our study is
that only male mice were used. As sexual dimorphism has previously been observed in
relation to MCT feeding and lipid metabolism (Tucci ef al., 2015), the impact of MCT
enriched diets on obesity-related metabolism features in females should be investigated
in further studies.

Common sources of saturated and monounsaturated LCT, such as lard, are
consensually thought to promote unhealthy lipid accumulation (Kim ef al., 2014; Sun
et al., 2017a). Herein, replacement of lard by MCT in fat-rich diets dose-dependently
prevents obesity induction. This result is consistent with the propensity of medium
chain lipids towards rapid oxidation (Rial et al., 2016b). Previous studies also reported
that MCT-based lipid-rich diets (comparable to the M40 diet) prevent weight gain and
obesity features in rodents (De Vogel-van den Bosch ef al., 2011; Geng et al., 2016;
Rial et al., 2016b; Zhou et al., 2017b). Going further, our study shows that M40 feeding
resulted in a body weight gain substantially lower than under LFD feeding. A plausible
mechanism explaining this observation is the strong effect of the M40 diet on
thermogenic and lipid catabolism features, especially in the liver, a result never
documented following removal of lard from diets (Luijten ef al., 2019). By triggering
thermogenic catabolic processes in the liver, in a manner not induced by LFD, this
MCT-rich diet likely promotes the mobilization for oxidation of hepatic, circulating

and adipose fat stores, leading to a significant reduction in body mass. This clearly
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suggests that the effects observed are induced by the addition of MCT and not by the
removal of lard. We also showed here that dietary MCT stimulated the hepatic lipid
catabolic process, as evidenced by increased Cptla and Ppargcla gene expression
(Fig.3.3B,C). In agreement with our observations, MCT and their unesterified MCFA
derivatives have been reported to promote lipid catabolism in isolated hepatocytes (Rial
et al., 2018b; Wang et al., 2016a), in muscles (Montgomery et al., 2013; Wang et al.,
2018a), in WAT and BAT (Kim et al., 2017; Zhang et al., 2015), as well as
mitochondrial biogenesis and activity in piglet livers (Zhang et al., 2016).

We also showed a marked induction of Ucpl expression in liver samples of mice fed
with the M40 diet. This was surprising since Ucpl has been reported to be mainly
expressed in BAT and at a lower extent in WAT, but not in liver (Shore ef al., 2013).
However, we showed that hepatic Ucpl gene expression in M40-fed mice was
accompanied by elevated expression of the mitochondrial abundance marker
Vdacl(Fig.3.3E) (Mazure, 2016; Yeo et al., 2019) and the Ucpl protein (Fig.3.3F).
The expression of phosphorylated Ampk (T172) (Fig.3G) was also increase indicating
alow ATP:ADP+AMP ratio (Hardie, 2014). This suggests that hepatic Ucp1 induction,
after MCT-enriched feeding, was relevant in terms of functional thermogenesis, a
catabolic pathway which promotes fat depletion. Moreover, phosphorylated Ampk
directly participates in the activation of lipid catabolism (Carlson & Kim, 1973; Hardie,
2014), which could in turn contribute to the lack of hepatic steatosis (Fig.3.2A-D), and
insulin resistance (Fig.3.2E), following MCT intake. Thermogenesis is known to
decrease reactive oxygen species production (Brondani et al., 2012; Cadenas, 2018),
and may in part contributed to M40-fed mice hepatic health.

Several investigators reported that dietary MCT boost thermogenesis in brown adipose
tissues (Baba et al., 1987; Kim et al., 2017; Zhang et al., 2015) and upregulate
thermogenesis markers (such as UCP1) in skeletal muscles (Wang et al., 2018b). In
terms of liver effects, Chamma et al. recently reported that a MCT enriched diet
(similar to our M40 diet) also increased hepatic Pgcla and Ucp3 expression levels

(Chamma et al., 2017). However, this was associated with marked liver steatosis, in
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contradiction with our results. This discrepancy probably reflects the fact that the
MCT-rich diet used by Chamma et al. was 30% more caloric than their control diet
(Chamma et al., 2017), Moreover, this caloric surplus was not provided by fats or sugar,
explaining lack of adiposity, but by casein whose long term consumption at high doses
is known to trigger strong liver steatosis (Diaz-Rua et al., 2017).

Reproducing the in vivo effect of dietary MCT, we showed that MCFA treatment, at
physiologically relevant concentrations (Haidukewych et al., 1982; Sills et al., 1986)
also significantly increased UCP! expression in cultured HepG2 cells (Fig.3.3H). This
observation demonstrates that MCFA derived from dietary MCT, known to efficiently
enter the hepatic portal vein circulation, have the potential to directly foster
thermogenesis of hepatic parenchyma. Our data also suggests that this effect is
probably mediated by the FFAR1/GPR40 receptor (Fig.3.3H). Interestingly, C8 and
C10 are known FFAR1/GPR40 agonists (Huang ef al., 2014). In addition, treatment
of mouse livers and HepG?2 cells with the FFAR1/GPR40 agonist GW9508 prevented,
in an AMPK-activation dependent manner, lipid accumulation induced by steatogenic
challenges (Li et al., 2016b). In addition, C10 was shown to amplify glucose-stimulated
insulin secretion by pancreatic B-cells in a FFAR1/GPR40-dependent fashion (Pujol e?
al., 2018). Of note, UCP! induction by MCFA was not completely abrogated by the
FFARI/GPR40 antagonist in our assays, suggesting that other pathways may be
involved in mediating the MCFA effect on UCP! expression.

Our study suggests that high amounts of MCFA derived from hydrolyzed dietary MCT
reach the liver, resulting in hepatic LD depletion likely via an FFAR1/GPR40-
dependent activation of thermogenesis. Previous reports have shown that medium
chain lipids also decrease VLDL production by hepatocytes (Sato et al., 2005;
Tachibana et al., 2005; Tachibana et al., 2002). These reports, coupled with our
observations, lead us to hypothesize that MCT decrease the availability of circulating
fatty acids, thus drastically reducing the fatty acid supply needed for triglyceride
synthesis and storage by peripheral tissues such as WAT. Consistently with the

metabolic profile observed on our MCT-fed mice, prevention of adipocyte hypertrophy
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is, furthermore, a well-recognized marker for optimal metabolic health (Ghaben &
Scherer, 2019). However, MCT-rich diets did not increase thermogenesis markers in
WAT, highlighting the importance of hepatic thermogenesis in the metabolic effects of
MCT in lean mice.

Even if the liver readily oxidizes most of dietary MCFA, it seems that a small
proportion of MCFA, mainly as C10 (You ef al., 2008), evades liver catabolism to
induce peripheral effects (Han ef al., 2003). In fact, it has been suggested that, in rats,
dietary MCFA exert a direct lowering effect on epididymal and perirenal white
adiposity by decreasing PPARy and CEBPa gene expression, as well as LPL activity
(Han et al., 2003). Other studies, conducted on 3T3-L1 preadipocytes, have revealed
that C8 and C10 activate PPARY, promoting adipocyte differentiation (Liberato ef al.,
2012a; Yang et al., 2009). In our study, MCT presumably increased PPARY activity in
WAT, as revealed by the induction of its Cd36 target gene (Wheeler & Gekakis, 2014).
Yet, adipose expansion could not occur for the reason proposed above.

In metabolically unhealthy obese mice, we showed that the M40 diet decreased body
weight, insulin resistance and liver steatosis. This result is in agreement with a previous
study showing that both C8 and C10 decreased lipid stores within steatosed hepatocytes
by promoting lipolysis and decreasing lipogenesis (Wang et al., 2016a). In our obese
mice however, hepatic Azg/ was not increased by MCT feeding, but Ppargcla and
Ucpl were induced, suggesting that in-vivo resorption of hepatic steatosis by MCT
diets involves thermogenesis rather than lipolysis. Interestingly in cohort B, liver
samples of M20-fed mice were dotted with areas without steatosis around blood vessels
(Fig.3.7A). One possibility is that dietary MCFA reach hepatic blood vessels from
which they undergo simple diffusion to activate catabolic features in the surrounding
parenchyma.

Otherwise, markers of thermogenesis tended to increase in subcutaneous adipose tissue
of mice from cohort B on the M40 diet (Fig.3.8C-E). This suggests that, in obese mice,
MCT have the potential to trigger the browning of WAT. In accordance with this

concept, MCT feeding reduces obesity in part via the elevation of thermogenesis from



160

scapular BAT (Zhang et al., 2015). This may be explained in part by the fact that in
obese mice with steatosis hepatic lipid catabolism is low. Therefore, significant
amounts of MCFA (higher than in lean mice) evade liver oxidation reaching the WAT.
Once in the WAT, they could activate PPARYy, triggering the PPAR-dependent
browning phenotype (Ohno et al., 2012).

In conclusion, we found that in healthy lean mice, consumption of high amounts of
MCT prevent metabolic disorders likely by triggering thermogenesis within the liver,
preventing body fat expansion. We suggest that the liver is a key metabolic organ where
MCT exert their metabolically beneficial thermogenic effects in a FFAR1/GPR40-
dependent manner. In obese metabolically unhealthy mice, MCT-rich diets also
improved the metabolic profile, and enhanced the levels of thermogenesis markers in
the liver as well as in the subcutaneous WAT. Overall, our study consolidates the
concept that dietary MCT are bioactive lipids that could be helpful for the prevention
and the treatment of metabolic disorders related to obesity, such as non-alcoholic fatty

liver disease, dyslipidemia and insulin resistance.
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3.9 Figure legends

Figure 3.1 : High-fat diets enriched in MCT do not adversely affect body weight
nor insulin sensitivity. (A) Experimental timeline for cohort A. Mice were raised for
10 weeks on diets LFD, HFD, M20 and M40. (B) Percentage of energy content (kcal)
from long chain triglycerides (LCT) and medium chain triglycerides (MCT) in the four
diets. The dashed line shows the standard 45% kcal content from fat. (C,D,E) Area
under curve (AUC) of body weight gain, total energy intake, and food efficiency ratio
during 10 weeks of diets, for each group (n = 8). (F) HOMA-IR determined for each
diet group at week 10 (n = 4). (G,H) AUC of glycaemia variations measured during
glucose tolerance tests (GTT) at week 8, and insulin tolerance tests (ITT) at week 9 (n
= 4). Data are shown as mean = SEM. Asterisks (*) are used to indicate statistical
comparisons with the LFD group while number signs (#) denote comparisons with the

HFD control. Student’s t-test: * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Figure 3.2 : A high-fat diet rich in MCT improves markers of hepatic health. (A)
Representative images of liver sections from cohort A animals, stained with Masson’s
trichrome. Blue arrows point to examples of very small and sporadic LD in M40
hepatic samples. Scale bar: 200 microns. (B,C) Quantification of lipid droplet size and
proportion of tissue area occupied by lipid droplets in the liver sections (n = 3). The
dashed red line indicates the steatosis threshold (more than 5% tissue area). (D) Liver
weight (n = 8). (E) Phosphorylation level of AKT (on Ser473) in liver homogenates (n
= 8). Representative Western blots are shown. Phospho-AKT expression was
normalized to Cyclophilin-B. Data are shown as mean + SEM. * compare with the LFD
group. # compare with the HFD control. Student’s t-test: * p <0.05, ** p <0.01, ***
p <0.001.

Figure 3.3 : A high-fat diet rich in MCT triggers the overexpression of key

markers of thermogenesis in liver. (A-D) Gene expression of A#gl, Cptla, Ppargcla
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(n=4) and Ucp! (n = 7) normalized by Hprtl, in hepatic tissue from cohort A (n =4).
(E-G) Protein expression of Vdacl, Ucpl and phospho-Ampk (on Thr172) in hepatic
tissue (n = 8). Representative Western blots are shown. Vdacl was normalized to a-
Tubulin while Ucpl and phospho-Ampk were normalized to Cyclophilin-B. (H)
Expression of UCP] transcript in HepG2 cells, normalized to the Hprtl (n = 3). Cells
were treated 6h with MCFA (125 uM C8 + 125 uM C10) and with either vehicle (CTL),
the PPARY inhibitor T0O070907 (PPARyI, 10uM) or the FFAR1/GPR40 antagonist
inhibitor DC260126 (GPR40I, 10uM). Ucp! expression were normalized to vehicle-
treated cells. Data are shown as mean = SEM. * compare with the LFD group and #
compare with the HFD group. & designate comparisons with the DMSO-treated cells.,
and 7 compare with the MCFA-treated condition. Student’s t-test: * p < 0.05, ** p <
0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001.

Figure 3.4 : A high-fat diet rich in MCT exert beneficial effects on visceral white
adipose tissue. (A,B) Circulating triglycerides (TG) and leptin from cohort A plasma
samples (n = 4). (C) Representative photographs of dissected mouse abdomens with
epididymal (Ep) WAT highlighted in yellow. (D) Representative images of epididymal
white adipose tissue sections, stained with H&E. (E) Quantification of adipocyte size
in the tissue sections (n = 3). (F-J) Expression of Srebf1, Cd36, Cptla, Ppargcla and
Ucp transcripts, normalized to Hprtl, in epididymal white adipose tissue (n =4). Data
are shown as mean + SEM. * compare with the LFD group, and # compare with the

HFD group. Student’s t-test: * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001.

Figure 3.5 : A high-fat diet enriched in MCT exert beneficial effects on
subcutaneous white adipose tissue. (A) Representative images of subcutaneous white
adipose tissue (WAT) tissue sections, stained with H&E. (B) Quantification of
adipocyte size in the tissue sections (n = 3). (C-G) Expression of Srebf1, Cd36, Cptla,

Ppargcla and Ucpl transcripts, normalized to Hprtl (n = 4). Data are shown as mean
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+ SEM. * compare with the LFD group, and # compare with the HFD control. Student’s
t-test: * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Figure 3.6 : Body weight and insulin resistance are reduced in metabolically
unhealthy obese mice fed a high-fat diet enriched in MCT. (A) Experimental
timeline for cohort B. Mice were raised for 10 weeks on HFD then switched to diets
LFD, HFD, M20 and M40 for another 10 weeks. (B) Body weight change after diet
switch in percentage versus body weight measured at week 10 (n=8). The dotted line
represents a theorical unchanged body weight percentage. (C) Area under curve (AUC)
of body weight change after diet switch, in comparison with AUC of the theorical
unchanged (Stable, hatched histogram) body weight percentage (n = 8). (D) AUC of
total energy intake measured for each group from the day of diet switch (n=2). (E,F)
AUC of GTT and ITT results measured before (at week 8 and week 9 respectively) and
after diet switch (n =4). The dotted lines outline the values before diet switch. Data are
shown as mean + SEM. * compare with the LFD group. ¥ is used for comparisons of
body weight change percentage with theorical unchanged (B), and $ for comparisons
with the pre-switch diet values (C,D). Student’s t-test: * p <0.05, ** p <0.01, **** p
<0.0001.

Figure 3.7 : A high-fat diet enriched in MCT improves steatosis modulating
hepatic lipid catabolism in obese animals. (A) Representative images of liver
sections from cohort B animals, stained with Masson’s trichrome. Yellow arrowheads
point to blood vessels. Zoom boxes show a 4-fold magnification of regions of the
microscope field. (B,C) Quantification of LD size and proportion of tissue area
occupied by LD in the liver sections (n = 3). (D,E) Liver weight and liver index (liver
weight / body mass) in cohort B (n = 8). (F) Evaluation of phospho-AKT (Ser473) by
Western blot normalized to Cyclophilin-B in liver homogenates (n = 8). Representative
blots are shown. Gene expression of hepatic Atgl, Cptla, Ppargcla and Ucpl,

normalized to Hprtl (n = 4). Data are shown as mean = SEM. * compare with the LFD



165

group, and # compare with the HFD group. Student’s t-test: * p < 0.05, ** p <0.01,
*aEx p <0.0001.

Figure 3.8 : Expression of thermogenesis markers are increased in subcutaneous
WAT of obese mice on a MCT enriched diet. (A-E) Gene expression of Srebf1, Cd36,
Cptla, Ppargcla, and Ucpl normalized to Hprtl, in subcutaneous WAT from cohort
B (n = 4). Data are shown as mean + SEM. * compare with the LFD group, and #
compare with the HFD group. Student’s t-test: * p <0.05, ** p <0.01.

Supplementary Figure 3.1 : High-fat diets rich in MCT do not adversely affect
body weight nor insulin sensitivity, in cohort A. (A) Body weight change in
percentage of body weight measured at week 0 (n=8). (B) Glucose tolerance test (GTT)
and (C) insulin tolerance test (ITT) respectively performed at weeks 8 and 9 (n=8).
Data are shown as mean = SEM. * compare with the LFD group, and # compare with
the HFD group corresponding to the same time on x-axis. Student’s t-test: * p < 0.05,

% 1 < 0.01, *¥*** p < 0.0001.

Supplementary Figure 3.2 : Hepatic markers of canonical thermogenesis-
activating pathways are not induced by MCT-rich diets, in cohort A mice. (A-C)
Expression of Adrb3, Cd36, and Fgf2] transcripts, normalized to Hprtl, in liver
samples from cohort A (n = 4). Data are shown as mean + SEM. * compare with the

LFD group, and # compare with the HFD group. Student’s t-test: * p <0.05.

Supplementary Figure 3.3 : High fat diet (HFD)-induced obesity and glucose
homeostasis impairment in mice of cohort B. (A) body weight (n=32), (B) fasting
glycemia (n=4) and (C) AUC of GTT (n=4) measured at early and late timepoints of
the 10-weeks long HFD-based protocol feeding for mice of cohort B. Data are shown
as mean £ SEM. * compare with week 0 (A,C) or week 3 (B), and # compare with
week 8 (A,B). Paired student’s t-test: ** p <0.01, **** p <(0.0001.
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Supplementary Figure 3.4 : Glucose intolerance is reduced in metabolically
unhealthy obese mice fed a high-fat diet rich in MCT. GTT performed on mice from
cohort B at weeks 0 and 8 of the obesity-induction step, then at week 8 after the diet
switch. Data were obtained from mice that have been transferred to LFD (A), HFD (B),
M20 (C) and M40 (D) diets (n=4). Results are mean + SEM. * compare each timepoint
of the GTT measured at week 8 with the equivalent timepoint measured at week 0, and
# similarly compare week 18 with week 8. Paired student’s t-test: * p < 0.05, *** p <

0.001, **** p <0.0001.

Supplementary Figure 3.5 : Insulin resistance is reduced in metabolically
unhealthy obese mice fed a high-fat diet rich in MCT. ITT performed on mice from
cohort B at week 9 of the obesity-induction step, then at week 9 after the diet switch.
Data were obtained from mice that have been transferred to LFD (A), HFD (B), M20
(C) and M40 (D) diets (n=4). Results are mean + SEM. # compare each timepoint of
the ITT measured at week 19 with the equivalent timepoint measured at week 9. Paired

student’s t-test: # p < 0.05, ## p < 0.01, ### p < 0.001.
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3.10 Figures
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Figure 3.2
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Figure 3.3
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Figure 3.4
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Figure 3.5
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Figure 3.7
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Figure 3.8
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Supplementary figure 3.1
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Supplementary figure 3.2
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Supplementary figure 3.3

A Body weight B Fasting glycemia C GTT
50 - i 15+ ## 2500+ EEE®
40 EEEE DL FEEE
E 304
=
0 20-
10—
0-

HFD HFD HFD HFD HFD HFD
Week 0 Week B Week 10 Week 3 Week B Week 9 Week 0 Week 9



Supplementary figure 3.4

A Glycemia

301+
=4~ HFD 0 WEEK
-8~ HFD 8 WEEKS

- HFD to LFD

254

mM

I
-30 15 0 15 30 45 60 75 90 10512
Minutes

Glycemia
=~ HFD 0 WEEKS

-&- HFD B WEEKS
HFD to M20

25
-

mM

.30 15 0 15 30 45 60 75 90 105120
Minutes

179

B Glycemia
=i~ HFD 0 WEEK

-8~ HFD 8 WEEKS
-2 HFD 18 WEEKS

mM

.30 -15 0 15 30 45 60 75 90 105120

Minutes

30+ Glycemia
-+~ HFD 0 WEEKS

25+ - HFD 8 WEEKS
-& HFD to M40

3015 0 15 30 45 €0 75 90 105120
Minutes



180

Supplementary figure 3.5
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3.11 Tables

Table 3.1. Caloric breakdown and nutritional composition of diets.

Diets LFD HFD MCT-20 MCT-40
Composition (%) | g keal | g keal | g keal | g kcal
Proteins 192 20 24| 20 241 20 24 20
carbohydrates 67,3 70 41| 35 41| 35 41 35
fat 4,3 10 24| 45 24| 45 24| 45
total 100 100 100 100
kcal/g 3,85 4,7 4,7 4,7
Compounds | g kecal | g kecal | g kcal | g kcal
Casein, 80 Mesh 200] 800| 200| 800 200, 800| 200, 800
L-cystine 3 12 3] 12 3] 12 3 12
corn starch 452,21 1808 | 72,8| 291| 72,8| 291| 72,8| 291
Maltodextrine 75| 300] 100| 400| 100| 400| 100| 400
Sucrose 172,8] 691[172,8| 691]|172,8| 691| 172,8| 691
Cellulose 50 0 50 0 50 0 50 0
Soy oil 25| 225 25| 225 25| 225 25| 225
Lard 20| 180)177,5]1598| 87.4| 787 0 0
MCT 0 0 0 0 90,1| 811] 177,5] 1598
minerals 45 0 45 0 45 0 45 0
Vitamins 12| 40 12| 40 12| 40 12| 40
TOTAL 1055 | 4057 | 858,2 | 4057 | 858,2 | 4057 | 858,2 | 4057
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Table 3.2. Primers sequences for mouse and human genes used in real-time PCR.

Species Gene target | Forward Primer (5'-3") Reverse Primer (5'-3")
Atgl GGAACATCTCATTCGCTGGC |CCAGGTTGAAGGAGGGATGC
Cptla GACTCCGCTCGCTCATTCC ACCAGTGATGATGCCATTCTTG
Ppargcla GTTCACTCTCAGTAAGGGGC |GTCGCTACACCACTTCAATCC
Uepl AACACTTTGGAAAGGGACGAC | CAAAACCCGGCAACAAGAGC
Z::culus Srebf1 GGACACTGAGAGACCCCTGC |TCCATTGCTGGTACCGTGAG
Cd36 GATGACGTGGCAAAGAACAG |TCCTCGGGGTCCTGAGTTAT
Adrb3 CCTTCAACCCGGTCATCTACTG | CGCACCTTCATAGCCATCAAAC
Fgf21 ACCGCAGTCCAGAAAGTCTC |TGCAGGCCTCAGGATCAAAG
Hprtl TCAGTCAACGGGGGACATAAA | GGGGCTGTACTGCTTAACCAG
Homo UCPI CAACAGCTATGTCCTCCCCG |ACGTTCCAGGATCCAAGTCG
Sapiens HPRTI CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT |AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA

Table 3.3. Antibodies used for Western blots.

Antibody Catalog Concentration
Manufacturer Source

target number Used
Cell Signaling

p-Akt (S473) 4060S Rabbit 1:2.000
Technology

Vdacl Abcam ab14734 Mouse 1:1.000

Ucpl Abcam ab155117 Rabbit 1:2.000
Cell Signaling .

p-Ampk (T172) 25358 Rabbit 1:2.000
Technology

Cyclophilin-B | Abcam ab16045 Rabbit 1:50.000

a-Tubulin Abcam ab4074 Rabbit 1:50.000




CHAPITRE IV

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

4.1 Conclusion

Le but principal des travaux de cette theése était de déterminer si les lipides a chaines
moyennes pouvaient étre utilisés comme des aliments bioactifs a des fins de prévention,
voire de réduction de I’accumulation délétere des lipides.

