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Résumé

L’obésité est un état physiopathologique d’origine multifactorielle caractérisé par une
accumulation excessive de tissu adipeux (TA). Elle est associée a une augmentation du risque de
développer une insulino-résistance (IR), un syndrome métabolique et, a terme, un diabete de type 2.
L’altération des fonctions du TA au cours de 1’obésité joue un role central dans ’apparition des
troubles métaboliques, tels qu’une accumulation ectopique de graisse et une IR périphérique,
notamment dans le muscle. Dans ce contexte, la qualité des apports énergétiques et plus précisément
en lipides pourrait jouer un réle important dans 1’adaptation des tissus au cours de I’obésité. Ainsi le
palmitate (PAL), un acide gras saturé (AGS) est pro-lipogénique, pro-inflammatoire et lipotoxique,
ce qui favorise I’apparition d’une IR. Les acides gras polyinsaturés oméga-3 (®3) auraient des effets
antagonistes au PAL et donc potentiellement protecteurs vis-a-vis des perturbations metaboliques
associées a 1’obésité. Parmi les 3, les effets spécifiques des trois principaux acides gras
alimentaires, les acides alpha-linolénique (ALA), éicosapentaénoique (EPA) et docosahexaénoique
(DHA), ont été tres peu decrits.

L’objectif principal de ce travail de these a été d’étudier les effets propres de I’ALA, de ’EPA
et du DHA sur les altérations métaboliques induites en situation d’obésité. Des explorations
mécanistiques ont été réalisées sur les cellules musculaires C2C12 dans lesquelles I’IR a été induite
par le PAL et sur des adipocytes 3T3-L1 pour étudier I’impact des AGPI ®3 sur la différenciation
adipocytaire. Les effets des AGPI 3 ont ensuite été étudiés in vivo, en supplémentant des souris
C57BL/6 sauvages ou déficientes en leptine (ob/ob) lors de la consommation d’un régime obésogene
riche en lipides et en sucrose (mimant un régime occidental).

Dans les cellules musculaires C2C12, les trois »3 co-incubés avec le PAL ont induit de facon
comparable une diminution du contenu en composés lipotoxiques et une amélioration de la captation
du glucose, mais seuls I’EPA et le DHA ont restauré la 3-oxydation du PAL et I’activation de la voie
de signalisation de I’insuline. De plus, I’EPA et le DHA ont eu un effet protecteur supérieur a I’ALA
vis-a-vis de I’inflammation induite par le PAL. Dans le modéle in vivo, seul la supplémentation en
EPA a amélioré ’homéostasie du glucose en comparaison avec les supplémentations en ALA et en
DHA. Alors que I’EPA a réduit la prise de masse grasse, le DHA a induit une hypertrophie des
cellules adipeuses associée a une augmentation de la sécrétion de leptine et une baisse de la sécrétion
d’adiponectine. Dans un modéle d’adipocytes 3T3-L1 en culture, le DHA a accéléré la
différenciation des préadipocytes en comparaison avec I’ALA et I’EPA, pouvant expliquer son effet
hypertrophique in vivo.

En conclusion et dans nos conditions expérimentales, les ®3 ALA, EPA et DHA ont bien des
effets communs sur le métabolisme lipidique et glucidique in vitro mais également des effets propres
qui ont permis de montrer qu’une supplémentation nutritionnelle en EPA serait plus intéressante pour
limiter I’IR in vivo par rapport au DHA ou a ’ALA. Le DHA a quant a lui favorisé I’hypertrophie du
TA, perturbant ainsi la sécretion des adipokines participant a la régulation de la sensibilité a
I’insuline des tissus périphériques, comme le muscle squelettique.