Bien qu’il soit au premier abord contre-intuitif d’attribuer de tels effets a des lipides, il
convient de rappeler d’abord que la consommation des lipides a chaines moyennes est
absolument marginale dans la société, car les sources de gras les plus populaires (I’huile
de palme, le beurre, 1’huile de tournesol, 1’huile d’olive, le lard, etc.) n’en renferment
que tres peu voire pas du tout (Deffense, 1997). Ceci marque une premiere différence
avec les lipides a chaines longues qui constituent la majorité des graisses alimentaires.
L’autre particularit¢ fondamentale des lipides a chaines moyennes est leur forte
propension a étre catabolisés peu apres la digestion. Autrement dit, les lipides a chaines
moyennes alimentaires sont davantage convertis en énergie chimique sous forme
d’ATP, et non stockés sous forme de TG, ce qui favoriserait une balance plutot
catabolique. Ce fait étant relayé depuis plusieurs décennies, il a donc réguliérement été
suggéré que le remplacement massif des lipides a chaines longues par des lipides a
chaines moyennes représenterait une avenue intéressante dans la prévention de
I’obésité, de la stéatose hépatique non alcoolique, et des maladies métaboliques
associées. En effet, dans la di¢te occidentale moderne les graisses atteignent jusqu’a
42% de la teneur calorique, et prés de la moitié de ces graisses sont des LCT saturés a

chaines longues (Deffense, 1997; Drewnowski & Almiron-Roig, 2010). L’idée du
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remplacement des lipides a chaines longues par des lipides a chaines moyennes pour
prévenir les maladies métaboliques, bien que pertinente et maintes fois vérifiée pour
son efficacité, accorde un réle passif aux lipides a chaines moyennes au niveau des
maladies métaboliques. Cette idée repose généralement sur le fait que les lipides a
chaines moyennes n’induisent pas d’accumulation des lipides tout simplement parce
qu’ils sont efficacement oxydés.

La présente thése contribue a ajouter un élément nouveau a ce modéle, et c’est ce en
quoi elle représente une avancée importante dans les domaines de la biologie
fondamentale du métabolisme, de la nutraceutique et donc de la nutrition également.
Elle démontre que les lipides a chaines moyennes sont capables d’induire des processus
cataboliques clefs via leurs fonctions bioactives, contribuant a une balance métabolique
favorable.

Dans notre premiere étude présentée dans le chapitre II, nous avons comparé 1’impact
des MCFA C6, C8 et C10, administrés seuls ou en combinaison C8+C10, a celui du
LCFA palmitate sur des hépatocytes de la lignée HepG2. Nous avons alors observé
qu’a des doses croissantes correspondant a des concentrations lipidiques
physiologiques normales ou a des concentrations équivalentes a celles retrouvées en
cas d’obésite, les MCFA n’induisaient pas de mort cellulaire. Le fait que les MCFA
n’induisaient pas ou relativement peu de chute du potentiel de membrane mitochondrial
était un élément supplémentaire plaidant pour leur innocuité en opposition au palmitate
hautement lipotoxique. Contrairement a ce dernier, les MCFA n’ont pas induit
I’expression des genes de la DNL ni entrain€ I’accumulation excessive des gouttelettes
lipidiques. Au contraire, leur présence dans le milieu des hépatocytes tendait méme a
préserver voire méme a induire dans une certaine mesure, 1’oxydation des lipides et
I’expression du gene CPTI1A. Dans le méme temps, les MCFA n’ont pas induit de
résistance a I’insuline comme le faisait le palmitate et ont méme augmenté, par un
mécanisme dont nous avons suggéré qu’il impliquait une forte propension a
I’oxydation lipidique et un niveau d’activation plus élevé de la voie de réponse a

I’insuline AKT/mTOR. Globalement, cette premiere étude a confirmé que les MCFA
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n’induisaient pas d’accumulation lipotoxique de lipides et prévenaient la stéatose. De
plus, cette étude a révélé pour la premiere fois que les MCFA potentialisaient la réponse
des hépatocytes a ’insuline.

Dans une seconde étude présentée dans le chapitre III, nous avons cherché a confirmer
le potentiel antistéatogéne et antiobésogeéne des lipides a chaines moyennes sur des
souris. Cette é¢tude a d’abord démontré que des dictes grasses chargées en MCT plutot
qu’en lard retardaient d’une manicre dose dépendante la prise de poids corporel, la
progression de la résistance a I’insuline, la stéatose hépatique, I’expansion du tissu
adipeux blanc et I’hypertrophie des adipocytes blancs. Comme dans 1’étude précédente,
les niveaux hépatiques basaux de phosphorylation de la kinase AKT étaient augmentés.
De plus, les indicateurs clefs du processus de la thermogenese, habituellement mesurés
dans les tissus adipeux brun et beige, étaient significativement surexprimés dans les
foies de souris nourries avec la dose maximale de MCT, suggérant un effet activateur
de ces derniers sur la thermogenése hépatique. Dans des cellules HepG2, la présence
d’un antagoniste au GPR40/FFAR1 a inhibé I’induction d’UCPI par les MCFA,
suggérant que ce récepteur médierait au moins en partie I’action thermogeéne des MCT
sur le foie. Par ailleurs, aussi bien dans les hépatocytes HepG2 exposés aux MCFA
(chapitre 11, figure 2.1) que dans les foies de souris non obeses nourries avec la diete
M40 (chapitre III, figure 3.2), la phosphorylation basale (hors stimulation a I’insuline)
de la kinase AKT (Ser473) était accrue. Or, il a déja été démontré que ’activation du
GPR40/FFAR1 avec ses agonistes naturels ou synthétiques se traduit par la
phosphorylation activatrice des protéines de la voie des MAPK ainsi que d’AKT
(Matoba et al., 2018; Mena et al., 2016), tel que I’illustre la figure 4.3 présentée dans
la section 4.2.2.1.1. Donc, ces résultats pris ensemble corroborent 1’hypothése selon
laquelle les effets bioactifs des MCFA sur le tissu hépatique seraient médiés, au moins
en partie, par le GPR40/FFARI.

Puisqu’il était désormais prouvé que les MCT activaient le processus catabolique de la
thermogenése, nous avons supposé qu’ils pourraient efficacement réduire les réserves

lipidiques et donc limiter les complications métaboliques de souris obeses malades. En
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effet, la diete hautement enrichie en MCT a entrainé une réduction significative de la
masse corporelle, de la stéatose hépatique et de la résistance a I’insuline de souris
obeses, tout en poussant a la hausse I’expression des génes thermogenes, dans le foie
et dans le tissu adipeux blanc. Cela suggere que les MCT réduiraient 1’obésité en partie
via la stimulation de la thermogenése par le foie et le brunissement du tissu adipeux

blanc.
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4.2 Perspectives

Les travaux de recherche présentés dans les chapitres II et III de cette thése constituent
une réelle avancée dans la compréhension des fonctions bioactives des lipides a chaines
moyennes, et participent a consolider le consensus grandissant qui attribue a cette
classe particuliere de lipides des propriétés prometteuses pour la prévention et la
réduction des maladies métaboliques comme 1’obésité, la stéatose hépatique non
alcoolique et la résistance a I’insuline. Par le recours aux données récentes de la
littérature et dans 1’optique de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents aux
résultats obtenus, ce dernier chapitre se propose de formuler des perspectives de

recherche.

4.2.1 La thermogenese hépatique : une cible prometteuse

4.2.1.1 La pertinence de cibler la thermogenése hépatique pour induire une
balance métabolique optimale

Selon la littérature, la thermogenese d’origine autre que 1’activité physique et le
grelottement est largement imputée aux tissus adipeux brun et beige, lorsqu’elle
survient en réponse au froid et/ou a 1’agonisme des PPARs (Heeren & Scheja, 2018).
La thermogenése hépatique est beaucoup moins étudiée que la thermogenese adipeuse
et musculaire. Elle serait plutot impliquée dans la thermogenese induite par la dicte. Sa
contribution a la dépense énergétique totale est généralement sous-estimée voire
ignorée par la plupart des études. Pourtant, il a tres tot été démonté chez le rat que la
température du foie €tait supérieure a celle du sang y afférant (Stoner, 1973). De plus,
la température hépatique augmente a mesure que la température extérieure diminue
entre 30°C et 20°C, et ce phénoméne adaptatif est totalement inhibé apres
I’administration du B-bloquant (qui bloque les récepteurs B-adrénergiques) propranolol
(Stoner, 1973). Cela démontre non seulement que la thermogenése hépatique est un
processus non négligeable mais aussi qu’elle est régulée de la méme maniere que celle

des tissus adipeux bruns et beiges, avec notamment I’implication du systéme nerveux
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sympathique. Il a méme été estimé que la thermogenese hépatique contribue a 70% au
moins de la thermogenése postprandiale totale induite par le systéme nerveux
sympathique en réponse a une dic¢te de type cafétéria (Ma et al., 1987). Selon Ma et al.,
une di¢te de type cafétéria est hautement sapide, riche en lipides, en glucides et en
protéines, et censée stimuler 1’ingestion d’énergie ainsi que la DIT (Rothwell & Stock,
1988; Sampey et al., 2011). Plus récemment, enfin, il a ét¢ démontré que ’irisine, plus
connue sous I’appellation de I’hormone de I’exercice physique (pour des raisons que
nous évoquerons plus amplement dans la section 4.2.3.2) augmente la dépense
énergétique globale des souris obéses en méme temps qu’elle augmente I’expression
de PPARY, de PGCla et d’UCP1 aussi bien dans les tissus adipeux et les muscles, que
dans le foie (Niranjan et al., 2019). La fonction thermogéne du foie est donc un
processus non négligeable. La thermogenese hépatique pourrait méme éEtre plus
intéressante a cibler que celle du tissu adipeux brun, étant donné la taille relativement
résiduelle de ce dernier.

L’¢tude que nous avons présenté dans le chapitre III montre clairement que la
consommation d’une dicte grasse hautement enrichie en MCT (40% Kcal/45 issus de
MCT), contrairement au LCT, augmente 1’expression de marqueurs moléculaires clefs
de la thermogenese dans le foie des souris non obeses comme celui des souris obeses.
Les résultats du méme chapitre suggérent que les MCFA, plus susceptibles de se
retrouver dans la circulation porte hépatique apres la digestion des MCT, activeraient
directement 1’expression hépatocytaire d’UCP1 par un mécanisme dépendant de
GPR40/FFARI1. Cela suggere que les MCT alimentaires stimulent la thermogenese
hépatique postprandiale, contribuant ainsi & une balance énergétique favorable au
ralentissement et a la réduction de la stéatose hépatique, de 1’obésité, et des

complications associées.
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4.2.1.2 L’expression hépatique des génes de la thermogeneése induite par les
lipides a chaines moyennes se traduit-elle véritablement par une activité
thermique accrue ?

4.2.1.2.1 Mesure in vitro de P’activité thermogéne des hépatocytes exposés aux

MCFA

Récemment, Kriszt ef al. (2017) ont caractérisé une nouvelle sonde moléculaire dérivée
du BODIPY, le ERthermAC, comme un composé faiblement toxique, hautement
assimilable par les cellules et a la haute photostabilité. Le ERthermAC est tres efficace
pour étudier les niveaux de thermogenése de cellules isolées (Kriszt ef al., 2017). Plus
exactement, il s’agit d’'une molécule photo-excitable qui se localise dans le réticulum
endoplasmique et dont la fluorescence est inversement proportionnelle a la température.
Or, dans les adipocytes bruns ou cette sonde a été optimisée, la proximité entre les
mitochondries (trés abondantes) et le réticulum endoplasmique est suffisamment
importante pour que le ERthermAC soit directement influencé par la température
mitochondriale (Kriszt et al., 2017). Le ERthermAC est donc un indicateur fiable de la
thermogenese induite par le découplage mitochondrial des adipocytes bruns. Cela est
d’autant plus avéré qu’en utilisant du carbonyl cyanide p-(tri-fluromethoxy)phenyl-
hydrazone (FCCP), un agent artificiel causant un découplage maximal et rapide au
niveau de la membrane interne mitochondrial, les auteurs ont noté une baisse corrélée
de la fluorescence du ERthermAC (Kriszt ef al., 2017). 1l est vrai que le ERthermAC
n’ajamais €té utilisé sur des hépatocytes et que nous n’avons pas la garantie qu’il serait
un indicateur fiable de la thermogénése de ces cellules. Par contre, il est bien connu
que lors d’un jetine ou lorsque les taux de glucose sont bas, les mitochondries et le
réticulum endoplasmique des hépatocytes interagissent directement par 1’établissement
de sites de contacts entre les mitochondries et le réticulum appelés mitochondria-
associated membranes (MAMs) (Rieusset, 2018). Donc nous pensons qu’une privation
de glucose offrirait un contexte optimal au bon fonctionnement du ERthermAC dans

les hépatocytes, validant notre outil expérimental.
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Afin de vérifier si ’expression hépatocytaire des génes thermogenes induite par les
MCFA se traduit bel et bien par plus de flux thermique mitochondrial, nous
proposerons que des cultures primaires d’hépatocytes de souris soient exposées a des
doses croissantes d’un mélange équimolaire de C8 et de C10, et a des temps croissants.
Ensuite, aprés remplacement du milieu et exposition des cellules a un milieu a faible
concentration de glucose et sans lipides, I’activité thermogeéne des hépatocytes sera
mesurée a 1’aide de la sonde ERthermAC. L’expérience pourra étre reproduite a
I’identique avec, cette fois, la présence de I’antagoniste au GPR40/FFAR1 (le
DC260126) pour confirmer I’implication de ce dernier dans la médiation de I’effet des
MCFA.

En parallele, il serait intéressant de reproduire I’expérience avec le C8 et le C10
administrés séparément aux cellules, ce que nous n’avons pas fait dans le chapitre III.
Cela permettra de vérifier si les deux MCFA ont un effet permissif, additif, ou
synergique sur la thermogenese hépatocytaire, ou encore si seulement un seul des deux
MCFA T’active (masquant I’inefficacité du second en traitement combing). Cette
derniére éventualité retient notre attention car, comme le montre la figure 2.1.B du
chapitre II, le C8 (contrairement au C10) a entrainé une chute significative du potentiel
de membrane mitochondrial sans induire de mort cellulaire (donc sans lipotoxicité
mitochondriale comme ce fut le cas du palmitate), ce qui est typiquement associé au
découplage mitochondrial (Krauss et al., 2002; Rieusset, 2018). En effet, I’activité des
UCP réduit le potentiel de membrane des mitochondries (Krauss et al., 2002). 11 se
pourrait donc que le C8 soit un inducteur de la thermogenese hépatocytaire bien plus
efficace que le C10, ce qui permettrait de raffiner 'usage des MCFA. L’expérience

proposée le dira.

4.2.1.2.2 Mesure in vivo des niveaux de thermogenese hépatique d’animaux
nourris avec des MCT

Dans notre étude présentée en chapitre III, I’élévation des marqueurs clefs de la

thermogenese induite par la diete M40 s’était aussi traduite par une hausse de la
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phosphorylation de ’AMPK, ce qui est en soi une preuve indirecte de thermogenése
comme discuté dans le troisiéme paragraphe de la section 3.6 de cette thése. Par contre,
une ¢valuation directe de la contribution hépatique a la thermogenése totale serait
nécessaire pour consolider cette assertion.

Pour cela, nous pourrions utiliser comme mod¢le biologique des souris de la lignée
C57BL/6, males femelles, rendues ou non obeses par une dicte HFD (reprenant ainsi
les paradigmes « préventif » et « curatif » du chapitre III). Nous ferons en sorte que,
chez ces souris, I’expression hépatique d’UCP1 sera spécifiquement inhibée (ou non
pour les contrdles), par exemple en recourant a une délétion conditionnelle par
recombinaison Cre-lox spécifique au foie (Postic & Magnuson, 2000; Song & Palmiter,
2018). Plus exactement, les souris transgéniques de la souche al/bumin-Cre, développée
par Postic et ses collaborateurs en 2000 et dont le promoteur du géne albumine (geéne
spécifiquement exprimé dans le foie) est ciblé pour 1’expression de la Cre, seront
croisées avec des souris dont I’alléle correspondant au géne Ucp! sera flanqué par la
séquence loxP. Bien que le mod¢le murin Ucpl-loxP n’est pas commercialisé a cette
date, nous pourrons tout de méme le générer nous-méme en flanquant par transgenese
le gene Ucpl avec deux séquences loxP (Nagy, 2000), puisque ’'UQAM est équipée
d’une plateforme de tansgénese. Cela permettra, apres deux générations, d’obtenir des
souris homozygotes UcpI-Knockout (KO) spécifiquement au niveau du foie. Ensuite,
ces souris, ainsi que des controles non croisés et floxés au niveau d’Ucp !, seront soumis
a une dicte réguliere, ou a une HFD classique, ou a une diete grasse enrichie en MCT,
semblable a la M40. Tout au long de la diete, la prise de masse corporelle, la dépense
énergétique, la consommation d’oxygene et 1’activité thermique des animaux seront
mesurées a 1’aide de cages métaboliques. Cette stratégie expérimentale nous permettra
de déterminer avec précision a quel point la thermogenese hépatique (éventuellement)
induite par les MCT a prévenir 1’obésité et la stéatose hépatique.

Pour déterminer I’implication du GPR40/FFAR1 dans I’induction de la thermogenése
hépatique par les MCT, nous pourrons refaire un protocole de diéte et des mesures

métaboliques identiques appliqués, cette fois, a des souris dont I’expression hépatique
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du GPR40/FFARI aura été préalablement inhibée (par exemple) par la technique du
SLiK (somatic liver knockout). Basé sur la technologie du CRISPR-Cas9, le SLiK, s’est
avéré efficace pour inhiber I’expression de plusieurs génes d’une manicre spécifique
au foie, chez des animaux adultes, pour un effet stable sur plusieurs semaines apres le
traitement (Jarrett et al., 2017; Pankowicz et al., 2018; Wang et al., 2016c¢). Lors du
SLiK, le systeme CRISPR/Cas9, conditionné dans des nanoparticules lipidiques ou un
adénovirus (au fort tropisme hépatique), est administré par injection hydrodynamique
dans la veine caudale, pour maximiser la spécificité au niveau hépatique de la délétion
d’exons d’intérét. Dans notre cas, il sera question de faire un KO de 1’exon unique qui
code pour le GPR40/FFAR1. Nous suggérons une telle technique pour sa rapidité et

son faible cot.

4.2.2 Exploration plus élargie des effets bioactifs des MCFA médiés par
GPR40/FFARI1 et GPR84

4.2.2.1 Est-ce que les MCFA stimulent la sécrétion des incrétines par les
entérocytes ?

4.2.2.1.1 Survol des fondamentaux concernant les incrétines, et nouvelle
hypothese

Les incrétines sont des facteurs intestinaux circulants sécrétés immédiatement aprés un
repas par des cellules endocrines de I’épithélium intestinal (Drucker, 2006; Gautier et
al., 2005). L’action immédiate des incrétines est de potentialiser la sécrétion d’insuline
en réponse au glucose, ainsi que la vidange gastrique. A plus long terme, les incrétines
ont aussi pour effet de favoriser la survie, la néogenese et la prolifération des cellules
B du pancréas (Drucker, 2006; Gautier et al., 2005). Les deux incrétines les plus
abondamment ¢étudiées sont le glucagon-like peptide-1 (GLP-1) et le glucose-
dependent insulinotropic polypeptide (GIP), respectivement sécrétées par les
entérocytes de type L de I’1léon et du colon, et les entérocytes de type K du duodénum
(Drucker, 2006; Gautier et al., 2005). Le peptide tyrosine-tyrosine (PYY), bien que

sécrété par les cellules L de I’iléon et du colon en réponse a I’ingestion des aliments,
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n’est pas consensuellement décrit comme une incrétine car il n’a pas d’action
insulinotrope ; sa principale fonction consiste a réduire 1’appétit (Woods & D'Alessio,
2008). GLP-1 et GIP se lient a leurs GPCR respectifs (GLP-1-R et GIP-R) présents a
la surface des cellules B du pancréas pour induire I’élévation de I’AMPc et I’activation
de la PKA aboutissant a I’inhibition du canal chimio-dépendent Karp. Or, pour rappel,
I’inhibition du Katp entraine la dépolarisation de la membrane plasmique puis
I’ouverture du canal voltage-dépendent au Ca?" et donc I’entrée massive de ce cation
qui entraine la fusion des vésicules sécrétoires insuliniques avec la membrane
plasmique et donc la libération de 1’insuline (Kushibiki et al., 2015). En paralléle, par
un mécanisme dépendant de la PKA, les incrétines ont le potentiel de stimuler
I’expression du gene codant pour la proinsuline, par les cellules  du pancréas (Wang
et al., 2014). Ainsi, les incrétines favorisent dans ’immédiat et dans le long terme, la
sécrétion de I'insuline induite par le glucose. Concrétement, pour résumer, les
incrétines augmentent 1’excitabilité¢ des cellules f déja stimulées par la hausse de la
glycémie en vue d’en maximiser la sécrétion d’insuline, et elles augmentent le
pourcentage des cellules  sécrétant I’insuline a des concentrations de glucose (méme)
en dessous du seuil classique de stimulation de la sécrétion d’insuline (MacDonald et
al., 2002).

Quant aux effets des incrétines sur la néogenese et la survie des cellules B, ils sont
médiés par I’activation directe des voies PI3K/AKT et AMPc/PKA, et par la
transactivation de la voie de I’epidermal growth factor receptor par GLP-1-R et GIP-
R, aboutissant a 1’activation de FOXO1, JNK et CREB qui inhibent I’apoptose et
stimulent la prolifération de ces cellules (Buteau et al., 2006; Drucker, 2006; Hui et al.,
2003; Li et al., 2003; Wang et al., 2004). En plus d’une action directe sur le pancréas,
le facteur GLP-1 (et pas le GIP) sécrété¢ dans la veine porte hépatique active des
senseurs de glycémie qui acheminent un influx nerveux via le nerf vague afférant en
direction du systéme nerveux central. Ce dernier émet a son tour un influx vagal
efférent en direction du pancréas en vue de stimuler la sécrétion d’insuline (Drucker,

2006).
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En outre, GLP-1 participe plus largement au maintien de ’homéostasie du glucose par
son action pléiotrope car son récepteur est aussi exprimé dans le foie, le systéme
nerveux central, le cceur, et les tissus adipeux blanc et brun (Gonzélez-Garcia et al.,
2019). GLP-1 agit alors en inhibant directement la synthése de glucagon par les cellules
a du pancréas (Ramracheya et al., 2018), en inhibant la prise alimentaire (Baggio et al.,
2004), et en activant la conversion hépatique du glucose en glycogéne (Lopez-Delgado

et al., 1998).
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Figure 4.1 : Effets pléiotropes du facteur GLP-1. GI (gastrointestinal) ; GLP-1
(glucagon-like peptide I). (Drucker, 2006).
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Par ailleurs, GLP-1 activerait la thermogenese a en croire des études ayant révélé que
I’activation pharmacologique du GLP-1-R induirait le brunissement du tissu adipeux
blanc et D’activation de la thermogenése par le tissu adipeux brun, en agissant
directement sur ces tissus via un mécanisme dépendant de SIRT1 (Xu et al., 2016a).

En outre, une étude trés élégante a révélé que GLP-1 aurait la possibilité de moduler la
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thermogenéese et la balance énergétique dépendantes du systéme nerveux central
(Beiroa et al., 2014). Plus exactement, I’injection d’un agoniste sélectif du GLP-1-R
(le liraglutide) par voie intracérébroventriuclaire dans le noyau ventromédial de
I’hypothalamus (VMH) a induit une déphosphorylation de I’AMPK du VMH, activant
les efflux nerveux sympathiques thermogénes de cette région hypothalamique. Dans
le méme temps, I’agonisme sélectif des GLP-1-R dans d’autres régions
hypothalamiques (I’aire latérale, le noyau arqué et le noyau paraventriculaire) s’est
traduit par une baisse de la prise alimentaire. Tous ces traitements ont, logiquement,
entrainé une perte de poids (Beiroa et al., 2014). Les souris de cette étude étaient
nourries avec une di¢te régulicre de type Chow. Plus récemment, grace a un modé¢le de
souris chez qui le Glp-1-r a été délété spécifiquement au niveau de I’hypothalamus
(GLP-1RKDAN21ere) ot comparées a des souris non mutées, il a été confirmé que
I’activité centrale de GLP-1 a le potentiel de ralentir les effets d’une diéte obésogeéne

de type HFD également, en favorisant la dépense énergétique (Burmeister et al., 2017).
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Figure 4.2 : Vue d’ensemble des effets thermogénes et anorexigénes de I’agonisme
du Glp-1-r murin dans les régions hypothalamiques VMH, ARC, PVH et LHA.
LHA (lateral hypothalamus area) ; PVH (hypothalamic paraventricular nucleus);
DMH (hypothalamic dorsomedial nucleus) ; VMH (hypothalamic ventromedial
nucleus) ; ARC (arcate nucleus) ; GLP-1-R (glucagon-like peptide-1 receptor). Selon
Beiora et al. (2014).

Les incrétines sont donc des hormones favorisant la dépense énergétique et 1’intégrité
des fonctions pancréatiques, ce qui en fait des molécules bénéfiques contre 1’obésité,
la résistance a I’insuline, le diabéte de type 2 et le syndrome métabolique.

Or, il est trés intéressant de rappeler que la perception des nutriments par les
entérocytes est le principal stimulus qui induit la sécrétion des incrétines (Drucker,

2006; Gautier et al., 2005; Lim, 2009). Le glucose et les LCFA sont les principaux
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stimulateurs de la sécrétion des incrétines, selon la littérature. Ces nutriments agissent
en induisant la fermeture du canal Katp, la dépolarisation des membranes des cellules
K et L et I’entrée de Ca®* dans les cellules L et K. Le glucose induit cet enchainement
d’événement en ¢levant les niveaux cellulaires d’ ATP suite a sa propre oxydation. Les
LCFA et les SCFA induisent cela via le GPR40/FFAR1 et le GPR120 qui réhaussent,
en tant que récepteurs couplés a une protéine Gag, les niveaux de Ca?", et I’activité des
voies AKT et des MAPK-ERK .

Par contre, il est surprenant de constater que I’induction des incrétines par les MCFA
alimentaires, pourtant connus comme ¢étant les meilleurs ligands du GPR40/FFARI,
n’a été¢ que trés peu étudiée. St-Onge et al. (2014) ont mesuré ’'impact d’un petit
déjeuner enrichi avec 20g de MCT ou de LCT, ingéré en 10 minutes par des hommes
adultes en surpoids et a jeun, sur les niveaux circulants des hormones régissant 1’appétit.
Les auteurs ont effectué ces mesures a toutes les 15 minutes pendant les trois heures
suivant ce petit déjeuner. Alors qu’ils ont démontré le potentiel « coupe faim » des
MCT dont la consommation s’est traduite par une ¢€lévation relative des niveaux
circulants de leptine et de peptide Y'Y, les auteurs n’ont pas détecté de différences dans
les niveaux sanguins de GLP-1 des participants durant les trois heures suivant leur
consommation de MCT ou de LCT (St-Onge et al., 2014b). Cependant, cette étude ne
permet absolument pas, selon nous, de conclure que I’ingestion de MCT n’induit pas
la sécrétion des incrétines car le temps de demi-vie de ces derniéres n’est que de 5
minutes chez les humains (2 minutes chez les rongeurs) (Deacon et al., 2000). 11 est
donc fort probable que les auteurs n’aient pas exploité la bonne fenétre de temps pour

la mesure du GLP-1 induit par les MCT.
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Figure 4.3 : Voies de sécrétion de GLP-1 induites par le glucose et les lipides. (A)
Meécanisme aboutissant a la sécrétion de GLP-1 en réponse au glucose. (B) Mécanismes
induits par le GPR119, le GPR40/FFARI, le GPR120 et la PKC( aboutissant a la
sécrétion de GLP-1 en réponse aux lipides et leurs dérivés comme I’OEA. La fléche
rouge illustre notre hypothese voulant que les MCFA pourraient aussi stimuler la
sécrétion de GLP-1 via le récepteur GPR40/FFAR1. SGLT (Sodium-glucose transport
protein) ; ATP (adénosine triphosphate) ; Na (cation sodium) ; v (potentlel de
membrane) ; GLP-1 (glucagon-like peptide-1) ; K* (cation potassium) ; Ca*" (cation
calcium) ; OEA (oléoylethanolamide) ; GPR (G-protein coupled receptor) ; PKA
(protéine kinase A) ; MCFA (medium-chain fatty acid) ; LCFA (long-chain fatty acid) ;
ERK (extracellular signal-regulated kinases) ; PKC (protein kinase C). Figure
modifiée (Lim, 2009).

Nous émettons I’hypotheése qu’en étant percus par le récepteur GPR40/FFAR1 des
entérocytes, les MCFA, issus de I’hydrolyse intestinale des MCT, en abondance dans
les lumiéres duodénales, iléales et cloniques, potentialiseraient la sécrétion des
incrétines, favorisant de la sorte la sensibilit¢ a 1’insuline, la thermogenése et la

prévention comme la réduction de 1’obésité.
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4.2.2.1.2 Plan expérimental proposé pour évaluer Pimplication de 1’axe
GPR40/FFARI1-incrétines dans la médiation des effets des MCFA sur le
meétabolisme

Dans un premier temps, nous pourrions vérifier notre hypothése sur des cultures
primaires d’entérocytes issus de souris de type sauvage et des souris de la souche Ffarl-
global knockout (GPR40/FFAR1-KO) (Alquier et al., 2009; Sartorius et al., 2015). La
culture primaire des entérocytes est une procédure relativement simple et peu couteuse
a réaliser. En bref, les régions intestinales correspondant au duodénum et a I’iléum
seront prélevés des souris juste apres leur sacrifice puis immédiatement digérés a la
collagénase-XI, en s’inspirant d’un protocole ayant déja ét¢ exécuté en vue de la
caractérisation des mécanismes régulant la sécrétion de GLP-1 (Reimann et al., 2008).
Les entérocytes totaux ainsi isolés seront mis en cultures puis exposés a des doses
croissantes d’un mélange équimolaire de C8 et de C10, et aussi a des temps croissants.
Nous mesurerons ensuite les concentrations de GLP-1 et de GIP sécrétés dans le milieu,
a I’aide de Kits ELISA (GLP-1 ELISA-kit, et Rat/mouse GIP total ELISA, Millipore,
USA). En guise de controle positif d’induction de la sécrétion de GLP-1 et de GIP par
les entérocytes, un traitement au glucose combiné a la forskoline et a I’isobutyl-1-
methylxanthine sera inclus (Reimann et al., 2008). Ce protocole nous permettra de faire
d’une pierre plusieurs coups, en vérifiant si les MCFA induisent bien la sécrétion des
incrétines, avec quelle amplitude, dans quelle mesure le récepteur GPR40/FFAR1 est
impliqué, et si les doses et les temps d’inductions optimaux sont cohérents avec des
conditions physiologiques.

Si nous confirmons que les MCFA induisent la sécrétion des incrétines par un
mécanisme dépendant du GPR40/FFARI, il serait intéressant d’évaluer, dans un
second temps, I’'implication des incrétines dans les effets bénéfiques induits par les
MCFA sur la sensibilité a I’insuline. Cela se ferait idéalement en deux temps, d’abord

in vitro puis in vivo.
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L’expérience qu’il est proposé de mener in vitro est schématisée dans la figure 4.4. Elle
consistera a exposer des cultures primaires d’entérocytes (issus encore des souris de
type sauvage et Gpr40/Ffarl-KO) aux MCFA quelques minutes, puis de remplacer le
milieu de culture par du nouveau milieu sans MCFA. Aprés un temps correspondant
au temps optimal (obtenu tel que décrit dans le paragraphe précédent) pour la sécrétion
potentielle de GLP-1 et de GIP, le nouveau milieu sera supplémenté ou non avec
16.7mM de glucose (une forte dose activatrice de la sécrétion d’insuline), puis transféré
vers des cultures de cellules INS1E en vue de mesurer leurs niveaux de sécrétion
d’insuline en réponse a ce milieu. Cette expérience classique, inspirée notamment de
Pujol et al. (2018), est un « test de sécrétion d’insuline en réponse au glucose (GSIS,
pour glucose-stimulated insulin secretion) » appliqué a des cellules en cultures. Quant
aux cellules INS1E, il s’agit d’une lignée cellulaire différentiée en cellule de type B
pancréatique, ayant une capacité conservée a sécréter de ’insuline en réponse a de
hautes doses de glucose (Merglen et al., 2004; Pujol et al., 2018). Cette expérience in
vitro permettra de savoir si les MCFA exercent un effet insulinotrope (en potentialisant
la sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques en réponse au glucose) indirect
avec ’intermédiaire de 1’activité du GPR40/FFARI1 intestinal, consolidant (ou non),

I’hypothese d’un axe intestinal MCFA-GPR40/FFAR1-incrétines.
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Figure 4.4 : Procédure expérimentale préliminaire devant aboutir, in-vitro, a la
suggestion d’un éventuel axe MCFA-GPR40/FFAR1-incrétines potentialisant le
GSIS. Les explications relatives a cette figure sont détaillées dans le paragraphe
4.2.2.1.2. L’indication x minutes réfere au temps optimal d’induction, par les MCFA,
de la sécrétion de GLP-1, et qui reste a déterminer. Ffarl/Gprd0 (Free fatty acid
receptor 1 / G-protein coupled receptor) C8 (acide octanoique, C8 :0) ; C10 (acide
décanoique) ; G (glucose) ; mM (milimoles par litre) ; GSIS (glucose stimulated insulin
secretion).
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Ensuite, pour étudier notre hypothése in vivo, nous proposerons une stratégie
expérimentale basée sur le méme principe, réalisée directement sur des souris de type
sauvage et des souris de génotype Gpr40/Ffar1-KO, non ob¢ses, males et femelles, de
5 semaines d’ages. Cette stratégie expérimentale est schématisée dans la figure 4.5. En
bref, ces souris Gpr40/Ffari-KO (ainsi que leurs homologues de génotype sauvage)
feront I’objet d’un gavage intragastrique avec une solution saline renfermant la
concentration optimisée de C8 et de C10. Apres un temps de latence correspondant au
temps optimisé in vitro, les souris subiront un test GSIS inspiré de protocoles largement
documentés (Pujol et al., 2018; Xiong et al., 2019), qui consistera a mesurer leur
insulinémie a différents temps suivant I’injection par voie intraveineuse d’un bolus de
glucose. Toutefois, un détail devra étre pris en compte : il a déja été démontré que les
MCFA potentialisaient le GSIS en activant directement le récepteur GPR40/FFAR1
des cellules  du pancréas (voir section 1.8.2.1. paragraphe 2 de la thése pour les détails)
(Pujol et al., 2018). Autrement dit, le récepteur GPR40/FFAR1 a bien deux effets
physiologiques qui pourraient ici étre mutuellement confondants : Il gouverne la
libération de GLP-1 au niveau intestinal, et il stimule directement le GSIS au niveau
pancréatique. Sachant cela, ’'usage des souris Gpr40/Ffar1-KO dans le protocole que
nous proposons représenterait une limite méthodologique. En effet, il sera difficile de
conclure quelle part du GSIS induit par les MCFA sera imputée aux incrétines et quelle
part sera imputée a 1’effet direct des MCFA sur le récepteur Gpr40/Ffarl des cellules
B du pancréas. En d’autres termes, si le GSIS décroit chez les Gpr40/Ffar1-KO nous
ne saurons pas si ¢’est le fait de la perte de I’effet stimulateur direct des MCFA sur le
pancréas, ou plutot de la perte de 1’éventuel axe intestinal GPR40/FFAR1-incrétines.
Pour s’affranchir de ce facteur confondant, I’expérience (si elle est prometteuse) sera
donc reproduite, tel que schématisé dans la figure 4.5, sur des souris dont le géne codant
pour le Gpr40/Ffarl sera invalidé spécifiquement au niveau des cellules  du pancréas
peu avant I’expérience. Pour ce faire, il sera possible de générer des souris exprimant
I’enzyme CreERT conditionnellement a [’expression de Pdx! (pancreatic and

duodenal homeobox 1) (Gu et al., 2002) et dont le géne Gpr40/Ffarl sera flanqué des
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séquences LoxP. L’injection de tamoxiféne (a 1’age voulu) a ces souris Pdx/-CreERT
X Gpr40/Ffarl-LoxP invalidera 1’expression de Gpr40/Ffarl au niveau de leurs
cellules B pancréatiques (Gu et al., 2002). C’est alors que ces souris pourront faire
I’objet d’un gavage aux MCFA immédiatement suivi d’un test de GSIS. Si I’éventuel
effet insulinotrope du gavage des MCFA est (au moins partiellement) perdu en
présence de ces inhibiteurs, et ce malgré 1’absence de perte de fonction du récepteur
Gprd0/Ffarl, alors I’hypothése que les effets métaboliques des lipides a chaines
moyennes sont en partie médiés par les incrétines sera renforcée, in vivo. Ainsi, les
résultats obtenus au terme des GSIS détermineront la contribution précise des
incrétines sécrétées en réponse aux MCFA, dans la production d’insuline par le
pancréas. Pour rappel, la figure 4.5 suivante propose une synthése schématisée de ces

expériences consistant a évaluer ’impact des MCFA sur le GSIS.
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Figure 4.5 : Procédures expérimentales devant aboutir a la caractérisation d’un
éventuel axe MCFA-GPR40/FFARI1-incrétines potentialisant les fonctions
pancréatiques de sécrétion d’insuline. Les fléches bleues indiquent 1’ordre
chronologique des manipulations, les fleches rouges désignent des cas hypothétiques,
et les fleches vertes représentent des processus documentés dans la littérature. I.P.
(injection intrapéritonéale) ; I.V. (injection intraveineuse) ; WT (wild type) ; TMX
(tamoxifene) ; KO (knockout) ; MCFA (medium-chain fatty acids) ; GLP-1 (glucagon-
like peptide 1) ; GIP (glucose-dependent insulinotropic polypeptide) ; GSIS (glucose
stimulated insulin secretion).

Dans un troisieme temps, il serait intéressant d’évaluer I’implication des incrétines
dans un éventuel axe intestin-cerveau médiant une partie des effets antiobésogenes et
thermogenes des MCFA. Autrement dit, les MCFA de la lumiére intestinale pourraient
induire la sécrétion de GLP-1 qui agirait a son tour sur I’hypothalamus pour induire la
thermogenese et une balance énergétique favorable a une réduction de I’obésité.
Suivant deux protocoles de dictes inspirés de ceux présentés en chapitre III (figures

3.1.A et 3.6.A), nous vérifierons cela en soumettant des souris non-obeses ou des souris



205

obeses insulinorésitstantes a une diete HFD classique ou a une diéte hautement enrichie
en MCT comme la M40, pendant une semaine a 10 jours (temps suffisant pour creuser
une différence de masse corporelle significative selon la figure supplémentaire 3.1.A
et la figure 3.6.B du chapitre III). Les groupes de souris sous di¢tes HFD et M40 (et
bien sir LFD en guise de contrdles) seront subdivisés en deux sous-groupes, un premier
dont les souris se feront administrer quotidiennement de 1’exendin(9-39)amide dans les
régions hypothalamiques par injections intracérébroventriculaires, et un second pour
I’injection de véhicule vide, durant toute la période de la diete. I’exendin(9-39)amide
est un antagoniste inhibiteur du GLP1-R qui a déja été testé avec succes sur les rongeurs
et les humains (Green et al., 2005; Steinert et al., 2014). La masse des souris, leur
dépense énergétique, leur consommation d’oxygene, leur thermogenese hors activité
physique et leur consommation alimentaire seront mesurées en continu a 1’aide de
cages métaboliques. Si le traitement a I’exendin(9-39)amide émousse (ne serait-ce que
partiellement) les effets préventifs et curatifs de la dicte M40 contre I’obésité (effets
largement prouvés dans le chapitre I1I), notre hypothese sera consolidée. Peut-étre que
ce protocole permettra méme de découvrir que I’induction par la diete M40 des
marqueurs de la thermogenése dans le foie (constatée dans le chapitre III) pourrait €tre
due en partie a 1’action de GLP-1 sur I’hypothalamus, étant donné que ce dernier (et
plus exactement le VMH) émet des projections sympathiques vers le foie (Uyama et
al.,2004).

L’injection par voie intrapéritonéale de I’exendin(9-39)amide a des souris n’a pas du
tout affecté leur comportement alimentaire, et chez les humains, son injection par voie
intraveineuse n’a pas modifi¢ la prise alimentaire non plus, bien qu’elle ait eu un léger
impact sur le phénomeéne subjectif du désir de nourritures (Green ef al., 2005; Steinert
et al., 2014). Cela devrait étre suffisant pour suggérer que I’exendin(9-39)amide ne
traverse pas la barriere hémato-encéphalique puisqu’il n’antagonise pas 1’action
anorexigéne du GLP-1 au niveau central. Toutefois, aucune étude n’a vérifié si
I’exendin(9-39)amide injecté dans le SNS se retrouvait en circulation. Nous n’excluons

donc pas la possibilité qu’il puisse se retrouver dans la circulation périphérique et les
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résultats pourraient étre dus a un possible effet pléiotrope de cet antagoniste du GLP-
1-R. Pour s’affranchir de ce probléme, si notre hypothése est consolidée, un protocole
de diéte identique sera reconduit sur des souris GLP-1RKD*N21¢re [Jp tel protocole
de di¢te, moins invasif que le précédent, nous permettrait en plus de prolonger le
protocole de dicte a plusieurs semaines, pour estimer 1I’importance de 1’axe intestin-
cerveau médié par GLP-1 dans la prévention et la réduction de la résistance a I’insuline

par la diete M40 enrichie en MCT.

4.2.2.2 Caractérisation de DP’'impact des lipides a chaines moyennes sur
I’inflammation hépatique

4.2.2.2.1 Les risques potentiels sur la santé hépatique en lien avec I’activation du
GPR40/FFARI1 par les MCFA

Dans le chapitre III, nous avons montré que 1’induction par les lipides a chaines
moyennes du gene clef de la thermogenese UCPI dans le foie, et donc
vraisemblablement du processus de la thermogenése, dépendait au moins partiellement
de I’activation du récepteur GPR40/FFAR1. Cette observation était en cohérence avec
la forte affinité connue du récepteur pour les MCFA. Toutefois, il devenait des lors
nécessaire de se questionner sur les possibles effets secondaires négatifs d’un tel
mécanisme sur le foie. En effet, le projet de développement commercial du fasiglifam
(TAK-875), un agoniste sélectif du GPR40/FFAR1 ayant pourtant démontré un
potentiel trés prometteur dans la prise en charge du diabete de type 2 et de la résistance
a I’insuline chez des sujets humains, a été interrompu apres que ces derniers eurent
présenté des niveaux circulants anormalement élevés de transaminases hépatiques
suggérant une hépatotoxicit¢ (Kaku et al, 2015). Cela a poussé les chercheurs a
développer une version modifiée du fasiglifam, le MR1704 avec les mémes effets
antidiabétiques mais dont I’impact sur la santé hépatique n’est toujours pas encore
documenté (Tsuda et al., 2017). Bien sir, il n’est pour ’heure pas exclu que la
détoxification du composé lui-méme, et non son activité d’agoniste du GPR40/FFARI,

soient en cause dans cette hépatotoxicité. Mais ce précédent rapporté dans la littérature
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nous commande de considérer avec précaution les risques hépatiques secondaires a la
fonction signalétique des MCFA qui activent le GPR40/FFARI.

En outre, une étude menée sur un modele de souris a révélé que 1’activation du
GPR40/FFAR1 par I’acide linoléique conjugué favorisait le développement de la
stéatose hépatique induite par celui-ci (Sartorius ef al., 2015). Rappelons, par ailleurs,
qu’une étude a déja démontré le potentiel aggravant des MCT sur la stéatohépatite
induite par le fructose, tel que mentionné plus haut (chapitre I, section 1.8.2.1.)

(Guimaraes et al., 2019).

4.2.2.2.2 Les risques potentiels sur la santé hépatique en lien avec I’activation du
GPR84 par les MCFA

Le récepteur GPR84, également reconnu avec une haute affinité par les MCFA et connu
pour étre exprimé dans le foie (Gagnon et al., 2018), pourrait aussi étre activé au niveau
hépatique par les dictes enrichies en MCT. Certes, la figure 3.3.H du chapitre Il montre
bien que I’induction d’UCPI hépatocytaire par les MCFA est inhibée en présence du
DC260126 consensuellement présent¢é comme un antagoniste spécifique du
GPR40/FFAR1 (Sun et al, 2013). Mais puisqu’aucune étude n’a formellement
démontré le contraire, il n’est pas a exclure que le DC260126 ait pu aussi antagoniser
le GPR84 des hépatocytes testés, en guise de cible collatérale. Nous pourrions ainsi
avoir sous-estimé I’implication du GPR84. Donc, il est tout a fait réaliste de supposer
que les MCFA aient agi simultanément sur le GPR84 et sur le GPR40/FFARI
hépatiques et hépatocytaires.

Or, Pactivation potentielle du GPR84 par les MCFA n’est pas moins problématique,
compte tenu du réle pro-inflammatoire (évoqué dans la section 1.5.6., chapitre I,
paragraphe 4) de ce récepteur. L’agonisme du GPR84 active le recrutement des
macrophages ainsi que leurs processus de phagocytose et de sécrétion de chimiokines
et de cytokines pro-inflammatoires (Recio et al., 2018). De plus, il a été démontré que
I’activation du GPR84 était fortement impliquée dans 1’apparition des symptomes clefs

de la stéatohépatite, soit la nécrose hépatique, I’infiltration hépatique des neutrophiles
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et des macrophages, et la fibrose, en réponse a de violents traitements hépatotoxiques
comme I’administration de tétrachloride ou la mise sous diétes déficientes en choline
(Puengel et al., 2018). En outre, dans une étude ¢légante menée in-vivo et sur des
cocultures d’adipocytes et de macrophages, Nagasaki ef al. ont révélé que dans le tissu
adipeux blanc de souris obéses, I’expression du GPR84 était induite par TNFa et que
son activation par les MCFA induisait la chute de I’adiponectine (Nagasaki et al., 2012),

ce qui est un marqueur d’une obésité inflammatoire et métaboliquement délétere.