Mots clés : acides gras oméga-3, résistance a I’insuline, obésité, syndrome métabolique



Abstract

Obesity is characterized by an excess of adipose tissue (AT) mass and may be caused by
multiple factors. It is associated with an increased risk of the development of insulin-resistance (IR)
and metabolic syndrome, leading to type 2 diabetes. The impairment of lipid storage in the AT play a
central role in obesity-associated disorders, as it leads to ectopic lipid accumulation and peripheral IR
notably in muscles. In this context, the quality of dietary lipids may play a role in the regulation of
AT and muscle metabolisms. In fact, palmitic acid (PAL), a saturated fatty acid (SFA) induces
lipogenesis, inflammation and lipotoxicity favoring IR in many tissues. On the contrary, omega-3
polyunsaturated fatty acids (»3) have protective effect against obesity-associated disorders. Among
them, linolenic (ALA), eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) specific effects
remained partially described.

This work aimed at exploring the specific effects of ®3 on metabolic disorders and the
development of obesity. Mechanisms were studied in C2C12 muscle cells during PAL-induced IR
and in 3T3-L1 adipocytes to determine the impact of ®3 on adipocyte differentiation. In vivo, the
effects of ®3 were investigated by supplementating C57BL/6 wild-type or leptin-deficient (ob/ob)
mice with ALA, EPA or DHA during a high fat / high sucrose diet (mimicking a western diet).

In C2C12 muscle cells, co-incubation of ®3 with PAL induced a similar decrease in the
content of lipotoxic compound and improved glucose uptake, whereas only EPA and DHA restored
[-oxidation and insulin signaling activation. Furthermore, EPA and DHA were more potent to reduce
PAL-induced inflammation compared to ALA. In mice, only EPA improved whole body glucose
homeostasis compared to ALA and DHA. While EPA reduced body fat gain, DHA induced
hypertrophy in AT, increased leptin secretion and decreased those of adiponectine. In cultured 3T3-
L1 adipocytes, preadipocyte differentiation was also induced by DHA compared to ALA and EPA
and might explain the hypertrophy observed in mice.

In conclusion and in our experimental conditions, ALA, EPA and DHA have common effects
on in vitro lipid and glucose metabolism but also specific effects, demonstrating that EPA would be
more interesting to limit IR in vivo compared to DHA or ALA. DHA favored hypertrophy of AT and
disturbance of adipokine secretion involved in peripheral regulation of insulin sensitivity, notably in
muscle.

Keywords: omega-3 fatty acids, insulin resistance, obesity, metabolic syndrome
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Avant-Propos

Dans le monde, les principales causes de décés ont été classées par 1’organisation
mondiale de la sant¢ (OMS). A la téte de ce classement se situent les cardiopathies
ischémiques et les accidents vasculaires cérébraux suivis des broncho-pneumopathies
chroniques obstructives. A la 8™ place, le diabéte de type 2 a été la cause d’environ 1,5
millions de déces en 2012 contre 1 million en 2000. Toujours selon I’OMS, le diabéte de type
2 (également appelé diabete non insulino-dépendant) résulte d’une mauvaise utilisation du
glucose en réponse a I’insuline. Il représente 90% des diabétes rencontrés dans le monde. Il
est en grande partie le résultat d’une surcharge pondérale et de la sédentarité. Le diabéte de
type 2 est majoritairement diagnostiqué a 1’age adulte méme s’il est de plus en plus fréquent
de le détecter chez des enfants ou des adolescents. Un article paru dans le journal Diabetes
Care en 2012, intitulé « le diabete de type 2 : une épidémie nécessitant une attention générale
et une action urgente » insiste sur I’importance des recherches épidémiologiques, cliniques et
patho-physiologiques dans la lutte contre le diabéte de type 2 (Herman and Zimmet 2012).
Entre 2000 et 2030, la population diabétique devrait doubler du fait d’une augmentation
importante de la prévalence de la pathologie dans les populations d’Asie, notamment en Inde
et en Chine. Les individus d’origine asiatique auraient, a indice de masse corporelle (IMC)
égal, une susceptibilité plus élevée a développer un diabéte de type 2 que les individus
d’origine caucasienne. Il est donc important d’accélérer la compréhension des facteurs de
risques et la mise en place de méthodes de diagnostic et de traitement adaptées a la culture des
populations sont nécessaires (Herman and Zimmet 2012).