4.2.2.2.3 Les lipides a chaines moyennes sont-ils donc pro-inflammatoires ou
anti-inflammatoires ?

Dans notre étude détaillée dans le chapitre III, nous avons certes démontré avec
beaucoup d’enthousiasme que la consommation d’une diéte grasse hautement enrichie
en MCT, la M40, se traduisait par une quasi-disparition des gouttelettes lipidiques
hépatiques, au contraire d’une dicte grasse HFD stéatogene classique isocalorique. En
revanche, selon la figure 4.6 (résultat non encore publié) ci-dessous, la di¢te M40 aussi
se traduit par une infiltration massive de cellules lymphocytaires, sans doute des
cellules de Kupffer résidentes, dans les foies de souris. Cela est démontré par la
concentration importante de cellules lymphocytaires révélée par ’hématoxyline (figure
4.6.A), et ’expression significativement €levée du culster of differentiation 68 (CD68S,
figure 4.6.B), un marqueur exprimé par tous les macrophages tissulaires (Holness &
Simmons, 1993). En revamche, ni 1’expression du geéne /L-14 ni celle de Tnfa, deux
cytokines pro-inflammatoires, n’étaient induites (figure 4.6.C&D). Cela pourrait
signifier que les macrophages infiltrés dans les foies des souris soumises a la diete M40
n’étaient pas les macrophages de type M1 médiateurs des réponses inflammatoires
classiques et des dommages hépatiques (Sica & Mantovani, 2012). Il pourrait plutot
s’agir de macrophages a polarit¢ M2 qui tendent généralement a étre anti-
inflammatoires, immunosuppresseurs et impliqués dans la réparation tissulaire et qui
sont une importante source de la cytokine anti-inflammatoire Interleukine 10 (IL-10)

(da Silva et al., 2015; Sica & Mantovani, 2012). Cette derni¢re possibilité serait
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d’autant plus cohérente que Geng et al. (2016) ont observé qu’une dicte grasse chargée
en MCT, semblable a notre diete M40, a non seulement prévenu I’induction de 1’obésité
et de la résistance a I’insuline, mais a également prévenu 1’expression des marqueurs
pro-inflammatoires hépatiques tout en ¢élevant significativement les niveaux circulants
d’IL-10 (Geng et al., 2016). Rappelons également qu’il a ét¢ démontré que 1’acide gras
-3 a-linoléique, ainsi que les produits de son métabolisme par les bactéries lactiques
de la flore intestinale, en présence d’interleukine 4 (IL-4), ont la capacité d’induire
directement la différentiation des cellules macrophages dérivées de la moelle osseuse
(BMDC) en macrophages de type M2 en partie via I’activation du GPR40/FFARI, in
vitro et in vivo (Ohue-Kitano et al., 2018). Il semble évident que la littérature rapporte
tout et son contraire au sujet de I’effet de I’activation des GPR récepteurs aux acides
gras sur I’inflammation. Nos propres résultats préliminaires (figure 4.6) sont ambigus
sur la question. La question qui se pose est donc de savoir si les fonctions signalétiques
des MCFA se traduisent par une induction ou par une prévention de I’inflammation au

niveau hépatique.

4.2.2.2.4 Hypothése et procédure expérimentale pour répondre a la
problématique

En conjuguant notre résultat préliminaire aux données de la littérature, nous émettons
I’hypothese que les MCFA retrouvés dans le foie suite a la consommation excessive de
MCT entrainent le recrutement voire 1’activation des macrophages par un mécanisme
dépendant du GPR84, puis en entrainent la différentiation en macrophages de type M2
par I’agonisme du GPR40/FFARI. 1l se pourrait aussi bien que les MCFA induisent,
de maniére cyclique et répétée dans le temps, I’inflammation puis sa résolution en
agonisant GPR84 et GPR40/FFARI respectivement. Ainsi, dépendamment du moment
ou les souris nourries avec des MCT sont sacrifiées, 1’on pourrait y retrouver un
phénotype pro-inflammatoire ou un phénotype anti-inflammatoire. Dans un autre
contexte impliquant les acides gras polyinsaturés, sur un modele murin surexprimant

I’apolipoprotéine D (ApoD), une telle alternance de profils pro-inflammatoires et anti-
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inflammatoires (sur un rythme trimestriel) a déja été observée par notre équipe
(Desmarais et al., 2019), rendant notre supposition réaliste.

Pour vérifier notre hypothése, dans un premier temps, nous pourrions nourrir de jeunes
souris de 5 semaines d’age (livrées a trois semaines d’age aprés sevrage puis
acclimatées deux semaines a 1’animalerie, exactement comme les souris des cohortes
A et B étudiées dans le chapitre III) sur une période d’un an avec des di¢tes de types
M40 ou contrdle. A différents trimestres, des foies de souris issus des deux groupes
seront digérés a la collagénase puis les macrophages (cellules de Kupffer) isolés du
reste des cellules par centrifugation dans un gradient de percole suivant un protocole
dont I’efficacité et le rendement sont bien démontrés (Aparicio-Vergara et al., 2017).
Il sera alors possible de déterminer la balance de polarisation M1 ou M2 de ces
macrophages. Par exemple, cela pourrait é&tre mesuré par un protocole
d’immunofluorescence basée sur un marquage des macrophages avec des anticorps
ciblant TLR4 et/ou le récepteur a I’IL-1, deux marqueurs membranaires des
macrophages M1 (Sun et al., 2017b), ainsi que CD163 et/ou CD206 qui sont deux

marqueurs membranaires des macrophages M2 (Roszer, 2015; Sun et al., 2017b).

Ensuite, en s’inspirant du protocole de Ohue-Kitano et al. (2018), I’on pourrait
examiner plus directement ’effet immunomodulateur des MCFA en exposant des
BMDC ainsi que des macrophages totaux hépatiques en cultures, a des doses
physiologiques de MCFA, et en présence ou en absence d’antagonistes sélectifs de
GRP40/FFAR1 puis de GPR84, pour évaluer leur polarisation sur la base des
marqueurs membranaires et des cytokines qu’ils exprimeront. Cela renseignerait sur
I’effet potentiel des MCFA sur la régulation de 1’inflammation systémique. La méme
expérience pourra étre reproduite sur des cultures primaires de cellules de Kupffer,
facilement isolables (selon la procédure mentionnée dans le paragraphe précédent)
(Aparicio-Vergara et al., 2017), pour renseigner sur I’effet potentiel des MCFA sur le
phénotype pro- ou anti-inflammatoire au niveau hépatique plus spécifiquement. Si

nous confirmons que les dictes MCT et les MCFA favorisent un environnement anti-
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inflammatoire en promouvant la différentiation des macrophages en macrophages de
type M2, alors leur innocuité sur la santé hépatique sera confirmée. Par contre, il se
pourrait aussi que I’on découvre que les macrophages hépatiques recrutés et activés par
les dietes MCT sont polarisés vers un phénotype pro-inflammatoire, soit en continu ou
a des périodes particulicres, via des mécanismes dépendants d’un des deux GPCR
(GPR84 étant le suspect le plus crédible). Dans ce cas-la, il serait intéressant
d’optimiser notre manic¢re d’administrer les dietes MCT pour en inhiber le potentiel
inflammatoire sur le foie, tout en bénéficiant pleinement de leurs propriétés
antiobésogeénes et antistéatogénes. Par exemple, nous pourrions trés efficacement
évaluer sur des animaux I’effet d’une di¢te dont la masse grasse comportera a 12,5%
des huiles essentielles (communes a toutes les dictes grasses), a 60,5% de I’huile MCT,
et & 27% de I’huile de poisson Menhaden. A cette dose, il a été observé que cette huile
de poisson fournit suffisamment d’acides gras ®-3 qui inhibent D’activité pro-
inflammatoire des macrophages tissulaires en activant directement le récepteur

GPR120 aux effets immunomodulateurs connus (Oh et al., 2010).
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Figure 4.6 : Impact des différentes diétes expérimentales sur I’inflammation au
niveau hépatique. (A) Coupes histologiques, colorées a I’éosine et a I’hématoxyline,
de foies de souris males nourries 10 semaines avec une dicte LFD (10% kcal issus de
LCT), une HFD (45% kcal issus de LCT), une M20 (20% kcal issus de MCT, et 25%
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de LCT) ou une M40 (40% kcal issus de MCT et 5% de LCT). (B) Niveaux
d’expressions transcriptionnels des génes CD68, IL-1b et Tnfa dans les foies de souris.
Résultats originaux non publiés. Les cercles verts entourent des zones de hautes
densités nucléaires communément décrits comme de potentiels « foyers inflammatoires
». Le seuil de significativité statistique, calculé au moyen d’un test-t non pairé, est
établi pour une p-value de 0,05. Le symbole (*) marque une différence statistiquement
significative avec le controle LFD. *, p < 0.05. LFD (Low fat diet) ; HFD (High fat
diet) ; M20 (HFD avec 20% de kcal issus de MCT) ; M40 (HFD avec 40% de kcal issus
de MCT) ; Cdé68 (cluster of differentiation 68) ; //1b (interleukine 1-béta) ; Tnfa (tumor
necrosis factor alpha) ; Hprtl (hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase).

4.2.3 Les effets possibles des MCT sur Pactivité physique

4.2.3.1 Les effets antiobésogénes sont-ils induits en partie via la stimulation de
I’activité physique spontanée ?
I1 est bien connu que 1’obésité et le manque d’exercice sont unis par un cercle vicieux,
car la faible activité physique est tout a la fois causative et secondaire au
développement de ’obésité¢ (Pietilainen et al., 2008). Ce cercle vicieux est bien
documenté aussi bien pour les humains que pour les animaux de laboratoire. D’une
part, le manque d’exercice se traduit logiquement par une réduction de la dépense
d’énergie hors repos (la NREE évoquée dans le chapitre I), induisant ainsi un
débalancement anabolique obésogéne. Une étude récente illustre cela en démontrant
que, chez des souris de laboratoire, un espace vital réduit et faiblement enrichi favorise
I’expansion du tissu adipeux viscéral (Roemers et al., 2019). D’autre part, I’inverse est
aussi vrai, a savoir que 1’obésité entraine elle-méme une diminution de l’activité
physique (Friend ef al., 2017). En effet, comme le démontre la figure 4.7 générée par
Friend et ses collaborateurs (2017), lorsque des souris sont soumises a une dicte grasse
obésogene, et bien que leur liberté de mouvement ne soit en aucun cas entravée, leur
comportement exploratoire et les distances qu’elles parcourent sont substantiellement
réduits. Quelques mécanismes causaux, établissant un lien intéressant entre les
neurosciences et le métabolisme des lipides, sont proposés par la littérature pour

expliquer cela. Dans leur étude, Friend ef al. (2017) ont découvert que la dicte grasse
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obésogene entraine une réduction de la liaison de la dopamine au Gj-coupled D2
receptor (D2R) de la voie Indirect pathway medium spiny neurons (iIMSNs) des
neurones de projection du striatum (Friend et al., 2017), la structure neuronale du
systéeme nerveux central directement responsable de la production des mouvements

volontaires liés a la locomotion, la reproduction et I’exploration alimentaire.

En outre, il est désormais connu que, chez les souris, les diétes grasses riches en lipides
saturés, contrairement aux dietes grasses a haut ratio lipides monoinsaturés/saturés,
entrainent en plus de 1’obésité et de son chapelet de complications métaboliques, une
inflammation chronique au sein du noyau accumbens. Or, le noyau accumbens est la
structure de 1’hypothalamus impliquée dans la régulation de I’humeur et dans le
renforcement positif des actions reliées au bien-étre (Décarie-Spain et al., 2018).
L’action lipotoxique pro-inflammatoire des LCFA saturés au sein du noyau accumbens
entraine un comportement de type dépressif caractérisé par un prolongement des temps
d’immobilité physique, et I’induction d’une anxiété chronique qui conduit a la
prostration, a la réduction du comportement exploratoire, et a la sédentarité (Décarie-
Spain et al., 2018). D’ailleurs, la figure 4.7.B de Friend ef al. montre que, contrairement
a celui des souris minces, le tracé des trajectoires des souris obeses est beaucoup moins
complexe, et davantage confiné aux régions périphériques de leurs cages, ce qui est un

indicateur typique de 1’anxiété voire de la dépression (Lezak et al., 2017).
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Figure 4.7 : Relation inverse entre I’induction de I’obésité par une diéte riche en
gras, et ’activité physique, chez des souris de la souche C57BL6/J. (A) Evolution
de la masse corporelle de souris minces soumises a une di¢te faiblement enrichie en
gras (13% kcal issus de gras) ou trés fortement enrichie en gras (60% kcal issus de
gras). (B) Tracé des trajectoires (frack-plots) des souris minces et obéses dans leur
périmétre d’hébergement. (C) Distances parcourues par les souris obeses durant leur
protocole de dicte, en pourcentages par rapport aux souris controles minces. (Friend et
al.,2017).

Etant donné que les diétes les plus obésogénes (c’est-a-dire les dites riches en LCT
saturés lipotoxiques) inhibent 1’activité physique, et au regard des propriétés non
lipotoxiques des MCT, nous avons logiquement émis I’hypotheése que 1’effet
antiobésogene des dictes riches en MCT pourrait au moins en partie étre imputé a la
préservation voire a la stimulation de 1’activité physique. Cette hypothese était d’autant
plus réaliste que les MCT de la dicte, tel que largement décrit dans les chapitres
précédents, sont de forts pourvoyeurs d’énergie pour 1’organisme par leur haute
propension a subir la B-oxydation. D’ailleurs, des études menées sur des athlétes non
professionnels ont révélé que 1’ingestion quotidienne de 6 grammes de MCT soutenue
sur deux semaines suffit a augmenter significativement 1’oxydation lipidique durant
des exercices a intensité modérée, a prolonger la durée des exercices a fortes intensités
(Nosaka et al., 2009; Nosaka et al., 2018), a améliorer I’endurance et a repousser le

seuil de perception de la fatigue, bien plus efficacement que la consommation des LCT
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(Nosaka et al., 2018). En outre, la consommation des MCT a récemment ét¢ identifiée
comme une stratégie nutritionnelle prometteuse pour le traitement de la sarcopénie
(Abe et al., 2019). La sarcopénie est une condition physiopathologique qui touche
surtout (mais pas exclusivement) les ainés ayant une faible qualité de vie, et qui se
manifeste par une perte de la masse et des fonctions des muscles squelettiques (Santilli
et al., 2014) résultant directement d une accumulation de dysfonctions mitochondriales
dans les muscles (Faitg et al., 2018). Abe et al. (2019) ont pour leur part révélé que la
consommation de 3g/jours de MCT pendant trois mois, par rapport aux LCT,
augmentait la puissance des muscles jambiers de 48,1%, la performance des muscles
de la déglutition de 27.8% et, plus intéressant encore, le score de mesure des activités
de la vie quotidienne (AVQ) de 7.5% (Abe et al., 2019).

D’un point de vue plus fondamental, Wang et ses collaborateurs (2018) ont confirmé,
avec un nouveau mécanisme a ’appui, la capacité des MCT a améliorer I’endurance
durant I’exercice. Ces auteurs ont démontré qu’une dicte réguliere Chow supplémentée
avec 11.6g/kg de MCT, augmentait au niveau des muscles squelettiques I’expression
des marqueurs clefs de la biosyntheése mitochondriale, comme PGCla, et des fonctions
énergétiques mitochondriales, comme 1I’ATP synthase subunit 5 o. (ATP5 a)). La hausse
de ces marqueurs €tait constatée en méme temps qu’une augmentation des niveaux de
phosphorylation de I’axe AKT-mTOR et de I’AMPK (un patron de résultats, du reste,
trés similaire a ce que nous avons obtenu aux niveaux hépatocytaire et hépatique dans
les chapitres II et III), et d’une chute de I’expression du Transforming growth factor p,
une cytokine de stress cellulaire régulant négativement la biosyntheése mitochondriale.
Ces changements dans le catabolisme musculaire se sont traduits par une forte
augmentation de I’endurance des souris lors d’un exercice de course contraignante sous
haute température (Wang et al., 2018a).

Toutes ces données de la littérature renforcent notre hypothese susmentionnée, a savoir
que les MCT, a I’exact opposé des LCT, favorisent les performances musculaires et
I’activité physique, réduisant 1’obésité. Pour vérifier cela, en guise de résultat

préliminaire a d’autres études a venir, nous avons mesuré 1’activité physique spontanée
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des souris de la cohorte B étudiées dans la chapitre III. Pour rappel, il s’agit de souris
de la souche C57BL/6 rendues obeses, insulinorésitstantes et stéatosées par une dicte
HFD classique riche en LCT (45% kcal issus de lard) pendant 10 semaines, puis
soumises pendant 10 semaines supplémentaires (diet switch) soit a des di¢tes contrdles
HFD et LFD, soit a I’une ou I’autre des diétes grasses enrichies en MCT partiellement
(M20, 20% kcal issus de MCT) ou au maximum possible (M40, 40% kcal issus de
MCT). Ce protocole de dicte ad-libitum nous avait alors permis de démontrer le
potentiel curatif de la diete M40 contre I’obésité, la stéatose hépatique et la résistance
a I’insuline. Les mémes souris ont fait I’objet, a la septiéme semaine post-diet switch
(donc une semaine avant le GTT pour éviter toute influence du stress lié a ce dernier),
d’une quantification de leur mouvement. Pour ce faire, elles ont été déposées
individuellement dans des cages vides de 22,5 cm de longueur et 16,5 cm de largeur,
puis filmées par le haut a 1’aide d’une caméra pendant 10 minutes. Le suivi des
trajectoires puis la quantification des mouvements, c’est-a-dire les distances
parcourues et les vélocités moyennes des souris, ont été réalisés a 1’aide du logiciel
EthovisionXT14™, Les cinq premiéres minutes ont été exclues des mesures car elles
correspondaient aux temps nécessaires aux souris pour explorer puis s’acclimater au
nouveau milieu, comme cela a déja ét¢ documenté (Spink et al., 2001).

Les résultats (non publiés) présentés en figure 4.8 sont encourageants. Ils démontrent,
conformément a la littérature d’abord, que les souris obeses soumises aux plus fortes
doses de LCT, via les dictes HFD et M20, parcourent significativement moins de
distances et sont significativement moins véloces que les controles LFD. Ensuite, les
résultats montrent que les souris obeses ayant consommé la diéte curative M40
présentent une activité physique exactement identique a celle des souris LFD. Cela
suggere donc qu’il est bien raisonnable de supposer que I’effet antiobésogene des MCT

dépend au moins en partie de leur effet positif sur 1’activité physique.
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Figure 4.8: Mesure de D’activité physique spontanée de souris C57BL/6
préalablement obéses, stéatosées et insulinorésitstantes, soumises 7 semaines a une
LFD, une HFD, une dié¢te M20 ou une diéte M40. Résultats originaux non publiés.
Le seuil de significativité statistique, calculé au moyen d’un test-t non pairé, est établi
pour une p-value de 0,05. Le symbole (*) marque une différence statistiquement
significative avec le controle LFD et le symbole (#), avec la condition HFD. *, p <
0.05. LFD (Low fat diet) ; HFD (High fat diet) ; M20 (HFD avec 20% de kcal issus de
MCT) ; M40 (HFD avec 40% de kcal issus de MCT) ; cm (centimeétres) ; s (secondes).

S’il est désormais clair que ’amélioration des fonctions musculaires induites par les
MCT peut étre un mécanisme sous-jacent crédible (Abe et al., 2019; Wang et al.,
2018a), il serait intéressant de comparer I’impact des MCT avec celui des LCT saturés
sur I’homéostasie de la région hypothalamique. Nous pourrions, dans un premier temps,
mesurer les niveaux d’expression des génes pro-inflammatoires (comme Ixxf, IL-1f et
TNF) dans le noyau accumbens des souris soumises aux di¢tes LFD, HFD et M40,
aussi bien pour la cohorte A que pour la cohorte B. Conformément a 1’étude de Décarie-
Spain et al. (2018), la diéte obésogene HFD devrait tre associée a une hausse de ces
marqueurs pro-inflammatoires. Au contraire, compte tenu de la forte propension des
MCT de la dicte a étre oxydés dans le foie et de leur faible potentiel inducteur de la
lipémie postprandiale, il serait attendu que la diete M40 n’entraine pas d’inflammation

des régions hypothalamiques. Or, pour rappel de ce qui a mentionné dans le paragraphe
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4.2.3.1, le fait de prévenir les mécanismes lipotoxiques pro-inflammatoires au niveau
hypothalamique conduit a préserver une activité physique optimale chez les souris
(Décarie-Spain et al., 2018).

Pour aller plus loin et étudier plus directement 1I’impact des lipides a chaines moyennes
sur ’homéostasie des structures hypothalamiques, il sera utile de recourir a un
protocole de micro-injections intracérébroventriculaires quotidiennes (pendant une
période de I'ordre de la semaine) de véhicules salins supplémentés en LCFA (par
exemple un mélange oléate :palmitate, 2:1, m:m) ou en MCFA (un mélange
équimolaire de C8 et de C10), en se basant sur un mode opératoire déja documenté
(Dragano et al., 2017). Les différents effets éventuels de ces traitements sur 1’activité
physique, le comportement alimentaire et la prise de masse corporelle seront évalués,
et seront mis en parallele avec les niveaux d’expressions des genes inflammatoires
hypothalamiques. Il est attendu que les MCFA induisent moins d’inflammation, et
préservent I’activité physique. Une raison supplémentaire de supposer cela est la haute
affinit¢ des MCFA (comme largement évoqué plus haut) pour les récepteurs
GPR40/FFAR1 et GPR84. Or, I’étude de Dragano et al. (2017) a révélé que I’injection
dans I’hypothalamus du GW9508, un agoniste mixte du GPR40/FFARI1 et du GPR84,
a entrainé une chute de I’expression du géne pro-inflammatoire /-1 et une hausse du
gene anti-inflammatoire /L-/0, en méme temps qu’une diminution de I’efficience
énergétique et une hausse de la dépense énergétique. De plus, ce traitement a entrainé
une hausse, bien que non statistiquement significative, de I’expression des genes Ucp!
et Ppargcla dans le tissu adipeux brun, par des facteurs de 50% et 100%,
respectivement. Par contre, il convient de souligner que 1’activité physique spontanée

n’était pas modifiée chez ces souris (Dragano et al., 2017).

4.2.3.2 L’effet potentiel des MCT sur I’expression de Pirisine

Le lien entre I’activité physique et la thermogenése par le brunissement du tissu
adipeux a pris un tournant intéressant sur le plan fondamental au début des années 2010,

avec la découverte de I’irisine (Bostrom ef al., 2012). Tel que brievement évoqué dans
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le chapitre I, I’irisine est une myokine sécrétée par les muscles squelettiques quelques
minutes apres 1’exercice, et ses niveaux circulants sont proportionnels a 1’intensité de
I’exercice physique (Daskalopoulou et al., 2014). L’irisine sécrétée mature est la forme
clivée de la pro-hormone FNDCS5 codée par le géne du méme nom dont 1’expression
est principalement régulée a la hausse par PGCla. L’irisine sécrétée stimule
I’activation des fonctions thermogénes du tissu adipeux brun, via I’induction d’Ucp!
et de Cidea, ce qui ralentit significativement 1’obésité et la progression de la résistance
a I’insuline chez des souris soumises a une HFD (Bostrom et al., 2012). Chez des souris
rendues obéses par une HFD (semblables aux souris de la cohorte B de notre étude
présentée en chapitre III) I’administration d’irisine recombinante murine a entrainé,
d’une manicre dose-dépendante, une réduction spectaculaire de la masse corporelle, de
la masse adipeuse, de la dyslipidémie de la résistance a 1’insuline, et des marqueurs
pro-inflammatoires (Niranjan et al., 2019). De plus, I’administration d’irisine a
significativement accru les niveaux d’expressions transcriptionnels et post-
transcriptionnels d’UCP1 dans les tissus adipeux blanc et brun, dans les muscles
squelettiques, et aussi dans le foie (Niranjan et al., 2019). Vraisemblablement pour ces
raisons, I’irisine est communément associée a une hausse de la dépense d’énergie et de
la consommation d’oxygéne, deux marqueurs d’une activité catabolique accrue
(Bostrom et al., 2012; Daskalopoulou et al., 2014). Le mécanisme d’action moléculaire
précis de I’irisine n’est pas encore connu et son potentiel récepteur est caractérisé
depuis peu comme étant un récepteur de type aV/B5-intégrine (Kim et al., 2018). En
outre, une ¢tude trés prometteuse menée sur des cultures primaires d’hépatocytes
murins a révélé le potentiel antistéatogene de I’irisine. Dans cette étude, il a été
démontré que I’irisine, via un nouveau mécanisme impliquant I’inhibition de I’arginine
méthyltransférase (Prmt1), réduit I’expression des marqueurs clefs de 1’inflammation,
du stress oxydatif et de la DNL induits par le palmitate (Park et al., 2015).

Considérant le fait que la diete M40 riche en MCT a préservé ’activité physique
spontanée des souris que nous avons ¢étudiées (figure 4.8), et que, selon Wang et al.

(2018), la consommation de MCT accroit 1’activité musculaire du facteur PGCla, il
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est tentant de supposer que la consommation des MCT stimule la sécrétion d’irisine
qui, a son tour, activerait la thermogenese par les tissus adipeux blancs et beiges, voire
méme la thermogenese hépatique, tout en prévenant la stéatose hépatique par
I’inhibition de Prmtl. Pour vérifier cela, il faudra d’abord mesurer les niveaux
d’expressions du géne Fndc5 dans les muscles squelettiques des souris des cohortes A
et B (étudiées dans le chapitre I1I), et de mesurer les niveaux plasmatiques d’irisine. Si,
chez les M40, aucune différence n’est observée par rapport aux contrdles, il faudra
d’abord imputer cela au jeline de 6 heures qu’ont subi nos souris avant leur sacrifice.
En effet, le jeline limite 1’activité physique et les niveaux d’irisine qui peuvent choir en
a peine 10 minutes aprés 1’exercice (Daskalopoulou et al., 2014). Il sera alors
nécessaire de reconduire I’expérience sur des souris vivantes de la lignée C57BL/6,
obéses et non obéses, males et femelles, nourries ou non avec la diete M40 selon un
mode ad-libitum puis soumises a une activité physique d’endurance immédiatement
avant la collecte de leur sang en vue du dosage de I’irisine. L’activité physique
d’endurance pourrait par exemple étre réalisée a 1’aide d’un essai classique de course
sur tapis roulant motivée par impulsions électriques ou par le contact avec une brosse
métallique (Southern et al., 2017). S’il est avéré qu’une consommation de MCT
potentialise la sécrétion d’irisine en plus d’induire I’activité physique, le modele de
souris Fndc5(irisin precursor)-global knockout (Irisine-KO), développé récemment
(Kim et al., 2018), serait d’une utilité précieuse. Des souris Irisine-KO et des contrdles
non délétés, rendus préalablement obeses ou non (modeles d’études curatifs et
préventifs) seront soumis a une HFD classique ou a une diete M40 pendant 10 semaines,
puis leurs paramétres de poids, d’accumulation lipidiques hépatiques et de sensibilité
a I’insuline seront évalués, ainsi que leur activité thermogene. Enfin, les marqueurs
clefs de la thermogenése dans le foie et les tissus adipeux blancs, beiges et bruns seront
mesurés. Cela permettra de vérifier si I’activité physique, via la sécrétion d’irisine, est
aussi un ¢lément intermédiaire contributeur a la prévention et a la réduction de I’obésité

et a ’activation des effets thermogenes par les MCT.
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4.3 Synthése des perspectives

Les résultats de cette présente thése montrent que les MCT induisent une balance
catabolique propice a la prévention et a la réduction de 1’obésité, notamment en
promouvant 1’oxydation des lipides et la thermogenése, par le foie majoritairement, et
par le tissu adipeux blanc dans une moindre mesure. Leur effet bioactif sur le
catabolisme serait au moins en partie médi¢ par le récepteur GPR40/FFARI. Les
perspectives de recherche contribueront soit a confirmer soit a caractériser de maniére
inédite I’implication de processus physiologiques divers, comme la thermogenécse
hépatique, la potentialisation de I’action des incrétines, la modulation centrale du
métabolisme et du comportement alimentaire, et I’activité physique, dans les effets
métaboliquement bénéfiques des MCT, tout en contribuant a raffiner leur utilisation

afin de minimiser des risques éventuels, comme 1’inflammation hépatique.
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A.1.1 Résumé

L’obésité et les maladies métaboliques auxquelles elle prédispose, comme la stéatose
hépatique non alcoolique (NAFLD) et le diabéte de type 2 (72D) connaissent une
hausse inquiétante de leur prévalence. Il est bien connu que 1’obésité est associée dans
la plupart des cas a une multitude de comorbidités ayant pour effet d’altérer séveérement
la santé métabolique. Toutefois, il existe une sous-population de patients obéses jugés
« métaboliquement sains » dont le pourcentage varie, selon les critéres utilisés pour le
diagnostic, de 3 a 5% de la population obése adulte. Parmi divers autres facteurs, il est
aujourd’hui largement démontré que le déséquilibre du microbiote intestinal (dysbiose
intestinale) peut jouer un rdle causal dans la pathogeneése de 1’obésité avec
complications métaboliques telles que I’endotoxémie, I’inflammation intestinale et
systémique, ainsi que la résistance a I’insuline. En outre, de récentes études ont
¢galement démontré que le maintien d’une symbiose intestinale optimale peut
contribuer au maintien d’une bonne santé métabolique y compris chez des individus
obéses. La présente revue de littérature propose du potentiel qu’ont les triglycérides a
chaines moyennes (MCT), par ailleurs connus pour promouvoir le catabolisme des
lipides, la dépense d’énergie et la perte de poids, a améliorer la santé métabolique aussi
en agissant directement 1’intégrité et 1’écosystéme intestinaux. Nous émettons, pour
finir, ’hypothése selon laquelle les MCT alimentaires pourraient prévenir voire réduire
la virulence des maladies métaboliques notamment via le remodelage du microbiote
intestinal.

Mots clefs : obésité ; obeses métaboliquement sains ; obeses non métaboliquement
sains ; syndrome métabolique ; stéatose hépatique non alcoolique ; microbiote
intestinal ; Bacteroidetes ; Firmicutes ; endotoxémie ; lipopolysaccharides ;
triglycérides a chaines moyennes ; acides gras a chaines moyennes.
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A.1.2 Abstract

Obesity and associated metabolic complications such as non-alcoholic fatty liver
disease (NAFLD) and type 2 diabetes (T2D) are in constant increase around the world.
While most obese patients show several metabolic and biometric abnormalities and
comorbidities, a subgroup of patients representing 3 to 57% of obese adults, depending
on the diagnosis criteria, remains metabolically healthy. Among many other factors,
the gut microbiota is now identified as a determining factor in the pathogenesis of
metabolically unhealthy obese (MUHO) individuals and in obesity-related diseases
such as endotoxemia, intestinal and systemic inflammation, as well as insulin resistance.
Interestingly, recent studies suggest that an optimal healthy-like gut microbiota
structure may contribute to the metabolically healthy obese (MHO) phenotype. Here,
we describe how dietary medium chain triglycerides (MCT), previously found to
promote lipid catabolism, energy expenditure and weight loss, can ameliorate
metabolic health via their capacity to improve both intestinal ecosystem and
permeability. MCT-enriched diets could therefore be used to manage metabolic
diseases through modification of gut microbiota.

Keywords : obesity; metabolically unhealthy obese; metabolically healthy obese;
metabolic syndrome; non-alcoholic fatty liver disease; gut microbiota; Bacteroidetes;
Firmicutes; endotoxemia; lipopolysaccharide; medium chain triglycerides; medium
chain fatty acids



226

A.1.3 Introduction

Obesity has become an international public health problem with 2.1 billion people
worldwide being overweight (body mass index (BMI) > 25.0) and more than half a
billion among them being obese (BMI>30.0) (Ng et al., 2014; Smith & Smith, 2016b).
Obesity is now described as a pandemic with increased prevalence in both adult and
child populations. Since the 1980s, the combined prevalence of obesity and overweight
increased by 28% in adults and 47% in children (Ng et al., 2014; Smith & Smith,
2016b). Obesity is a multifactorial affection with broad etiology, and multiple
comorbidities. Most of these comorbidities are thought to be the result of aberrant body
fat distribution leading to the metabolic syndrome (Graffy & Pickhardt, 2016; Grundy,
2015; Haslam & James, 2005). This pathology is associated with an elevated waist
circumference, a progressive state of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)
(Graffy & Pickhardt, 2016; Haslam & James, 2005), insulin resistance, type 2 diabetes
(T2D), some types of cancers (especially in women), hypertension, cardiovascular
diseases, reproductive abnormalities, dyslipidemias, psychological affections
(Hryhorczuk et al., 2013), and a severely reduced life expectancy (Elmaogullari et al.,
2015; Haslam & James, 2005; Reuter et al., 2016). Obesity is also considered a risk
factor for several other diseases such as chronic respiratory diseases (Cho & Shore,
2016) and arthritis (Haslam & James, 2005).

Some contributing factors for obesity progression are: unfavorable genetic
determinants (Payab et al., 2016), lack of physical activity (Waleh, 2016), socio-
economic status (Smith & Smith, 2016b), circadian cycle disturbance (Scott, 2015),
sleep deprivation (Klingenberg et al., 2012), hormonal dysregulation (Choudhury et
al., 2016), persistent organic pollutants (Lee ef al., 2014a) and alteration of the gut
microbiota (Nova et al., 2016; Patterson et al., 2016). However, the most powerful
inducer of obesity and its associated adverse metabolic effects remains, by far,
inappropriate food intake (Drewnowski & Almiron-Roig, 2010). The modern

prevalence of obesity and metabolic syndrome is likely due to the rise in consumption
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of energy-dense food, containing high amounts of fat and carbohydrates (Drewnowski
& Almiron-Roig, 2010), especially in Western countries. In these countries, dietary
fats typically account for 33% to 42% of dietary energy intake, with a rich proportion
of long chain saturated fat (Drewnowski & Almiron-Roig, 2010). When the energy
intake exceeds both the caloric needs of the body and its glycogen storage capacity,
dietary carbohydrates and fats are first converted and stored as triglycerides (TG) in
white adipose tissue (WAT) and, later on, in other tissues such as the liver (Ameer et
al., 2014; Strable & Ntambi, 2010). Sustained and abusive accumulation of lipids in
the liver induces NAFLD (highly concurrent with obesity) which may result in
lipotoxicity, steatohepatitis, hepatocyte cell death, fibrosis and eventually liver
cirrhosis as well as hepatocarcinoma (Povero & Feldstein, 2016).

We aim here to overview the underlying causes of obesity and its associated metabolic
abnormalities while paying special attention to a unique subset of the obese population:
the metabolically healthy but obese (MHO) individuals. We will highlight the potential
involvement of the gut microbiome as one of several contributors to the MHO status.
We will finally introduce the idea of a medium chain triglycerides (MCT)-based dietary
intervention with the aim of improving the metabolic state of metabolically unhealthy
obese (MUHO) patients, either through modification of their intestinal health or by

directly influencing lipid metabolism.

A.1.4 Etiology of obesity and associated metabolic complications

The current paradigm posits that fat accumulation leading to obesity results from an
imbalance between energy intake and energy expenditure. Post-World War II food
processing and marketing practices (quickly available energy-dense foods) and
reductions in physical activity are the two main factors often blamed for the
contemporary prevalence of obesity. As such, most treatment options involve creation
of a negative energy balance, achieved by consuming fewer calories than energy

expended. Alternatively, pharmacological and surgical therapies also exist (Kaila &
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Raman, 2008). Nevertheless, complex interactions among heredity (Rankinen et al.,
20006), epigenetic imprinting (Waterland et al., 2008), lifestyle, feeding behavior
(McAllister et al., 2009), as well as environmental (Kanayama et al., 2005) and
physiologic inflammatory factors (Maachi et al., 2004; Trayhurn & Beattie, 2001) also
contribute to the etiology of obesity.

A.1.4.1 Comorbidities related to obesity

Most obese individuals fall into the MUHO category and are at increased risk for
several diseases. They suffer from a severely reduced life expectancy: a 5.8 years
average decrease for men and 7 years for women (Grover et al., 2015). The visceral
adipose tissue (typically abundant in obese individuals) secretes pro-inflammatory
cytokines (Maachi et al., 2004; Trayhurn & Beattie, 2001) that are, in part, responsible
for obesity-associated pathogenesis (Maachi et al., 2004; Trayhurn & Beattie, 2001).
The resulting metabolic syndrome defines a group of metabolic risk factors linked to
health problems associated with overweight and obesity such as elevated visceral
adiposity, larger waist circumference (>102 cm in men and >88 cm in women), hyper-
triglyceridemia (>150mg/dL) (Grundy, 2015), reduced HDL (high density lipoprotein)
cholesterol levels (<40mg/dL in men and <50mg/dL in women), elevated blood
pressure (systolic > 130 mm Hg and/or diastolic > 85 mmHg) and high fasting glucose
levels (Roberts et al., 2013). A patient with at least three of these risk factors is
currently diagnosed with the metabolic syndrome.

High levels of glycemia, associated with insulin resistance, are a hallmark of
prediabetes and T2D, common diseases occurring in obese individuals suffering from
the metabolic syndrome (Grundy, 2015). According to the most recent criteria,
prediabetes is defined by a fasting glucose ranging between 100-125mg/dL or between
140-199mg/dL 2 hours post-prandium, while these two values often exceed 126mg/dL
and 200mg/dL in T2D, respectively (Grundy, 2015). In addition, the latest medical
updates indicate that 50-90% of patients with TD2 have a BMI > 25.0 (the overweight
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threshold) while those with a BMI > 35 have a 20-fold higher risk of developing T2D
than healthy lean patients (Kyrou et al., 2000 (2014)).

Risk of cardiovascular diseases, including atherosclerosis, coronary artery disease,
stroke and pulmonary embolism, is higher in obese patients (Poirier et al., 2006a).
Obesity is also associated with a large spectrum of liver abnormalities including
NAFLD (Fabbrini et al, 2010). Several additional comorbid disease risks are
associated with obesity such as cholelithias, pancreatic failure sleep apnea,
gynecological abnormalities, osteoarthritis, psychiatric illness as well as some types of

cancer (breast, endometrial, prostate and colon) (Kaila & Raman, 2008).

A.1.4.2 Metabolically healthy but obese individuals (MHO)

There is a large body of evidence suggesting that not all obese individuals develop such
important metabolic complications (Samocha-Bonet et al., 2014). A unique subtype of
obese individuals has been identified as MHO (Karelis, 2008). Despite excessive levels
of body fat mass, MHO patients present higher levels of insulin sensitivity, a normal
circulating lipid profile, no pronounced hepatic steatosis nor associated inflammatory
state, no hypertension, and a lower visceral, muscle and hepatic fat content compared
to MUHO subjects (Primeau et al., 2011). Since there is no standard definition for the
identification of the MHO phenotype, the true prevalence of MHO individuals in the
obese population is currently unclear. Depending on the method and the cut-off point
used for certain metabolic risk factors, the prevalence of MHO subjects may range from

approximately 3 to 57% of obese adults (Velho ef al., 2010; Wildman et al., 2008).

The favorable metabolic profile of MHO individuals has been associated with a lower
risk of developing T2D or cardiovascular disease (CVD), and having a lower mortality
risk compared to MUHO individuals (Plourde & Karelis, 2014). There is also evidence
refuting the notion that MHO subjects are totally protected from metabolic diseases

(Eckel et al., 2015). The fundamental mechanisms underlying the different metabolic
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profiles of MHO and MUHO individuals remain poorly understood (Loos, 2014).
However, Berezina et al. showed that among patients with abdominal obesity, MHO
phenotype was associated with a G45G Adiponectin genotype, while the T45T
genotype for Adiponectin increased metabolic disorders risks (Berezina et al., 2015).
This observation is all the more interesting since Adiponectin is a potent modulator of
insulin sensitivity (Kandasamy et al., 2012). Also, in the latter decade, a consensus has
emerged, which make the gut microbial population (also called the gut microbiota) a
key determinant in the host metabolic profile (Hur & Lee, 2015; Patterson et al., 2016).
The gut microbiota should therefore be taken into consideration in dietary and clinical

approaches, for both MUHO and MHO treatments.

A.1.5 The gut microbiota: a determining factor for metabolic state

A.1.5.1 Gut microbiota dysbiosis in obesity

Current estimations indicate that the human intestine is colonized by a large population
of above 100 trillion microbial cells organized in several taxa and constituting the gut
microbiota (Guinane & Cotter, 2013). The total biomass of the gut microbiota exceeds
1kg and is mainly concentrated in the large intestine, where about 10'? bacteria per
gram of colonic tissue are found (Chow et al., 2010). Such an important quantity of
“foreign” cells implies a tightly regulated acceptance by the immune system of the host
(Chow et al., 2010). The gut microbiota plays a symbiotic role, ensuring several
metabolic functions essential to the host. It is involved in the degradation of
polysaccharides and oligosaccharides into simple metabolites such as short chain fatty
acids (SCFA). These SCFA were recently found to promote intestinal impermeability
(Kelly et al., 2015) as well as hepatic sugar and lipid anabolism (den Besten et al.,
2013a; den Besten et al., 2013b; Singh et al., 2015). The gut microbiota is also an
indispensable source of essential vitamins B and K (LeBlanc et al., 2013). Gut

microbiota composition and diversity are subjected to important variations between
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individuals but also within the same individual under the influence of several
physiologic and environmental factors such as antibiotic consumption, lifestyle and
diet (Janssen & Kersten, 2015).

The alteration of gut microbiota is closely linked to tissue inflammation and to a broad
range of metabolic abnormalities, including obesity and insulin resistance (Everard &
Cani, 2013; Janssen & Kersten, 2015). First observations suggested a link between the
gut microbiota and the metabolic state of the host (Cani et al., 2007; Turnbaugh et al.,
2006). Several studies have since confirmed a direct implication of gut microbiota in
obesity progression (Patterson et al., 2016).

Backhed and colleagues first demonstrated that germ-free mice were protected against
high fat and high sugar diet-induced obesity, via enhanced expression of hepatic and
muscular Pge-la (a PPAR coactivator) and activation of AMPK potentiating lipid
catabolism (Backhed et al., 2007). Subsequently, Cani and collaborators established a
close link between gut microbiota-induced “metabolic endotoxemia” and obesity-
related insulin resistance in mice. They established the paradigm of gut microbiota-
mediated metabolic endotoxemia inducing chronic low-grade of inflammation in the
host. In obese mice, a dramatic change in caecum-resident bacteria characterized by a
decrease in low lipopolysaccharide (LPS)-expressing bacterial taxa (such as
Bifidobacteria) and concomitant elevation in high LPS-expressing taxa (gram-negative
bacteria) was observed. This lead to increased concentration of circulating pro-
inflammatory LPS (Cani et al., 2007). A prolonged high fat diet was also reported to
induce physiologic high-grade inflammation, weight gain and T2D progression by an
LPS-dependent gut microbiota-associated endotoxemia mechanism in mice (Backhed
et al., 2007). In addition, it was shown that genetically obese 0ob/ob mice display a
lower endotoxemia and caecal LPS content following the inactivation of CD14, a cell
receptor involved in inflammation (Cani et al., 2007; Cani ef al., 2008). Concomitantly,
in a randomly recruited human male cohort, a link has been observed between

circulating LPS and food intake (Amar et al., 2008).
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In mice fed a high-fat diet, and in genetically obese ob/ob mice, suppression of gut
microbiota via administration of a broad range of antibiotics resulted in a significant
decrease of LPS caecal content. Consequently, fat accumulation and body weight were
diminished, endotoxemia and inflammation at both systemic- and tissue-specific levels
were blunted, and insulin sensitivity was improved (Cani ef al., 2008). Intriguingly,
administration of antibiotics to livestock trough water and food is typically used to
promote cattle and swine growth and weight-gain (Cazer et al., 2014; Maron et al.,
2013). The mechanisms underlying this opposite effect are not known yet support a
link between enteric bacteria and host metabolism, suggesting variable responses
between animal species (Johnson et al., 2016; Maron et al., 2013; Van Boeckel et al.,
2015).

A dysbiosis induced by obesogenic factors adversely enhances intestinal permeability
by modulating the expression of epithelial junction genes zo-1 and occludin (Arslan,
2014; Cani et al., 2009). An optimal gut microbiota helps maintain intestinal barrier
impermeability via the production of SCFA, which serve as metabolic precursors for
colonocytes in normal physiologic hypoxia conditions (den Besten et al., 2013a; den
Besten et al., 2013b; Kelly et al., 2015). Colonocytes require the catabolism of SCFA
to potentiate the Hypoxia-inducible factor 1-dependent expression of key genes
involved in biosynthesis (den Besten ef al., 2013a; den Besten ef al., 2013b; Kelly et
al., 2015). This may explain why, in metabolic diseases such as obesity, an
inappropriate microbiota adversely impacts intestinal permeability, leading to
infiltration of bacterial LPS from gut lumen into intestinal epithelia, bloodstream and
tissue (such as the liver) contributing to metabolic endotoxemia (Cani, 2012; den
Besten et al., 2013a; den Besten et al., 2013b; Kelly et al., 2015). In fact, administration
of antibacterial agents targeting caecal aerobic and anaerobic bacteria with high
efficiency (namely norfloxacin and ampicillin) to mice fed a high-fat diet and 0b/0b
mice significantly enhanced their global glucose tolerance, decreased their fasting
glycaemia and circulating LPS levels, and improved the secretion of Adiponectin

(Membrez et al., 2008), known for its positive effects on insulin sensitivity
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(Kandasamy et al., 2012). The current model of obesity-associated endotoxemia posits
that gut-derived LPS and free fatty acids activate M1 macrophages which, together
with other immune cells, create a hepatic and physiologic inflammatory process
sustaining the above-mentioned obesity-related comorbidities (Pereira & Alvarez-
Leite, 2014).

Gut microbiota is now considered as a key factor of metabolic health (Arslan, 2014;
Hur & Lee, 2015). The relative abundance of some bacterial phyla within the gut
microbiota are associated with specific metabolic states, and subjected to the influence
of diets (Turnbaugh et al., 2006). In fact, quantitative identification of bacteria using
the 16S ribosomal RNA gene showed that obesity is associated to a notable decrease
in the relative abundance of Bacteroidetes vs Firmicutes (from a proportion of 40:60
in lean patients or non-obese mice down to a proportion of 20:80) (Delzenne & Cani,
2011; Ley et al., 2005; Turnbaugh et al., 2006). Interestingly, this ratio is similarly
decreased in ob/ob mice, in mice subjected to obesogenic and diabetogenic diets, as
well as in obese human subjects (Abdallah Ismail et al., 2011; Clarke et al., 2012; Ley
et al., 2005). Moreover, within these two superkingdoms, bacterial subpopulations are
themselves submitted to specific changes reflecting metabolic health, diet and
antiobesity medical interventions such as bariatric surgery-induced weight loss
(Delzenne et al., 2011a; Delzenne ef al., 2011b; Furet ef al., 2010). These changes are
diverse and still not well established (see Delzenne and Cani for a detailed review
(Delzenne & Cani, 2011)).