Environ 90% des personnes atteintes de diabéte de type 2 sont obeses ou en surpoids.
A P’inverse parmi les individus obéses, la prévalence du diabéte de type 2 atteint seulement
18,3% (Gregg et al. 2004). Méme s’il existe d’autres facteurs de risque (génétique, age, stress,
certains médicaments, alimentation, sédentarité, pollution, microbiote), 1’obésité est le facteur
de risque de diabéte de type 2 le plus fréquent. En effet, ces deux pathologies partagent des
mécanismes communs  étroitement  interdépendants comme  [I’insulino-résistance,
I’inflammation, la perturbation du métabolisme des lipides et les dysfonctions de la
mitochondrie (Eckel et al. 2011). L’insulino-résistance désigne une diminution de la réponse
a I’insuline par les tissus qui sont sensibles a cette derniere comme le muscle, le foie et le tissu
adipeux. Afin d’identifier précocement les personnes a risque de développer un diabéte de

type 2, un ensemble de 5 criteres a été défini sous le terme de « syndrome métabolique » (SM)



(Alberti et al. 2009). Un individu est considéré a risque de développer un diabete de type 2,
mais aussi d’une maladie cardiovasculaire, s’il remplit 3 criteres sur 5.

L’obésité est de plus en plus fréquente dans la population générale et sa prévalence ne
cesse de croitre depuis plusieurs décennies. De nombreuses stratégies de prévention ont été
explorées dont la prévention par la promotion de I’activité physique ou d’une alimentation
équilibrée. Or, I’efficacité de ces moyens de prévention est encore remise en question a
I’heure actuelle.

Pourtant, la qualité de 1’alimentation, ¢’est-a-dire la capacité des aliments a répondre
aux besoins nutritionnels en micro-constituants (vitamines, minéraux, polyphénols,...) mais
aussi en macronutriments (lipides, glucides, protéines) a démontré son importance dans la
prévention de nombreuses pathologies métaboliques. Il a notamment été démontré que les
apports en lipides et I’équilibre en acides gras polyinsaturés oméga-6 et oméga-3 pourraient
étre important dans la lutte contre I’obésité et les désordres métaboliques qui I’accompagnent.

Dans ce mémoire, une synthése bibliographique sur 1’obésité, ses conséquences sur le
métabolisme du muscle et du tissu adipeux (TA) seront développés afin d’expliquer la place
majeure qu’ils occupent dans cette physiopathologie. Ensuite, nous aborderons les moyens de
prévention mis en ceuvre et le role des acides gras saturés et ®3 dans les perturbations
métaboliques liées a I’obésité seront développés. Nous présenterons ensuite les objectifs et les
méthodes mise en ceuvre pour répondre a ces objectifs avant d’aborder les résultats obtenus.
Enfin, ces résultats seront discutés et mis en perspectives pour finalement conclure sur ce

projet.
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Figure 1 : Répartition de masse grasse et indice de masse corporelle (IMC)

Cartes tirées de Ng et al., Lancet, 2014

Figure 2 : Prévalence de I’obésité chez la femme (A) et chez ’homme (B) de plus de 20 ans



I. Revue bibliographique
1. Obésité et désordres métaboliques

1.1. Définition

L’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) a défini 1’obésit¢ comme une
accumulation excessive de masse grasse qui présente un risque pour la santé (OMS 2003).
Cette accumulation de masse grasse peut se faire dans différentes régions du corps et participe
de fagon spécifique, selon sa localisation, a I’apparition des désordres métaboliques associés a
I’obésité. Ainsi, les sujets présentant une répartition abdominale de la graisse, connue sous le
nom d’obésité « androide » ou centrale, ont plus de risques de développer des désordres
métaboliques par rapport a ceux qui présentent une répartition de type «gynoide», dans
laguelle la graisse se répartit plus uniformément et de facon périphérique et sous-cutanée (cf.
Figure 1A) (OMS 2003). L’obésité fait suite a 1’apparition d’un surpoids et se différencie de
ce dernier sur la base de I’indice de masse corporelle (IMC), calculé en rapportant le poids
d’une personne en kilogramme (kg) sur sa taille en métre (m) élevée au carré¢ (IMC= poids
(kg) / taille (m)3). Le surpoids est défini pour un IMC compris entre 25 et 30 kg/m? et
I’obésité pour un IMC supérieur ou égal a 30 kg/m? Plusieurs niveaux d’obésité ont
également été définis selon le niveau de risque métabolique associé. Au-dela d’un IMC de 35
kg/m?, I’obésité est qualifiee de sévere, puis de morbide ou massive lorsque I’IMC dépasse 40

kg/mz2 (cf. Figure 1B).

1.2. Prévalence du surpoids et de I’obésité

La prévalence du surpoids et de I’obésité, c’est-a-dire, le nombre de cas concernés sur
la population totale étudiée a un instant donné est un indicateur fiable de son évolution.
Contrairement a I’incidence qui ne comptabilise que les nouveaux cas, la prévalence inclut
aussi les individus déja malades.

A travers le monde, la prévalence du surpoids et de 1’obésité est passée de 28.8% a
36.9% entre 1980 et 2013 (Ng et al. 2014), soit de 857 millions a 2.1 milliards d’individus en
trois décennies. Aux Etats-Unis, plus de 30% des femmes et plus de 40% des hommes ont un
IMC supérieur a 30kg/m? (Ng et al. 2014) (cf. Figure 2). L’Egypte, la Libye, 1’Afrique du
Sud et la péninsule arabique sont des régions du monde ou la prévalence de 1’obésité est
particulierement forte ainsi que sur certains archipels comme les iles Samoa et Tonga (de 30%

a plus de 50%) (Ng et al. 2014). Au contraire, 1’Afrique centrale et I’Asie sont trés peu



Tableau 1: Criteres de caractérisation du syndrome métabolique (SM)
Selon les critéeres suivants, définis par le National Cholesterol Education Program
[11/Adult Treatment Panel 11 (NCEP/ATPIII), une personne est considérée comme
atteinte du syndrome métabolique si elle répond a au moins trois des cinq critéres ci-
dessous. HDL : high density lipoprotein

Valeurs pour les différents critéres selon les recommandations du
NCEP/ATPIII (2001)

Chez la femme Chez I’homme
Tour de taille, > g8 > 102"
encm
Triglycéridemie, > 1.7 (150) > 1.7 (150)

en mmol/L (mg/dL)

Pression artérielle, en mm
Hg > 130/85 > 130/85
(Systolique/Diastolique)

Cholestérol HDL,

en mmol/L (mg/dL) <1,3(50) <1,0 (40)

Glycémie a jeun,

* *
en mmol/L (mg/dL) =5,6(1L1) >5,6(1,1)

'L’International Diabetes Federation (IDF) a définit des seuils a 80 et 94 cm, respectivement, laissant le choix
entre ces valeurs et celles du NCEP/ATPIII pour les individus d’origine européenne.
* Réduction de la valeur a 1,0 mg/dL selon les valeurs de 1I’'IDF, 2009



touchées par 1’épidémie d’obésité (prévalence inférieure a 20%). Un ralentissement de
I’augmentation de la prévalence semblerait s’opérer dans les pays développés occidentaux.
Cette observation pourrait étre un signe d’une prise de conscience et d’un début d’effet des
campagnes de prévention.