While these observations established a definitive link between gut microbiota
disturbance and metabolic diseases progression, it is still unclear which one of the two
events induces the other. This question was addressed by several microbiota
transplantation experiments (Blaut, 2015; Hur & Lee, 2015). The transplantation of
fecal microbiota from obese mice and obese patients into germ-free lean mice
transformed the lean mice into obese mice, while the germ-free mice receiving
microbiota from lean mice did not show any metabolic symptoms related to obesity or

insulin resistance (Blaut, 2015; Ridaura et al., 2013; Turnbaugh et al., 2006; Turnbaugh
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et al., 2009). These findings revealed a microbiota-mediated transmissible effect of
diets and metabolic status, demonstrating that gut microbiota is not simply a collateral
unit modulated by metabolic diseases but an active and potent modulator of the
metabolism. The gut microbiota may have therefore a role in the determination of

metabolic status.

A.1.5.2 Correlation of MHO metabolic status with gut microbiota profile

To date, very few animal studies described a clear role for gut microbiota in the
establishment of the MHO phenotype. Serino et al/ showed that different cohorts of
mice issued from the same C57BL6 genetic background became either diabetic or
resistant to diabetes and metabolic disorders despite being fed the same obesogenic
high-fat diet. Compared to diabetic mice, resistant mice showed higher insulin
sensitivity, lower inflammation, improved intestinal impermeability (in the ileum,
caccum and colon) and lower adipogenesis (Serino et al., 2012). Moreover, the
metabolic profile of resistant mice was similar to the metabolic profile observed in
mice fed a high fat diet supplemented with gluco-oligosaccharidic fibers.
Oligosaccharidic fibers are commonly used to prevent high fat diet-induced
endotoxemia, dysbiosis and obesity (Neyrinck et al., 2012). Interestingly, the resistant
mice harbored a distinctive gut microbiota. The gut microbiota of the diabetic mice, in
comparison with resistant mice, was characterized by a 20% decrease in the abundance
of Firmicutes to the benefit of Bacteriodetes, mainly resulting from a dramatic decrease
of the lachnospiraceae bacterial family. Within the Bacteroidetes phylum, the family
of S24-7 bacteria was specifically increased (3-fold). In addition, compared to the
diabetic mice, the microbiota of resistant mice presented an important decrease of the
helicobacter genus, while actinobacteria remained stable (Serino et al., 2012). The
authors suggested that the gut microbiota could represent a “signature of the metabolic
phenotype independent of differences in host genetic background and diets”. This

suggestion is consistent with the results of a recent study performed in the brown bear
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(Ursus arctos) (Sommer et al., 2016). The bear is a mammal well known to accumulate
very large amounts of adipose fat during the summer; developing hyperlipidemia while
remaining metabolically healthy and resistant to atherosclerosis (Arinell et al., 2012).
Sommer and colleagues showed that, during summer, bears harbored a different gut
microbiota composition than during winter. Summer microbiota was enriched in
Firmicutes, actinobacteria and, in a lower proportion, enriched in proteobacteria while
being depleted in Bacteroidetes (Sommer et al., 2016). Moreover, the abundance of
several other bacterial families was also seasonally modulated. Interestingly, the
transplantation of summer or winter microbiota from bear intestines to germ-free mice
revealed a microbiota-dependent transmissible seasonal metabolic status as mice
receiving summer microbiota showed a significant elevation of adiposity and body
weight gain but a better glucose tolerance and a lower circulating TG level, suggesting
an improved cardiometabolic state (Sommer et al., 2016).

Completely ignored previously, the fungal subdivision of the gut microbiota (or
“mycobiota’) has recently been revealed as a determinant of human metabolic state.
As for bacteria, its specific composition seems to distinguish MHO from MUHO (Mar
Rodriguez et al., 2015). For example, Rodriguez and collaborators showed that obese
patients with relative abundance of Eurotiomycetes >1% in their gut, showed improved
fasting insulinemia, insulin resistance index and circulating LDL-cholesterol levels
(Mar Rodriguez et al., 2015).

There is a definite correlation between MHO status and intestinal flora. Gut microbiota
remodelling could therefore be considered as a strategy to ameliorate metabolic health.
Hence, we believe that a switch from MUHO into MHO metabolic state may be
possible following gut microbiota remodelling, and that dietary interventions (such as

those using prebiotic or bioactive nutrients) may help in this process.
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A.1.6 MHO and MUHO: from classical dietary interventions to a MCT-based
one?

Obese individuals have a lower success rate of maintaining weight loss after one year
compared to non-obese individuals (McGuire ef al., 1999). This high risk of weight
regain may lead to a pattern of weight cycling (McGuire et al., 1999), and this may be
associated with metabolic complications as well as CVD and mortality (Field et al.,
2009; Hamm et al., 1989). In addition, significant weight loss can increase the levels
of persistent organic pollutants (POPs) in the bloodstream (Chevrier et al., 2000; Hue
et al., 2006) and may offset the beneficial effects of weight loss. In support of this idea,
a recent study showed that obese subjects with the highest POP blood levels after
weight loss suffered from a delay in the improvement of lipid and liver toxicity markers
(Kim et al., 2011). Therefore, health professionals may want to favor a metabolically

healthy state instead of focusing on weight loss.

A.1.6.1 Weight management in MHO subjects

Several studies have examined the effect of lifestyle interventions, including diet
and/or exercise training in MHO individuals. These have led to contradictory findings.
Some have shown that, compared to MUHO, the metabolic profile of MHO individuals
after weight loss did not improve following weight loss (Kantartzis et al., 2011;
McLaughlin et al., 2002; Shin et al., 2006) while other studies have reported an
improvement of several metabolic risk factors (Cui et al., 2015; Dalzill et al., 2014;
Janiszewski & Ross, 2010; Liu et al., 2013a). For example, a 9-month intensive
lifestyle intervention program that consisted of Mediterranean diet nutritional
counselling and high intensity interval training was associated with a reduction of
metabolic risk factors (e.g. blood pressure, fasting glucose level) (Dalzill et al., 2014).
Furthermore, weight loss following laparoscopic adjustable gastric banding in MHO
patients was associated with an improvement of insulin sensitivity levels after 6 months

(Sesti et al., 2011). However, a significant decrease in insulin sensitivity was observed
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after weight loss in a different cohort of MHO individuals (Gilardini et al., 2012;
Karelis et al., 2008). Finally, MHO women may lose less weight than MUHO subjects
after 3 months on a low fat diet (Evangelou et al., 2010). Based on the current evidence,

it appears difficult to prescribe an optimal lifestyle intervention program to both

MUHO and MHO individuals.

A.1.6.2 The metabolic protective potential of medium chain triglycerides (MCTs)

A.1.6.2.1 MCTs as bioactive lipids

One angle of attack against metabolic diseases is the modification of the quality of
dietary lipids. Such a nutritional strategy may be based on the consumption of
“bioactive lipids”, such as mono-unsaturated or poly-unsaturated lipids, phytosterols,
and free or esterified medium chain lipids (Nagao & Yanagita, 2008, 2010). We will
emphasize our review on the metabolic benefits of medium chain free fatty acids
(MCFA) and medium chain triglycerides (MCT).

Dietary medium chain fatty acids (MCFA) range between 6-10 carbon-chain lengths,
including hexanoate (C6:0), octanoate (C8:0) and decanoate (C10:0). Large amounts
of MCFA are found, in the form of MCT, in coconut and palm kernel oils where they
account for more than 50% of total lipids (Babayan, 1987; Bach & Babayan, 1982).
They are also found in smaller amounts in bovine milk, where they can reach 14-15%
of the total lipid mass depending on cow breeds, types of pasture and seasonal
conditions (Jensen, 2002). MCT differ from long chain triglycerides (LCT) by several
physicochemical characteristics such as their smaller molecular size. MCT are
hydrolyzed both faster and more extensively during digestion. Most of the remaining
non-hydrolyzed MCT are readily absorbed by intestinal cells (Bach & Babayan, 1982).
In addition, MCFA show greater solubility in aqueous media while remaining capable
of passive, non rate-limiting diffusion across cell membranes as a result of their relative

short chains (Babayan, 1987; Bach & Babayan, 1982; Marten et al., 2006; Nagao &
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Yanagita, 2008, 2010; Papamandjaris et al., 1998). MCFA show a low affinity for
anabolic enzymes (such as diglyceride acyltransferase) therefore undergoing minimal
re-esterification, a process necessary for de novo synthesis of TG. Once absorbed
during digestion, most of MCFA and MCT are transported through the portal system
directly to the liver with minimal mobilization of chylomicrons while long chain fatty
acids (LCFA) are packed in chylomicrons prior to their shipment to the periphery
mainly via the lymphatic system (Babayan, 1987; Bach & Babayan, 1982; Nagao &
Yanagita, 2008, 2010; Papamandjaris ef al., 1998). Finally, in the liver, MCFA are
preferentially metabolized to generate energy (Noguchi et al., 2002). In fact, MCFA
are known to enter cells passively before crossing mitochondria membranes,
independently of the availability of the rate-limiting carnitine palmitoyltransferase 1
(CPT-1) transport system, to fuel the P-oxidation and ATP-generating pathways
(Marten et al., 2006; Papamandjaris et al., 1998), induce thermogenesis and reduce de
novo lipogenesis (Akpa et al., 2010).

Because of these properties, MCT have been used for decades to overcome many
metabolic and digestive abnormalities such as pancreatic insufficiency, fat
malabsorption, impaired lymphatic chylomicron transport, severe
hyperchylomicronemia, and total parenteral nutrition. MCTs are also used in preterm

infant formulas (Marten et al., 2006).

A.1.6.2.2 MCT-supplemented diets prevent obesity

Using chick embryo hepatocytes, we have previously demonstrated, that free non-
esterified hexanoate and octanoate significantly decrease insulin and T3
(triiodothyronine)-induced fatty acid synthase (FAS) expression and activity (Akpa et
al., 2010). Activity of FAS, a key enzyme of de novo lipogenesis, is positively
regulated in the post-prandial state by several hormones (such as insulin, ghrelin and
T3) and nutrients (dietary lipid and carbohydrate derivatives) (Ambati et al., 2010;
Kersten, 2001), and is an important contributor to obesity and NAFLD (Ameer ef al.,
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2014; Berlanga et al., 2014a). We and others have demonstrated that MCFA inhibit
binding of transactivating receptors on the T3 response elements of FAS and Acetyl-
CoA carboxylase (ACC) promoters (Akpa et al., 2010; Goodridge et al., 1998; Roncero
& Goodridge, 1992; Thurmond et al., 1998). Using LO2 hepatocytes, Wang and
collaborators showed that the induction of cellular steatosis by LCT (esterified oleate
and palmitate) is reversed by addition of either octanoate or decanoate. MCFA
treatment shifts cells from global lipid anabolism to lipid catabolism and downregulates
main de novo lipogenesis-activating transcription factors (Liver-X-receptor alpha and
Sterol regulatory element binding protein-1), the lipogenic enzymes (ACC and FAS)
and enzymes involved in fatty acid-uptake (Cluster of differentiation-36 and
Lipoprotein lipase) (Wang et al., 2016a).

The propensity of MCFA to be catabolized rather than esterified, highlights their
metabolically beneficial potential. Several years ago, it was shown in rats that
replacement of dietary LCT by octanoate-based MCT led to a significant attenuation
of alcoholic steatosis associated with a decrease in de novo TG synthesis an adiposity,
as well as elevated lipid oxidation (Lieber et al., 1967). Therefore, MCT-supplemented
diets constitute a promising tool against adipogenic and steatogenic diseases. Feeding
healthy rats with MCT-containing diets vs diets containing LCT greatly decreases fat
deposition without affecting whole-body protein content and assimilation (Ling ef al.,
1986). Consumption of MCT is safe in regards to toxicological considerations and has
been sanctioned by the FDA (Food and Drug Administration) for over 20 years (Marten
et al., 2006; Traul et al., 2000). Interestingly, dietary MCT promote post-prandial
energy production. A single dose of MCT ranging between 5 and 50g or a weeklong
diet containing 40% MCT-fat systematically leads to elevated post-prandial oxygen
consumption and thermogenesis, increased total lipid oxidation, higher energy
expenditure and diminished energy storage in comparison with LCT administered
under identical conditions (Dulloo et al., 1996; Hill et al., 1989; Ishizawa et al., 2015;
Nagao & Yanagita, 2010; Scalfi et al., 1991; Seaton et al., 1986). Importantly, the
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propensity of MCT/MCFA to be degraded by oxidation is also observed in obese
individuals (Binnert et al., 1998; Seaton et al., 1986).

Long-term replacement of LCT with TG composed of esterified MCFA and LCFA
induces a measurable body fat loss without any impact on energy intake and global
metabolism (Nagao & Yanagita, 2010; Nagata et al., 2004; Nagata et al., 2003). These
specific TG, produced from the transesterification of MCT and LCT (S-MLCT) are
interesting compounds because of their higher smoking temperature making them more
appropriate for cooking purposes than simple mixtures of MCT and LCT. S-MLCT
display a “L-M-L”-type structure (TG with LCFA in sn-1 position, MCFA in sn-2 and
LCFA in sn-3) are preferable substrates for pancreatic enzymes and are therefore highly
digestible (Nagao & Yanagita, 2010; Nagata et al., 2004; Nagata et al., 2003). Feeding
healthy young volunteers for 3 months with either S-MLCT or LCT-enriched liquid
formulas (1040 KJ/day) led to a bodyweight increase from the baseline in both groups
(Matsuo et al., 2001). Interestingly, diets supplemented with S-MLCT induced a lower
increase in body fat mass compared to the LCT supplemented diets (+10% for S-MLCT
vs +30% for LCT) (Matsuo ef al., 2001). The general metabolic profiles between the
two groups were not different with the exception of glycemia (S-MLCT=924 vs LCT=
853 mg/100ml) (Matsuo et al., 2001). A clear link was concurrently established
between the propensity of MCT to increase thermogenesis and their previously
reported capacity to reduce diet-induced adiposity and body weight-gain (Noguchi et
al., 2002; Tsuji et al., 2001). Wistar rats submitted to a single oral gavage of 1g MCT
or LCT showed significant elevation in oxygen consumption concomitantly with
elevated thermogenesis (1.5 Kcal/6h for MCT vs 0.8 Kcal/6h for LCT) (Noguchi et al.,
2002). Another study showed that feeding rats with a diet containing 10% MCT during
6 weeks diminished body fat mass by decreasing subcutaneous and intra-abdominal
adiposity compared to a diet containing 10% LCT, suggesting that dietary-MCT
lowered body fat mass by inducing thermogenesis (Noguchi et al., 2002). Interestingly,
MCT also lower caloric intake, compared to LCT, by improving satiety (St-Onge et al.,
2014a; St-Onge et al., 2003¢). Octanoate, which constitutes most of the MCT used in
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dietary interventions, was suggested to be the main co-substrate of the Ghrelin O-
acetyltransferase enzyme, involved in the activation of the powerful orexigenic peptide
hormone Ghrelin (Lemarie et al., 2015; Lemarie et al., 2016; Li et al., 2016c). However,
an acute diminution of food intake induced by the consumption of MCT oil is
associated with an elevation of Leptin, a hormone with a well-known anti-orexigenic
effect (St-Onge et al., 2014a). These unsolved discrepancies between different studies
highlights the necessity to better understand the molecular effects of MCT and their
physiologic implications (Lemarie ef al., 2016).

Consistent observations related to anti-obesity effects of MCT were generated through
animal and human clinical studies. Daily consumption (for 12 weeks at breakfast) of
bread supplemented with 14g S-MLCT (produced by a transesterification of MCT and
LCT) led, in comparison with control LCT, to a mild but significant decrease in body
weight, and a decrease in subcutaneous and visceral adiposity as well as in total
cholesterol level. However, the other metabolic and anthropometric parameters did not
significantly vary (Kasai ef al., 2003). The impact of MCT consumption on body-
weight is noticeably variable depending on studies and diet protocol designs. Women
on a one-month diet where 30% of total energy was supplied by MCT displayed
improved fat oxidation and energy expenditure compared to women on LCT-
containing meals, and showed a tendency towards decreasing body weight (St-Onge et
al., 2003a). Interestingly, studies suggested that the catabolic effects induced by the
dietary MCT may depend on BMI. In humans, MCT consumption for 4 weeks induced
energy expenditure, fat oxidation and body weight loss inversely proportional to BMI
(St-Onge & Jones, 2003). A recent observation has been also made on the impact of
MCFA diets on cardiac functions (Airhart et al., 2016). Compared to LCFA, a 2-week
administration of a 38% fat diet containing mostly MCFA positively altered plasma
lipids and potentially improved cardiac function as well as insulinemia in adult type 2
diabetics. However, this diet did not significantly impact cardiac TG load or cardiac

steatosis (Airhart et al., 2016).



242

Nevertheless, the consumption of MCT is systematically associated with higher energy
expenditure compared to LCT. Solid evidences support the feasibility of using MCT
preparations for nutritional trials against obesity, considering their sources, their
flexible use and their safety. Compared to soybean oil (providing high amounts of LCT),
coconut oil, which is the most easily obtained source of MCT, improves (in synergy
with exercise) the cardiometabolic and anthropometric profiles (including waist
circumference) of women presenting unhealthy abdominal obesity (Assuncao et al.,
2009). However, coconut oil contains other compounds such as antioxidant
polyphenols also known to improve metabolic profile by lowering LDL and VLDL
while increasing HDL (Assuncao et al., 2009; Rimbach et al., 2009). St-Onge and
collaborators demonstrated that consumption of a combination of MCT, phytosterols
and omega-3-enriched flaxseed oil for 1 month compared to olive oil or beef tallow-
based diets, led to improvement in plasma lipid profile in both healthy and overweight
women as well as in MHO men (Bourque et al., 2003; St-Onge et al., 2003b). In
addition, MCT oils can be incorporated into a weight loss program without any adverse
effects on metabolic health (St-Onge et al., 2008). Table 1 summarizes the main studies
that have revealed the antiobesity potential of MCT.

Consistent with these observations, a recent meta-analysis of randomized controlled
trials, combining a broad spectrum of publication resources, showed that MCT
administered for 3 weeks or more reduced body weight (-0.51 Kg average), waist
circumference (-1.46 cm average), hip circumference (-0.79 cm average), total body
fat, total subcutaneous fat and visceral fat in comparison with LCT and despite high
heterogeneity (Mumme & Stonehouse, 2015). Such observations strongly support the
relevance of using MCT to modulate body weight and metabolic profile in MUHO

patients.
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A.1.6.2.3 MCT-supplemented diets improve gut microbiota and intestinal health

MCT are known for their antimicrobial properties. MCT, as well as their constituent
MCFA, when provided by maternal milk (along with endogenous long chain
unsaturated monoglycerides), exerted antimicrobial effects on the gastro-intestinal tract
of suckling neonates and contributed to reduce pathogen transmission (Isaacs, 2001;
Rios-Covian et al., 2016; Schanler et al., 1986). Moreover, MCT and MCFA were also
shown to reduce proliferation of certain species of Malassezia, an infectious fungus
widespread in hospitals (Papavassilis et al., 1999).

Kono and collaborators demonstrated that MCT could prevent LPS-mediated
endotoxemia. Rats were fed MCT or corn oil (a source of LCT) by daily gavage for 1
week, prior to an intravenously acute dose of endotoxic LPS. Interestingly, while LPS
injection led to mortality in corn oil-fed animals, this mortality was prevented in MCT-
fed rats (Kono ef al., 2003a). Furthermore, in contrast with the corn oil/LPS group, the
MCT/LPS group showed a lower liver injury and inflammation as revealed by a
significant decrease in CD14 and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) expression in
Kupfter cells. In parallel with this, while the corn 0il/LPS combination induced a
significant increase of intestinal permeability compared to corn oil without LPS, the
MCT/LPS combination was associated with a significant improvement of intestinal
permeability (Kono et al., 2003a). In addition, MCT gavage prevented intestinal
atrophy (a current problem occurring during parenteral nutrition) and massively
reduced (10-fold) the bacterial fecal content (Kono et al., 2003a). This study showed
that MCT administration prevented CD14-activation dependent endotoxemia mediated
by LPS, a model consensually associated to obesity and metabolic syndrome.

Most studies on juvenile models use piglets because of their similarities with humans
during intestinal development (Dierick et al., 2004; Jacobi & Odle, 2012; Zentek et al.,
2011; Zentek et al., 2013). MCT supplements can be used as alternatives to antibiotics
against certain types of porcine colitis (Dierick et al., 2004; Kono et al., 2010a; Kono
et al., 2010b). MCT-fed piglets had a better gastro-intestinal health, with improved
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intestinal apoptotic index and mucosal turnover, and lowered intraepithelial
lymphocyte infiltration (reflecting reduced local inflammation and diminished immune
response) compared to controls (Dierick et al., 2004; Jacobi & Odle, 2012).
Furthermore, piglets fed with MCT supplements display a marked modulation of
microbial gastric and intestinal populations (Decuypere & Dierick, 2003; Dierick ez al.,
2004; Jacobi & Odle, 2012). This contributed to a decrease in intestinal inflammation
and to an improvement of gut health and integrity (Liu, 2015) with a direct impact on
the gut bacteria from Gram-positive (low LPS) and Gram-negative (high LPS)
subdivisions (Decuypere & Dierick, 2003). Another study showed that dietary organic
acids (OA) and MCFA changed the gut microbiota of weaning piglets (Zentek et al.,
2013). MCFA were shown to reduce the pH of the digesta because of diminished
bacterial acid production. OA and MCFA altered the population distribution of
Bacteroidetes/ Porphyromonas/ Prevotella phyla and Clostridial Streptococcus genus
in a tissue specific manner (stomach, jejunum, ileum and colon). MCFA specifically
modulated the bacterial populations in specific regions such as jejunum and colon by
promoting the growth of Escherichia/ Hafnia/ Shigella bacteria and Clostridia genus
(Zentek et al., 2013). Combining SCFA and MCFA may constitute a potent tool for the
management of optimal gut microbiota. This combination as well as other sources of
MCT including coconuts oils, functional mixed oils, or purified MCT oils may be
therefore useful for remodelling MUHO gut microbiota and improving metabolically

unhealthy obesity. Table 2 summarizes these advances.
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A.1.7 Synthesis and conclusion

This review aimed to highlight several aspects underlying the condition of obese
subjects, which can be either metabolically unhealthy obese (MUHO) or metabolically
healthy obese (MHO). While a panel of criteria serves to define the MUHO state, those
defining metabolically healthy obesity remain the subject of current discussions. We
underline the necessity of better defining the potential role of gut microbiota in the
establishment of MUHO or MHO states. Moreover, we believe that gut microbiota
structure may not only serve as a biomarker of those metabolic states, but can also be
subjected to a diet-induced remodelling, modifying in turn the metabolic status of
patients (MUHO vs MHO or lean state). Dietary MCT, taken alone or with other
supplements (such as prebiotics, probiotics, organic acids, etc.) could be used as anti-
obesity interventions, in regards to their capacity to prevent intestinal
permeability/endotoxemia by remodeling gut microbiota, and to prevent unhealthy
storage by improving the lipid catabolism/anabolism balance. Figure A.1.1 illustrates

this concept.
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A.1.11 Figure legends

Figure A.1.1 : Crosstalk between gut, liver and peripheral metabolic tissues under 4
metabolic states. Under condition of healthy leanness (A) an optimal relative
abundance of LPS-expressing vs non-expressing bacteria contribute to gut
impermeability, low intestinal and hepatic inflammation, and non-
obesogenic/steatogenic nutrient supply. Under MUHO conditions (B), an elevation in
the relative abundance of LPS-expressing bacteria (Gram-negative) induces LPS
infiltration and leads to altered intestinal barrier integrity, local inflammation, liver
injury and endotoxemia. At the same time, a high fat and carbohydrate supply
contributes to adiposity, hepatic steatosis and peripheral insulin resistance. In MHO
subjects (C), despite an adiposity sustained by a rich diet, a balanced gut microbiota
would contribute to maintain intestinal and systemic metabolic health, prevent
endotoxemia, and lower hepatic injury and peripheral insulin resistance. Our
hypothetical model (D) suggests that diet MCT supplementation for MUHO subjects
may facilitate a shift towards an MHO-like profile by improving lipid catabolism and
lowering adiposity in part, but also by remodelling the gut microbiota into a
metabolically beneficial structure. SCFA: short chain fatty acids; FA-U: Fatty acid
uptake; AT: adipose tissue; DNL: de novo lipogenesis; SM: skeletal muscle; MUHO:
metabolically unhealthy obese (or obesity); IR: Insulin resistance; B-ox: beta-oxidation;
MHO: metabolically healthy obese (or obesity); MCT: medium chain triglycerides;
MCFA: medium chain fatty acids; LPS: lipopolysaccharides; VLDL: very low density

lipoproteins.
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Figure A.1.1
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A.1.12 Table legends

Table A.1.1: Antiobesity effects of MCT and MCFA. MCT: medium chain triglyceride;
MCFA: medium chain fatty acid; DNL: de novo lipogenesis; TG: triglyceride; BMI:
body mass index; LDL: low density lipoprotein; HDL: high density lipoprotein;
Peptide YY: peptide tyrosine tyrosine.