En France, I’enquéte nationale ObEpi-Roche (Eschwege et al. 2012), dont les derniers
chiffres datent de 2012, montre que 32.3% des 18 ans et plus sont atteints de surpoids et 15%
d’obésité (dont 10.7% d’obésité modérée). Ce qui fait que pres de la moitié des sujets adultes
sont en surpoids ou obeses en France. L’ensemble du territoire métropolitain n’est pas affecté
de la méme maniére puisqu’un gradient Nord-Sud et Est-Ouest est observable : 21,3% pour le
Nord-Pas de Calais, 11.6% en Midi-Pyrénées, 18.6% en Alsace et 12% en Bretagne.

L’obésité est un enjeu de santé publique car elle favorise I’apparition de nombreuses
perturbations métaboliques qui conduisent a terme au développement de pathologies, comme
les maladies cardiovasculaires, le diabéte de type 2 ou certains cancers. Le colit de I’obésité a
I’échelle mondiale a été estimé par le cabinet de conseil McKinsey a 2000 milliards de dollars
chaque année, la classant parmi les trois plus importantes charges sociales du monde
(McKinsey Global Institute 2014). En France, son co(t chaque année est estimé a environ 6
milliards d’euros (Emery et al. 2007). L’enquéte ObEpi-Roche révéle aussi que 1’obésité
touche aussi de plus en plus de sujets de plus de 65 ans et amplifie le risque de développer des
pathologies liées au vieillissement.

1.3. Perturbations métaboliques et pathologies associées a 1’obésité

L’obésité est un facteur de risque majeur du syndrome métabolique (SM), un état
physiopathologique réunissant au moins trois des cing critéres suivants (cf. Tableau 1) : une
hypertriglycéridémie plasmatique, une baisse de la concentration plasmatique de cholestérol
high-density lipoprotein (HDL), une obésité centrale, une hypertension artérielle et/ou une
hyperglycémie & jeun (Alberti et al. 2009). La présence d’un SM est associée a une
augmentation du risque de diabéte de type 2 (Grundy 2006), notamment dd a une diminution
de la réponse a I’insuline (insulino-résistance, IR) du foie, du muscle et du tissu adipeux (TA).
Ceci cause une diminution de 1’absorption du glucose sanguin par le muscle et le TA et une
moindre inhibition de la néoglucogenese hépatique sous I’effet de I’insuline, provoquant de ce
fait une augmentation de la glycémie. Les cellules pancreatiques B sécretent alors plus

d’insuline pour stimuler [’absorption du glucose. Ces cellules finiront par s’épuiser,
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conduisant a I’apparition du diabéte de type 2, avéré lorsque la glycémie a jeun est supérieure
ou égale a 7 mmol/L (1,26 g/L) a deux reprises dans le plasma veineux.
L’obésité participe au développement de nombreuses pathologies métaboliques chroniques
(Fardet and Boirie 2013), touchant différents tissus, comme le systéme cardiovasculaire, 1’0s,
les articulations, le foie, le systéme digestif et le rein. L’obésité favorise le développement des
maladies cardio-vasculaires (MCV) en augmentant les facteurs de risques cardiovasculaires
tels que la tension artérielle, la cholestérolémie et 1’inflammation de bas grade (van Rooy and
Pretorius 2014) mais aussi la teneur plasmatique en acides gras (AG) non estérifiés (AGNE)
(Pilz and Marz 2008) et en triglycérides (TG) (Liu et al. 2013). Ces modifications favorisent
I’athérosclérose et les complications associées dont les plus graves sont 1’accident vasculaire
cérébral et I’infarctus du myocarde. L’obésité augmente également le risque de certains
cancers (colon, sein) et de certaines maladies neurodégénératives. L’apnée du sommeil,
fréquent chez I’obése, se manifeste par la réduction voire I’interruption de la respiration et des
apports en oxygeéne par obstruction des voies respiratoires supérieures (Badran et al. 2014).
La prévention de 1’obésité semblerait donc primordiale. Celle-Ci passe notamment par
la compréhension de la physiopathologie et 1’identification des facteurs de risques majeurs (cf.