Table A.1.2: Antimicrobial and gut-managing effects of MCT. M. sympodialis:
Malassezia sympodialis; M. furfur: Malassezia furfur; LPS: lipopolysaccharide; TNBS:

2,4,6-trinitrobenzene sulphonic acid; MPO: myeloperoxidase.
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Table A.1.1
Model Main reported effects for MCT or MCFA References
Hepatocyte | Downregulated expression of genes involved in (Akpa et al., 2010; Roncero &
DNL and fatty acid uptake; promoted lipid Goodridge, 1992; Wang et al.,
catabolism;  reduced  steatosis;  prevented 2016a)
deleterious lipid accumulation
Rat Lowered TG accumulation in the liver; reduced (Lieber et al., 1967)
alcoholic steatosis
Rat Decreased body weight gain and body fat mass; | (Ling ef al., 1986; Noguchi ef al.,
lowered fat accumulation and visceral adiposity; 2002)
did not affect protein assimilation nor metabolism
Rat Resulted in a higher induction of oxygen (Noguchi et al., 2002)
consumption and thermogenesis
Human Significantly increased postprandial oxygen | (Dulloo et al., 1996; Hill et al.,
consumption, energy expenditure, and fat | 1989; Mori ef al., 2015; Scalfi et
oxidation, in a MCT dose-dependent manner and | al., 1991; Seaton et al., 1986; St-
at a greater extend for lower BMIs Onge et al., 2008; St-Onge et al.,
2003a; St-Onge & Jones, 2003)
Human Decreased global adiposity, body fat, and whole-
body subcutaneous adipose tissue loss, waist | (Kasai et al., 2003; Matsuo et al.,
circumference; significantly lowered rate of 2001; St-Onge et al., 2003c)
variation of body fat percentage
Human Did not improve global adiposity (St-Onge et al., 2003a)
Human Did not elevate postprandial circulating TG; did | (Assuncao et al., 2009; Kasai et al.,
not modulate glucose response, insulinemia and | 2003; St-Onge & Jones, 2003; St-
circulating TG levels; lowered LDL/HDL ratio, | Onge et al., 2003b; St-Onge et al.,
total and HDL-cholesterol; improved | 2014a)
cardiometabolic profile
Human Promoted rise in leptin and peptide YY (St-Onge et al., 2014a)
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Model

Main reported effects

References

Malassezia

Rats

Rats

Rats

Piglets

Supressed  growth  of M.
sympodialis and M. furfur

Prevented acute LPS
administration-induced mortality,
liver injury, liver inflammation,
gut impermeability and injury;
blunted LPS-induced endotoxemia

Significantly  blunted TNBS-
induced colitis; improved both
colonic  MPO  activity and
colonocytes-expressed
inflammatory markers

Improved gut integrity; modulated
immune response to LPS;
improved intestinal secretion of
IgA

Lowered intestinal pH, in synergy
with OA; modulated several gut
microbial taxa, potentially
preventing postweaning diarrhea

(Papavassilis et al., 1999)

(Kono et al., 2003a)

(Kono et al., 2010a)

(Kono et al., 2004)

(Zentek et al., 2013)
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A.2.1 Résumé

La stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) est une condition pathologique
largement répandue et qui se caractérise par une accumulation excessive des
triglycérides au sein des cellules hépatiques. La NAFLD est une maladie a large spectre
allant de la simple stéatose bénigne et réversible a la stéatohépatite non alcoolique
(NASH) qui est associée a des dommages hépatiques, de I’inflammation, voire méme a
de la fibrose hépatique. La NAFLD contribue en outre a I’apparition de symptomes
aussi divers et variés que la résistance a I’insuline, le stress du réticulum endoplasmique
et I’inflammation. L’augmentation du captage des acides gras par le foie, un déficit
dans I’oxydation des acides gras, 1’inhibition de la sécrétion des VLDL, de méme que
I’emballement de la voie de la DNL, sont autant de déréglements métaboliques qui
contribuent, peu ou prou, a la survenue puis a la progression de la NAFLD. Cette
derniére est d’ailleurs trés souvent diagnostiquée parmi les patients obeses dont le bilan
énergétique est, par définition, positif. Dans des conditions ou 1’apport en énergie est
supérieur a I’énergie dépensée, I’exces de carbohydrates alimentaires est converti en
triglycérides par la voie de la DNL. Dans le présent chapitre, nous proposons une revue
de la littérature récente relative au lien unissant la voie de la DNL a la progression de
la NAFLD. Plus particuliérement, nous proposons de rendre compte des preuves
scientifiques impliquant plusieurs désaturases lipidiques dans la NAFLD. Il sera
question, en particulier, de I’enzyme stéaroyl CoA désaturase 1, et des deux enzymes
delta 5 et delta 6 désaturases, impliquées respectivement dans la biosynthese des acides
gras de type oméga 3 et oméga 6.

Mots clefs : Stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) ; stéatose hépatique
résistance a I’insuline ; lipogenese ; gouttelettes lipidiques ; Stéaroyl CoA désaturase 1
(SCD1I) ; Delta 5 désaturase ; Delta 6 désaturase
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A.2.2 Abstract

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a clinico-pathological change
characterized by the accumulation of triacylglycerol (TG) in hepatic lipid droplets (LD).
NAFLD can range from a simple steatosis to Non-alcoholic steatohepatitis (NASH)
characterized by hepatic injury, inflammation, and eventually fibrosis. NAFLD can
also be associated with insulin resistance (IR), ER stress, oxidative stress and
inflammation. The cause of NAFLD is due to modification of various metabolic
pathways including increased fatty acid (FA) uptake and/or reduced FA oxidation,
decreased VLDL secretion and increased de novo lipogenesis (DNL). NAFLD is often
observed in obese patients where energy is in excess and energy expenditure is low. In
these conditions, most of carbohydrates are converted into TG through DNL. We aim
here to present the most recent studies demonstrating the key role of DNL in NAFLD
development. A special focus will be made on desaturases especially the stearoyl CoA
desaturase 1, a central enzyme implicated in fatty liver disease as well as on the delta
5 and delta 6 desaturases, two enzymes involved in the synthesis of omega 3 and omega
6 fatty acids.

Keywords : Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) ; Hepatic steatosis ; Insulin
resistance ; Lipogenesis ; Lipid droplet ; Stearoyl CoA desaturase 1 (SCDI1) ; Delta 5
desaturase ; Delta 6 desaturase
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A.2.3 Non Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) and Associated Pathologies

NAFLD is a major public health issue due to its high prevalence worldwide estimated
to be 20-30 % of the total population (Milic & Stimac, 2012), and increasing to 57—
74 % among obese patients (Angulo, 2002). It is a clinico-pathological change
characterized by the accumulation of TG in hepatic LD (Teli et al., 1995). NAFLD is
characterized by the presence of cytoplasmic LD in more than 5 % of the hepatocytes
or by hepatic TG content exceeding the 95th percentile for lean and healthy who do not
have any history of alcohol consumption, no viral infection or autoimmune liver
disease (Cohen et al., 2011; Fabbrini et al., 2010; Stefan & Haring, 2011). TG
accumulation in NAFLD is probably due to the modification of various metabolic
pathways including increase in fatty acid (FA) uptake (Donnelly et al., 2005), reduction
in FA oxidation (Fromenty et al., 2004) or VLDL secretion (Donnelly et al., 2005) or
finally increase in DNL (Postic & Girard, 2008b). Liver histology can range the disease
from simple steatosis (NAFLD) (>5 % fat infiltration, with or without minimal
inflammation) to non-alcoholic steatohepatitis (NASH) characterized by hepatocyte
injury (ballooning degeneration in presence or not of Mallory bodies), inflammation
and eventually fibrosis (Neuschwander-Tetri & Caldwell, 2003) (Fig.A.2.1). Simple
steatosis is thought to be a relatively benign state, whereas NASH represents the form
of NAFLD that could potentially progress to cirrhosis and the following complications
such as hepatocellular carcinoma (HCC). Day and collaborators were the first to
describe the “two hit hypothesis” as a model for NAFLD-progression. The “first hit”
was defined as a hepatocellular lipid accumulation (steatosis) resulting from an
imbalance of cellular uptake and combustion. The “second hit” was defined as an
additional inflammation (NASH) resulting from an imbalance of pro- and anti-
inflammatory factors (Day & James, 1998). For many years it was considered that
patients with “simple” steatosis (NAFLD) show very slow or no histological
progression, while NASH patients can exhibit histological and clinical progression to

cirrhotic-stage disease associated with all the known complications of liver
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insufficiency (Musso et al., 2011). However, a recent study provides evidences that all
forms of NAFLD significantly increased the risk of cirrhosis and HCC probably as the
result of various allelic variants of genes involved in hepatic LD formation (Yki-
Jarvinen, 2014).

Accumulation of lipids (especially diacylglycerols (DAG) and ceramides) in liver is
associated with the installation of hepatic IR (Samuel et al., 2010). The relationship
between hepatic DAG accumulation and hepatic IR could be attributed to the activation
of PKCe (Frangioudakis et al., 2009; Samuel et al., 2004; Samuel et al., 2007).
Increased PKCe directly reduced the insulin-induced tyrosine phosphorylation of the
insulin receptor substrate (IRS-2) by the insulin receptor kinase, leading to the
reduction in insulin-stimulated hepatic glycogen synthesis and insulin-inhibition of
neoglucogenesis. Supporting the key roles of PKCe and DAG, hepatic knockdown
expression of PKCe (Samuel et al., 2007) or DGAT?2 (diacylglycerol acyltransferase-
2) (Choi et al., 2007) using antisense oligonucleotides (ASO) protects mice from
hepatic IR induces by high fat diet (HFD). A role for ceramides in hepatic IR was also
suggested as reduced levels of ceramides improves IR in animal models of diet induced
obesity. In this study, the authors suggested that the effect of ceramides on insulin
signaling is mediated by a direct interaction of these lipids with the protein kinase B
(Chavez & Summers, 2012). However, a more recent study showed an opposite result.
The TLR-4 knockout mice showed that despite previous evidences, the TLR-4 toll like
receptor signaling is not involved in ceramides synthesis and that IR is not dependent
of ceramides accumulation but on DAG implicating the activation of a PKCe /IRS2-
dependent signaling pathway (Galbo et al., 2013). Another feature associated with
NAFLD is the apparition of ER stress. The ER plays an important role in the synthesis,
folding and trafficking of proteins. Accumulation of lipid in the liver induces the
dysfunction of ER, causing the accumulation of unfolded proteins therein, triggering
an unfolded protein response (UPR) (Puri ef al., 2008). Recent data indicates that UPR
is activated in NAFLD playing an important role in the development and the
progression of the disease (Boden ef al., 2011; Feng et al., 2003). Saturated fatty acids
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such as palmitate activate the UPR in liver characterized by a preferential induction of
PERK signalling (Cao et al., 2012; Wei et al., 2006). Conversely, short-term exposure
to unsaturated fatty acids attenuates ER stress in setting the excess of palmitate (Fu et
al., 2012; Listenberger et al., 2003a). UPR is characterized by the arrest of protein
synthesis through the phosphorylation of elF-2a, by the activation of proteosomal
protein degradation and by the activation of the ATF4-CHOP-GADD34 axis. The latter
allows cells to adapt to ER dysfunction. When cells fail to adapt, JNK is activated
leading to inflammation and apoptosis (Kaplowitz & Ji, 2006). In both NAFLD and
NASH, an increased elF-2a phosphorylation is observed. However, in NASH, the
downstream recovery pathway (ATF4-CHOP-GADD34) is not activated.
Consequently, JNK phosphorylation is increased. This may explain at least in part the
apparition of inflammation in the NASH state (Puri ef al., 2008). Oxidative stress is
also activated in NAFLD. It is the result of a serious imbalance between limited
antioxidant defenses and an excessive formation of both reactive oxygen species (ROS)
and reactive nitrogen species (RNS) (Robertson ef al., 2001). Free fatty acids (FFA)
are metabolized via the mitochondrial B —oxidation pathway and the tricarboxylic acid
(TCA) cycle. Accelerated P -oxidation, due to an excess of lipid in the liver as observed
in NAFLD, induces an excessive electron flux in the electron transport chain of the
mitochondria increasing ROS production and leading to mitochondrial dysfunction
(Rolo et al., 2012). NASH is also characterized by an elevated hepatic DNL resulting
in an increased production of malonyl-COA. In turn, malonyl-CoA inhibits the
carnitine palmitoyltransferase-1 (CPT-1) leading to a decrease of long chain fatty acids
import into the mitochondria, and consequently a reduction in -oxidation.
Consequently, TG accumulates in the liver aggravating the steatosis (Rolo et al., 2012;
Vega et al., 2000). The severity of NAFLD correlates with the expression of tumor
necrosis factor-a (TNFa) receptor while the production of TNFa is dependent on FA
concentration (Crespo et al., 2001). In addition, activation of the TNF receptor
increases the expression of SREBPIc, inducing hepatic DNL and lipid accumulation

(Endo et al., 2007). In ob/ob mice, secretion of TNFa and IL6 activates the hepatic
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Kupffer cells promoting hepatotoxicity, IR and steatohepatitis (Li & Diehl, 2003;
Odegaard et al., 2008).

A.2.4 Characteristics of the Hepatic Lipid Droplets

NAFLD is characterized by the presence of LD in hepatocytes. LD are dynamic cellular
organelles found in most cells and particularly in cells specialized in lipids storage such
as white and brown adipose tissue, hepatocytes and enterocytes. LD cores contain
neutral lipids predominantly TG or sterol esters. These organelles may also include
retinyl esters, waxes and ether lipids (Brasaemle & Wolins, 2012; Farese & Walther,
2009; Martin & Parton, 2006). These lipids are surrounded by a phospholipid
monolayer coated with a large number of proteins. They regulate many aspects of LD
biology including the synthesis and the mobilization of lipids as well as their interaction
with other cellular organelles. LD could either be formed de novo or derived from
existing LD by fusion (Long et al., 2012). De novo formation of LD in eukaryotes
occurs from the ER (Jacquier et al., 2011; Jacquier et al., 2013) where neutral lipids
are synthesized (Buhman et al., 2001).

The precise mechanism of LD formation remains however mostly unanswered. The
most widely accepted model proposed for LD biogenesis lasts in three different steps
(Wilfling et al., 2014) (Fig.A.2.2).

(a) Neutral lipids are synthesized in the ER and accumulate within the bilayer. Neutral
lipids are highly mobile in the bilayer and may spontaneously aggregate on the basis
of their thermal fluctuations and interactions with membrane proteins or other lipids.
(b) Once the local concentration of neutral lipid reaches a crucial threshold, an intra-

membrane lipid accumulation occurs leading to the formation of lens.

(c) As lens accumulates additional neutral lipids, the bilayer deforms and a nascent LD
buds into the cytoplasm. The nascent droplet might remain attached to the ER or
separate completely. LD can growth by two general mechanisms: LD expansion or LD

fusion (Wilfling et al., 2014). The expansion is triggered by the relocalization of TG
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synthesis enzymes from the ER to the surface of LD (Beller et al., 2010; Wilfling et
al., 2014). When phosphatidylcholine is limited and the tension at the surface is
relatively high, large LD can be formed by fusion/coalescence of two or more LD
(Beller et al., 2010; Wilfling et al., 2014). During steatogenesis, the expression pattern
of several LD associated proteins (proteins belonging to the perilipins family) changes.
This is probably associated with the increased expression of PPARY, a transcription
factor that targets several genes implicated in LD formation (Inoue et al., 2005;
Matsusue ef al., 2008). Notably, perilipin 1, only expressed in adipose tissue in normal
condition is also expressed in fatty liver (Fujii ef al., 2009; Straub et al., 2008). ADRP
levels are also elevated in fatty liver (Motomura et al., 2006). High expression of
hepatic lipase (Yamada et al., 2015) and lysophospholipase-likel (Speliotes et al.,
2011), two enzymes with TG lipase activity, as well as DGAT2, an enzyme involved
in TG synthesis (Kantartzis et al., 2009), have been associated with the risk of
developing hepatic steatosis. Interestingly, several studies showed that genetic
variations of genes implicated in hepatic lipid accumulation and in LD such as ATGL
and CGI58, are not associated with IR (Cohen et al., 2011; Hooper et al., 2011). This
is consistent with the hypothesis that the sequestration of lipids into hepatic LD protects

the liver from free fatty acid induced lipotoxicity that promotes IR.
A.2.5 Role of Lipogenesis in NAFLD

Numerous studies have implicated DNL in the development of NAFLD. DNL consists
in the conversion of carbohydrates into lipids. These newly synthesized lipids are
essentially esterified into TG and then either shipped via the very low density
lipoproteins (VLDL) to the peripheral tissues including lipid-storing tissues like
muscles and adipose tissues or accumulated in LD (Rui, 2014; Strable & Ntambi, 2010).
The classical DNL pathway is widely documented and can be summarized as follow
(Fig.A.2.3). In pro-lipogenic conditions, blood glucose is internalized and pyruvate is

produced by the glycolysis. The pyruvate is converted into acetyl-CoA by the
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ATPcitrate lyase (Ameer ef al., 2014; Rui, 2014) and converted in malonyl-CoA by the
acetyl-CoA carboxylase (ACC). The malonyl-CoA is in turn converted into palmitate
(C16:0) by the fatty acid synthase (FAS) from the malonyl and acetyl-CoA (Lodhi et
al., 2011; Rui, 2014; Strable & Ntambi, 2010). Subsequently, the palmitate can be
modified by elongation, desaturation or esterification. Elongation is mainly catalyzed
by the ELOVL6 enzyme (Strable & Ntambi, 2010). The substrates of ELOVL6 also
include saturated and monounsaturated fatty acids from the DNL or from the diet
(Kessler ef al., 2014; Matsuzaka & Shimano, 2011; Moon ef al., 2001). The stearoyl
CoA desaturase 1 (SCDI) is responsible for the A-9 desaturation of fatty acids
produced by DNL and coming from the diet generating the palmitoleate (C16:1n-9)
and oleate (C18:1n-9). The monounsaturated fatty acids (MUFA) are then
preferentially mobilized for the formation of phospholipids, cholesteryl esters and TG
(Mauvoisin & Mounier, 2011; Strable & Ntambi, 2010). These syntheses occur in the
ER involving GPAT (glycerol-3-phosphate acyltransferase), PAP (phosphatidic acid
phosphohydrolase) and DGAT (diacylglycerol acyltransferase) (Coleman & Mashek,
2011; Nye et al., 2008). DNL is considered a great contributor to NAFLD and obesity
progression. Patients with NAFLD present a 30 % increase in hepatic TG derived from
DNL while 60 % came from the circulating FFA (NEFA) and less than 10 % came
from diet (Donnelly ef al., 2005; Matsuzaka & Shimano, 2011). Many studies have
clearly associated the high levels of sugar consumption with activation of DNL and
NAFLD development (Moore et al., 2014). Contribution of hepatic DNL to TG
secretion was also significantly higher in NAFLD patients than in healthy patients
while the inverse was shown for the contribution of NEFA re-esterification (Diraison
et al., 2003). Lambert and collaborators recently demonstrated that subjects with high
hepatic fat content present higher DNL than those with hepatic low fat content.
However, this was only moderately correlated with the hepatic TG content (Lambert et
al.,2014).