Figure 3).

1.4. Causes de I’obésité : rdle de la génétique et de I’environnement
1.4.1. Génétique

L’obésité est une maladie qui repose sur des prédispositions génétiques ainsi que sur
des composantes environnementales et comportementales. Ainsi, il est admis que 30 a 70%
des variations de la masse corporelle sont dues a des facteurs héréditaires (Lyon and
Hirschhorn 2005). Cinq a dix pourcents des cas d’obésité seraient monogéniques c’est-a-dire
dus a une mutation sur un seul géne, induisant une modification du phénotype de I’individu
(ici, la masse grasse et le poids corporel). Les cas les plus répandus sont dus a une mutation
du gene de la leptine, de son récepteur, du géne de la pro-opiomélanocortine ou du récepteur 4
a cette derniere (Hinney et al. 2010). Les cas d’obésité polygénique reposent sur la variation
de la séquence ADN sur plusieurs genes contr6lant un phénotype. Les récents progrés des
méthodes de génotypage ont permis, par une approche sans hypothése préalable (étude
d’associations pangénomiques), de rechercher des variations génétiques (polymorphismes)
pouvant étre associées a I’obésité sur un grand nombre de geénes. Ainsi, des changements au

niveau d’un seul nucléotide (single nucleotide polymorphism, SNP) ont été identifiés sur 49



génes et seraient associés au développement de 1’obésité (Xu et al. 2013). Nous pouvons citer
notamment les SNP touchant les génes fat mass and obesity-associated (FTO), insulin-
induced gene-2 (INSIG2), transmembrane protein 18 (TMEML18), SH2B adaptor protein 1
(SH2B1) et brain derived neurotrophic factor (BDNF). Chacun de ces génes aurait un faible
impact sur la prise de poids mais ensemble, ils joueraient un réle important dans la réponse de
I’individu aux facteurs environnementaux et a I’activité physique, d’ou le terme de « génes de
susceptibilité a I’environnement ».

Au-dela méme de la séquence génétique, I’épigénétique va également jouer un role
dans la réponse de I’organisme a son environnement. Elle est basée sur la régulation de
I’expression des genes par différents mécanismes: méthylation de 1’ADN,
méthylation/acétylations des histones associées a I’ADN ou expression d’ARN non codants
(Youngson and Morris 2013). Ces modifications (appelées marques épigénétiques) vont
moduler I’expression des génes (Youngson and Morris 2013). Les marques épigenétiques
pourraient expliquer en partie la transmission intergénérationnelle de I’obésité.

Cette transmission est particuliérement robuste puisque I’IMC des parents mais surtout
de la mére a été positivement corrélé au risque de développer une obésité chez le descendant a
I’age adulte (Guillaume et al. 1995). Un poids de naissance supérieur a 4 kg est aussi un
facteur de risque de développer une obésité plus tard (Yu et al. 2011). Sur cet aspect, il est
treés difficile d’évaluer quelle part est due a la génétique, aux marques épigénétiques ou encore
a la nutrition maternelle qui constitue un des principaux facteurs environnementaux durant la

gestation.

1.4.2. Environnement

Beaucoup de facteurs environnementaux peuvent favoriser 1’obésité et chaque facteur
peut avoir un impact plus ou moins important. Le stress, en fonction de sa sévérité et de sa
chronicité pourrait induire une augmentation des quantités mais également de la densité
énergeétique des aliments consommes (Torres and Nowson 2007). Le sommeil, qui s’est réduit
de 1,5 a 2 heures durant les 50 derniéres années, pourrait également jouer un réle. Une heure
de sommeil en moins équivaudrait a 0.35kg/m? supplémentaire (Cappuccio et al. 2008), soit
environ 1kg pour un individu de 178cm. Les polluants tels que les perturbateurs endocriniens
présents dans le sang maternel lors du développement feetal, seraient favorables a 1’expansion
de la masse adipeuse et a I’apparition de 1’obésité a 1’age adulte (Barouki 2013). Enfin, le
rang social et le niveau d’éducation jouent un rdle dans I’apparition du surpoids et de