The DNL pathway is highly regulated in response to body needs. Nutrients and

hormones are the major regulators of this pathway. The expressions of the key
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lipogenic genes expression are mainly regulated at the transcriptional level by LXR
(liver X receptor), RXR (retinoid X receptor), SREBP (Sterol regulatory element
binding protein) and ChREBP (carbohydrate responsive element binding protein)
transcription factors (Strable & Ntambi, 2010). Many studies based on “OMIC”
approaches as well as studies using human subject or engineered animals revealed that
more than the rate of hepatic DNL is the type of stored FA associated with NAFLD
progression, suggesting the implication of the specific genes involved in the DNL
pathway. Patients diagnosed with NAFLD have more hepatic endogenous C12:0 to
C22:0 lipids (monounsaturated and polyunsaturated) than control patients. In NASH
patients, the C18:0/C16:0 ratio is increased and strongly associated with steatosis. This
suggests an important role for ELOVL6 in the progression of fatty liver diseases. In
parallel, transcriptional expression levels of SCD-1, ELOVL6, SREBP-1C, FAS, and
PPARYy were markedly enhanced in NASH group compared to simple steatosis but less
associated with the different histological manifestations scores of NAFLD (Yamada et
al.,2015). Elovl6 —/— mice are protected from atherogenic HFD-induced liver injuries,
inflammation, oxidative stress, fibrosis and NASH progression, while transgenic mice
overexpressing human ELOVL6 showed an opposite phenotype (Matsuzaka et al.,
2012). In the same study, examination of NASH-human biopsy samples showed a
correlation between ELOVLG6 expression and liver injury. The authors suggest that
ELOVLG6 mediates its effect on NASH by promoting the palmitate-induced activation
of the NLR family pyrin domain-containing 3 inflammasome. At the opposite, another
Elovl6 —/— mice model accumulated significantly more hepatic TG than control mice
under fat-free/high carbohydrate diet and HFD. In these conditions, the Elovl6 —/—
mice are not protected against obesity, fatty liver and IR (Moon et al., 2014). The
authors also showed that abolishing Elovl6 expression in ob/ob mice does not change
their phenotype. However, these mice produced more C18:1n7 than controls,
suggesting the presence of an ELOVLG6 alternative pathway to generate stearic acid.
Therefore, the precise role for ELOVL6 in NAFLD and NASH development remains
to be determined. Other lipogenic genes can predispose to NAFLD, namely ACC, FAS
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and SCD-1 as well as the associated transcription factors SREBP-l1c, LXR and
ChREBP. Recently, a study showed that hepatic human biopsies obtained from patients
with NAFLD showed a significant decreased expression of sirtuins (SIRT) proteins
compared to control patients. This is associated with a higher expression of ACC, FAS
and SREBP-1c (Wu et al., 2014). Interestingly it was previously demonstrated that
SIRT proteins have an anti-NAFLD potential by reducing the expression of lipogenic
genes (Yamazaki et al., 2009). Deletion of ACCI in mice is lethal while ACC2 —/—
mice are leaner mice and resistant to HFD-induced obesity and IR. These mice present
a lower level of hepatic mitochondrial malonyl-CoA leading to activation of CPT1 and
subsequently to B —oxidation (Abu-Elheiga et al., 2003; Postic & Girard, 2008b). In
fact, NASH is characterized by an elevated concentration of malonyl-CoA probably
due to an increased activity of ACC. In turn, malonyl-CoA inhibits the carnitine
palmitoyltransferase-1 (CPT-1) leading to a decrease of long chain fatty acids import
into the mitochondria, and consequently a reduction in 3 -oxidation. Consequently, TG
accumulate in the liver aggravating the steatosis (Rolo et al., 2012; Vega et al., 2000).
Liver specific ACC1 KO mice (LACCI1 KO) do not present any health problem under
normal diet. However, the decreased contents of hepatic malonyl-CoA and TG are
associated with a lower lipogenic yield (twofold) (Mao et al., 2006a). Unexpectedly,
these mice fed with HFD showed an up-regulation of both FAS and PPARY but this is
still associated with a decrease in DNL and hepatic TG (Mao et al., 2006a). In another
LACCI1 KO mice model, Kohjima and collaborators showed that hepatic deletion of
ACCI activates both expression and activity of the ACC2. This compensatory
phenomenon was associated with a null impact on DNL capacity compared to control
animals. The authors conclude that silencing both isoforms of ACC is necessary to
clearly establish a role for this enzyme in NAFLD (Postic & Girard, 2008b). Given its
central role in the DNL process, FAS is an ideal target to prevent the NAFLD
progression but also the progression of a large spectrum of other metabolic diseases
such as obesity, diabetes, hepatocarcinoma, and cardiovascular complications

(Berlanga et al., 2014a). Studies performed on human NAFLD biopsies (Kohjima et
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al., 2007; Yamada et al., 2015), on human primary hepatocytes exposed to palmitic
acid as well as on murine models of steatohepatitis (Dorn et al., 2010) revealed a
marked elevation in FAS expression associated with NAFLD or NAFLD-like
conditions. Unexpectedly, liver-specific FASKO mice developed fatty liver and
hypoglycemia under a zero-fat diet and this was reversed by addition of dietary fat. A
similar observation was made under fasting. This was corrected by addition of PPARa
agonist suggesting that FAS is responsible for the synthesis of PPARa ligands
(Chakravarthy ef al., 2005). Indeed, silencing FAS expression results in a decrease of
de novo synthesized LCFA known to be the activating-ligands of PPARa
(Chakravarthy et al., 2005; Postic & Girard, 2008b). Therefore, through the activation
of PPARa, FAS can induce B—oxidation decreasing TG accumulation in the liver.
However, silencing FAS gene expression could also lead to accumulation of malonyl-
CoA, inhibiting CPT1 activity and consequently decreasing B-oxidation. This latter
pathway seems to be predominant as most of the published data confirms the relevance
of modulating FAS expression to prevent NAFLD progression.

Several reports also demonstrated a marked elevation in hepatic LXR expression
associated with NAFLD (Berlanga ef al., 2014a; Ducheix et al., 2013; Higuchi et al.,
2008). Immunostaining of hepatic human biopsies revealed that the rate of positive
LXRa expression was 30 % in healthy people, 50 % in NAFLD patients, and 97 % in
NASH. LXRa expression was also positively associated with SREBP-1c¢ expression as
well as with inflammation, hepatic fibrosis progression and elevated expression of
genes involved in fatty acid uptake (Ahn et al., 2014). In agreement with this study,
Higuchi and collaborators showed that in hepatic biopsies of NAFLD patients,
overexpression of LXR is correlated with higher expression of SREBP-1c (Higuchi ef
al., 2008). Treatment of diet-induced NAFLD mice with SR9238, a selective LXRa /B
inhibitor, abrogated hepatic DNL, lowered inflammation progression and hepatic lipids
accumulation. In these conditions, no hepatic damage was observed (Griffett et al.,
2013). In another study Sim and collaborators showed that treating mice fed with a

HFD with the LXRa antagonist MDGA (meso-dihydroguaiaretic) decreases hepatic
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lipid accumulation. This is directly correlated with a marked drop in lipogenic genes
expression (Sim et al., 2014). Silencing SREBP-1¢ in ob/ob mice in both liver and
adipose tissues is associated with a mark reduction in fatty liver progression, while
obesity and IR remained unchanged. This correlated with a reduction in hepatic TG
content and a lower expression of lipogenic genes. This suggests an implication of
SREBP-1c¢ in fatty liver (and maybe in NAFLD) but not in obesity (Yahagi et al., 2002).
However, the knockout in both liver and adipose tissue may influence the data and a
specific hepatic knockout may clarify the implication of SREBP-1c¢ in obesity and IR
progression. Interestingly, it was recently showed that Decl (differentiated embryo
chondrocyte expressed gene 1), a negative regulator of SREBP-1c¢ expression, is under
expressed in NAFLD while its overexpression led to a significant drop in SREBP-1c¢
and other lipogenic genes such as FAS and ACC decreasing accumulation of hepatic
TG (Shen et al., 2014). Another study showed that comparing healthy, simple steatosis
and NASH patients does not revealed any signifi cant difference in fatty acid uptake,
hepatic lipid oxidation and VLDL secretion. However, NASH patients show a lower
hepatic SREBP-1c and lipogenic genes expressions (Nagaya et al., 2010). This
suggests that down-regulation of SREBP-1c and lipogenic enzymes are characteristics
of a fibrosis state probably mediated by a higher level of TNFa. Therefore, expressions
of lipogenic enzymes must be specific for each step of the NAFLD progression
spectrum. Recently, a potential role of SREBP-1a in NAFLD was also suggested as
SREBP-1a knock-down induced a significant drop in SREBP-1c¢ expression associated
with aradical decrease in the expression level of all lipogenic genes (Bitter et al., 2015).
While LXRa, SREBP-1c¢ and lipogenic genes were upregulated in NAFLD diagnosed
patients, ChREBP expression is not modify (Higuchi et al., 2008). However patients
with NASH show higher ChREBP expression when steatosis was upper than 50 % and
lowered if IR was present (Benhamed et al., 2012). In the same study, it was showed
that mice fed with HFD showed elevated expression of ChREBP that can dissociate
hepatic steatosis to the IR ameliorating lipid metabolism and glucose metabolism.

However, liver-specific inhibition of ChREBP in ob/ob mice led to decrease plasma
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TG and NEFA levels improving steatohepatitis. This is associated with elevated
lipogenic rate and enhanced insulin sensitivity in liver, skeletal muscles and white
adipose tissue (Dentin et al., 2006). Taken together, the studies reveal that elevated
DNL is associated with increased hepatic TG and NAFLD development. This is
probably the result of increased SREBP-1c expression. However, the progression of
the disease leading to NASH seems to be associated with a lower DNL probably
through the activation of TNFa secretion inhibiting SREBP-1c. However, even if a
general role of the DNL is established, a role of each individual enzyme remains to be

precisely defined due to presence of compensatory mechanisms.

A.2.6 Role of Delta 5 (A5) and Delta 6 (A6) Desaturases in NAFLD

Livers of obese patients with NAFLD show depletion in the concentration of long chain
poly-unsaturated fatty acids (LCPUFA) especially the n-3 and n-6 series of TG (Araya
et al., 2010; Araya et al., 2004). In particular, a strong decrease of arachidonic acid
(AA; 20:4, n-6), eicosapentaenoic acid (EPA; 20:5, n-3) and docosahexaenoic acid
(DHA; 22:6, n3) was observed in hepatic steatosis and steatohepatitis (Araya et al.,
2004). Depletion of such fatty acids may be responsible for the progression of the
disease leading to cirrhosis (Gormaz et al., 2010). Modification in the availability of
LCPUFA has also been associated with numerous other metabolic pathologies often
associated with NAFLD such as cardio-vascular diseases, obesity, type II diabetes and
metabolic syndrome (Gormaz et al., 2010). LCPUFA are formed by series of
desaturations and elongations. A 5 and A 6 desaturases are the key desaturases in this
process catalyzing the synthesis of n-3 and n-6 LCPUFA (Vessby et al., 2002). The
18:2(n-6) and 18:3(n-3) are desaturated by the A 6 desaturase to form the 18:3(n-6) and
18:4(n-3) while the A 5 desaturase will form the AA, EPA and DHA. In this process,
the A6 desaturase is the rate-limiting enzyme (Lenihan-Geels et al., 2013). If the role
of SCDI in the development of NASH has been clearly established, the roles of the A

5 and A 6 desaturases appear more complex. In a study published in 2005, Tovar and
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collaborators showed that feeding hyperinsulinemic obese Zucker fa/fa rats with Soy
protein decreases liver steatosis and lipotoxicity. This is associated with a potent
inhibition of both A 5 and A 6 mRNA levels (40 % and 69% respectively) (Tovar et al.,
2005). However liver of mice fed with methionine and choline deficient diet (MCD), a
nutritional model of steatohepatitis displays a significant increase in A 5 and A 6
desaturases mRNA (Larter et al., 2008). In these studies, the type of hepatic LCPUFA
was not evaluated. Recently, a study performed in liver biopsies of NASH patients
showed a clear increased in both A 5 and A 6 desaturases mRNA expression. This was
associated with an impaired desaturation of w3 and w6 fatty acids, with an increase in
the w6:03 ratio and a reduction in the ®3 desaturation index (Lopez-Vicario ef al.,
2014). Several other studies performed in obese NAFLD patients also revealed a
decrease in A 5 and A 6 desaturases activities and an increase in the 6:®3 ratio (Araya
et al., 2010; Araya et al., 2004; Kotronen et al., 2009). Interestingly, it was recently
showed that the decrease in A6 desaturase expression is associated with an up
regulation of miR-140, and miR2885, two miRNA previously associated with hepatic
disorders and NAFLD (Fatima et al., 2014). The molecular mechanisms of LCPUFA
depletion on NAFLD development can be explained by the effect of these fatty acids
on the transcription factors involved in lipogenesis and B-oxidation (Pettinelli ef al.,
2009). LCPUFA inhibits the expression of both ChREBP (Dentin et al., 2005) and
SREBP-1c (Hannah et al., 2001), two transcription factors known to activate lipogenic
genes expression in response to sugar and insulin respectively. At the opposite,
LCPUFA activate PPARa promoting B-oxidation (Nakamura & Nara, 2004). At the
difference of the previous published reports, a study performed in 1100 non-obese
elderly men showed that an increased in A 6 desaturase index is positively associated
with the plasmatic concentration of alanine aminotransferase (ALT), a marker of liver
injury. Even if in this study, the authors did not directly measured the presence of lipid
in the liver, they observed a positive correlation between plasmatic fatty acid
composition known to be associated with fat liver, and A 6 desaturase activity

(Petersson et al., 2010). The authors explained the differences between their
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observations and those made by the other groups by the fact that their study was
performed in non-obese elderly men (BMI: 26.3 + 3.4) compared to the other studies
performed with severely obese subject (BMI around 50) (Araya ef al., 2010; Araya et
al., 2004; Kotronen et al., 2009). According to the authors, the decrease in A 6
desaturase activity observed by the other studies may be a consequence of long term
obesity and hyperinsulinemia. They also argue that the low number of patients in the
other studies (10 in average vs. 1100 subjects in the present study) may also influence
the results observed by other groups. Finally, the authors mentioned that their study
was performed on Swedish patients while most of the other studies were performed on
patients from Chile (Araya et al., 2010; Araya et al., 2004). According to them, the
differences observed may be the result of different genetic background and dietary
habits. However, a study performed with Finn patients that have probably similar life
style habits than patients from Sweden, also showed a decrease in the w6:®3 ratio
(Kotronen et al., 2009). Despite the differences observed in the latest described study,
a consensus seems to emerge at least in obese patients, on an increase in the ® 6:03
ratio associated with the development of NAFLD and the metabolic disorders. This
prompts the researchers to propose a dietary o3 supplementation to reduce the hepatic
TG content and the associated liver injury (Capanni et al., 2006; Spadaro et al., 2008).
However, a recently published trial performed on 103 obese patients treated with EPA
and DHA for 15—18 months showed a decrease in fat liver content but no effect on liver
fibrosis biomarker scores. At the opposite, a study performed in children shows that
DHA supplementation improved liver steatosis and insulin sensitivity (Nobili et al.,
2013) while lack of @3 consumption increase lobular inflammation (St-Jules et al.,
2013). Taken together, in obese patients with NAFLD, LCPUFA are depleted and the
o 6:m 3 ratio elevated. This results in hepatic AA accumulation, activation of DNL and
inhibition of B-oxidation. This increase in the @ 6:® 3 ratio probably further aggravates
the hepatic pathology increasing the inflammation and the fatty acid deposit. This could
be ameliorates by @ 3 supplementation however the time and dose for the treatment

may be adjusted. Difference in patients should also be taken in consideration.
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A.2.7 Role of the Stearoyl CoA Desaturase 1 in NAFLD

Numerous studies have associated an elevated stearoyl-CoA desaturase 1 (SCDI)
activity with the pathophysiology of fatty liver disease in both mice and humans. SCD1,
also known as fatty acid desaturase or A9-desaturase, is a microsomal enzyme involved
in the biosynthesis of monounsaturated fatty acids (MUFA), primarily oleate (C18:1)
and palmitoleate (C16:1). These MUFA are the major substrates for the synthesis of
complex lipids such as DAG, phospholipids, TG, wax esters, and cholesterol esters
(Mauvoisin & Mounier, 2011; Nakamura & Nara, 2004; Sampath & Ntambi, 2006).
SCD1 is now considered as one of the major enzymes in the control of lipid metabolism
(Flowers & Ntambi, 2008). Mice with naturally occurring SCD1 null mutations and
those with global deletion (SCD1 —/—) display a hyper metabolic phenotype that
protects the animal from obesity, IR and hepatic steatosis under high-carbohydrate diet
or HFD (Flowers & Ntambi, 2008; Miyazaki et al., 2004; Miyazaki et al., 2001; Ntambi
et al., 2002). The SCD1 —/— mice also display reduced hepatic TG and cholesterol
esters. This is associated with upregulation of the carnitine palmitoyltransferase 1
(CPT1), the rate limiting enzyme of lipid B-oxydation while the genes encoding for the
enzymes implicated in lipid synthesis (FAS and glycerol phosphate acyl-CoA
transferase (GPAT)) are reduced (Ntambi ef al., 2002). Liver specific SCD1 knockout
mice (LKO mice) are also protected from carbohydrate but not from HFD-induced
hepatic steatosis (Miyazaki et al., 2007). Elevated hepatic SCD1 expression appears
therefore associated with carbohydrate-induced hepatic steatosis while an extra-hepatic
expression seems necessary to promote HFD-induced steatosis. However, mice
intraperitoneally injected with SCD1 targeted antisense oligonucleotide (ASO) are
protected from development of NAFLD under HFD (Brown et al, 2008). The
discrepancy between the two studies can be explained by the fact that ASO-injected
mice showed inhibition of SCD1 expression both in liver and adipose tissue while in
LKO mice SCD1 is only inhibited in liver (Flowers & Ntambi, 2008). In addition, LKO
mice display reduced nuclear content of ChREBP and SREBP-lc, two key
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transcription factors regulating the expression of lipogenic genes in response to glucose
and insulin respectively. The exact mechanism by which SCD1 affects the maturation
or the translocation of these two transcriptional factors remains to be identified. A
possible explanation could be that decreased in oleate concentration in LKO mice is
responsible for the inhibition of ChREBP and SREBP-Ic expressions as oleate
supplementation normalized their levels (Miyazaki et al., 2007). In human studies, the
role of SCD1 in hepatic fat metabolism has been mainly evaluated by the measure of
the both hepatic (Kotronen et al., 2009; Silbernagel et al., 2012) and plasmatic (Lee et
al., 2015; Petersson et al., 2010; Stefan et al., 2008) 18:1 n-9/18:0 ratio referred as the
desaturase index. The hepatic desaturase index in total lipids from individuals with or
without NAFLD was found to be positively correlated with the percentage of hepatic
fat (Kotronen et al., 2009). In this latter study, the authors state that fatty liver is
characterized by an increase in hepatic SCDI1 activity. In contrast to this data, another
study showed that the desaturase index in VLDL-TG was negatively correlated with
the hepatic fat content particularly in obese patients while no apparent correlation was
observed in lean patients (Stefan et al., 2008). The authors suggested that the liver
specific down regulation of SCD1 may impair VLDL assembly and subsequently may
reduce the capacity for the liver to clear intra-hepatic TG. The authors stated that the
differences between their observations and those made in mice could be explained by
the fact that SCD1 —/— mice present a lean and not an obese phenotype. In addition, the
desaturation index in VLDL-TG can reflect both hepatic and fat SCD1 desaturation
indexes while most of the studies performed in mice have directly measured the hepatic
SCD1 index. At the opposite, Peters and collaborators showed that in 50 non-obese
Caucasians, the SCDI1 index correlates with the hepatic TG content while no
correlation was observed with the PL fraction. Interestingly, in the same study, the
authors did not find any correlation with the hepatic SCD1 mRNA level showing the
importance of measuring specific FA fraction to evaluate SCD1 activity (Peter ef al.,
2011). In another study also performed in non-obese healthy patients, the basal SCD1

activity index does not appeared to correlate with the hepatic fat content (Silbernagel
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et al., 2012). The authors also showed that addition of a sugar-enriched lipogenic diet
increases the hepatic fat content that is negatively correlated with the hepatic SCDI1
activity (Silbernagel et al., 2012). The authors suggest that SCD1 may protect from the
adverse effects of a lipogenic enriched sugar diet. Interestingly, the authors proposed
the hypothesis that low hepatic SCD1 activity observed in sugar-enriched lipogenic
diet, can be the consequence of long-chain saturated fatty acids accumulation such as
palmitate, leading to ER stress (Cao ef al., 2012). This in turn inhibits VLDL secretion
leading to hepatic TG accumulation and steatosis (Caviglia et al., 2011). Adding to the
complexity, a recent study showed that in obese patients, the 16:1 n-7/16:0 desaturation
index correlates with the hepatic fat content but not with the 18:1 n-9/18:0 index (Lee
et al., 2015). Finally, Li and collaborators investigated the role of hepatic SCD1 in the
prevention of hepatic inflammation, apoptosis and fibrosis in a model of steatosis using
both in vitro (murine and human hepatocytes) and in vivo models (Li et al., 2009).
Their findings suggest that up-regulation of hepatic SCD1 is a crucial adaptive
mechanism in the prevention of liver damage and hepatitis by decreasing the amount
of SFA in hepatocytes. Taken together, all this evidences point for a central role of
SCDI1 in the pathogenesis of NAFLD. SCD1 activity is indeed necessary for the
generation of hepatic TG, the main lipids stored in LD, generating the initial step of
steatosis. However the association between the hepatic level of SCD1 activity and the
TG content appears to depend on several conditions such as the presence or not of
obesity (low or high FA flux), the site of SCD1 expression (liver vs. adipose tissue),
the type of fatty acids examined (C16 vs. C18) and finally the type of diet used in the
studies. At the opposite, a consensus emerged that high SCDI1 activity may protect liver
from lipotoxicity by decreasing the pool of hepatic SFA and increasing of the pool of
MUFA.

A.2.8 Conclusion

NAFLD is characterized by the accumulation of TG in hepatic LD. The disease can
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range from a simple steatosis to a NASH characterized by the apparition of hepatic
injury, inflammation, and eventually fi brosis. To date evidences point for a central role
of hepatic DNL in the establishment of NAFLD especially in the case of energy excess
as observed in obesity. In these conditions, a large part of hepatic TG comes from DNL.
This is associated with an elevated expression of the lipogenic enzymes and the
associated transcription factor SREBP-1c. However, when the disease progress, TNFa
concentration raises leading to increased inflammation. Consequently, TNFo down-
regulates SREBP-1c expression leading to transcriptional inhibition of the lipogenic
genes. FAS is also responsible for the synthesis of LCFA. These fatty acids are the
direct activators of PPARa activating -oxidation while high SCD1 activity decreases
the pool of LCFA such as palmitate, a fatty acid inducing inflammation. Therefore,
apparition of NASH associated with elevated TNFa will inhibit FAS and SCD1
activities aggravating the disease by decreasing B-oxidation and increasing palmitate
concentration. Taken together, activation of DNL appears implicated in the
establishment of NAFLD while DNL inhibition will be more associated with the
progression of the disease and the apparition of NASH. Finally, the roles of A5 and A6
desaturases appear more controversial. However, a consensus seems to be established
that in obese patients, the w6:®3 ratio raises associated with an elevated concentration
of AA, a w6 FA implicated in the development of inflammation. Consequently, the

NAFLD progresses in NASH and eventually in cirrhosis.

In conclusion, treatment of NAFLD could be achieved by inhibition of DNL while for
NASH, a decrease in the ®6:®3 ratio could be a better target that can be achieved by

3 supplementation.
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A.2.10 Figure legends

Figure A.2.1: Schematic representation of pathological conditions spectrum
characterizing the NAFLD progression. In comparison with a normal liver, four
steps of the NAFLD progression are schematized here from simple fatty liver to
hepatocarcinoma through NASH and non-alcoholic cirrhosis. The three histologic
pictures from microscopic imaging are incorporated to compare normal hepatocytes
with hepatocytes in fibrosis characterized by perivenular/pericellular step and with
NASH hepatocytes presenting ballooned morphology (Kanuri & Bergheim, 2013).
NASH non-alcoholic steatohepatitis, H&E hematoxylin-Eosin stain, MT Masson-

trichrome stain.

Figure A.2.2: The lensing model of lipids droplets (LD) biogenesis. This schematic
representation depicts the three steps of the “lensing” model, the most widely accepted
model for LD biogenesis. (a) Newly synthesized FFA are acetylated by ACBP and
esterified by DAG and TG synthesis enzymes. (b) LPA, PA, DAG and TG accumulate
within the phospholipidic bilayer inducing a membrane lensing in the cytosolic surface
of'the ER. (c) Formation of a prolonged lensing induces a sufficient bilayer deformation
allowing the nascent of LD. The LD can separate completely, fuse together or remain
attached to the ER. Associated proteins such as PLIN ensure the stabilization of the LD
(Guo et al., 2009; Kohlwein et al., 2013). DNL (de novo lipogenesis), FFA (free fatty
acids), ACBP (acetyl-CoA binding protein), GPAT (glycerol-3-phosphate
acyltransferase), AGPAT (l-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase), PAP
(phosphatidic acid phosphohydrolase), DGAT (diacylglycerol acyltransferase), LPA
(lysophosphatidic acid), PA (phosphatidic acid), DAG (diacylglycerol), TG
(triacylglycerol), PLIN (perilipin).

Figure A.2.3: De novo lipogenesis pathway. This schematic representation depicts

the lipogenic process and its positive regulators from the glucose absorption to the fatty
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acids and cholesterol esters production. Insulin and glucose are represented as the two
main activators of the process. Insulin activates the PI3k/Akt/mTOR pathway leading
to the cleavage of SREBP while glucose serves at a lipogenic precursor and an activator

for ChREBP and LXR (Kersten, 2001; Strable & Ntambi, 2010).
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Figure A.2.1
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