I’obésité. En effet une étude réalisée dans le département francais de la Seine-Saint-Denis a
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montré une augmentation du risque d’obésité chez les personnes ayant un faible revenu
(<834,47€), un niveau d’instruction modeste, ou encore étant au chomage ou faisant partie de
la classe ouvriére (La Rosa et al. 2003). Tous ces facteurs vont donc influencer la prise
alimentaire et I’activité physique des individus, et par conséquent, 1’équilibre entre 1’apport et

la dépense en énergie.

1.4.3. Réduction de la dépense énergétique

La dépense énergétique dépend principalement de trois composantes : la dépense
énergétique de repos (métabolisme de base, MB), la thermogeneése et 1’activité physique. Dans
certaines conditions, une réduction du MB peut contribuer a la prise de poids puisqu’il
représente environ 60 a 75% de la dépense énergétique d’un individu (Ravussin et al. 1988).
Ainsi, un défaut de sécrétion des hormones thyroidiennes (hypothyroidie) a été associé a une
baisse de la dépense énergétique (Kim 2008) et pourrait étre la cause d’une obésité plus ou
moins sévere (Knudsen et al. 2005). Avec I’age, une réduction du MB a également été
observée en lien avec I’évolution de la composition corporelle (fonte musculaire) et du statut
hormonal (hormones sexuelles) (Fukagawa et al. 1996). Enfin, certains médicaments
pourraient altérer le MB et participer a une augmentation du risque de prise de poids comme
les béta-bloquants (Welle et al. 1991).

La thermogenése, deuxieme composante de la dépense énergétique, comprend
I’augmentation de la production de chaleur en réponse a la prise alimentaire (effet thermique
des aliments) et la production de chaleur pour la thermorégulation. L’effet thermique des
aliments serait diminué chez la personne obése, notamment apres ingestion de glucose
(Laville et al. 1993). Toutefois, cette baisse ne serait pas suffisante pour expliquer un gain
significatif de poids (Tappy 1996). De nombreuses études ont exploré I’implication de la
thermogenése dans 1’obésité, sans jamais arriver a un consensus clair (Major et al. 2007).
L’implication d’une diminution de la thermogenése dans 1’obésité est toujours un sujet de
discussion.

Des effets significatifs de 1’activité physique sur le contréle du poids et le pourcentage
de masse grasse ont été observes, chez les adultes (Conn et al. 2014) et les enfants (Kelley
and Kelley 2013). Le comportement sédentaire pourrait participer a la baisse de la dépense
énergétique des enfants (Pearson et al. 2014). Or, le comportement sédentaire n’est que
faiblement associé a une baisse de I’activité physique (Pearson et al. 2014). Toutefois, en
fonction du type d’activité¢ sédentaire, I’impact sur I'IMC peut étre différent : une relation

inverse mais peu robuste entre le niveau d’activité physique et le temps passé devant un écran
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ou I’utilisation d’internet a été observée chez I’enfant et 1’adolescent (Pearson et al. 2014). Au
contraire, la lecture serait inversement corrélée a I’IMC des adolescents (Utter et al. 2003).
L’activit¢ physique ou la sédentarité ne peuvent pas expliquer, & eux seuls,
I’augmentation du risque d’obésité. Le comportement englobe également les habitudes
alimentaires qui peuvent étre tout aussi importantes dans la prise de poids (Utter et al. 2003).
En effet méme s’ils peuvent avoir des effets cumulatifs sur le poids des individus, la prise
alimentaire et le niveau d’activité physique sont deux facteurs indépendants impliqués dans

les variations pondérales (Mozaffarian et al. 2011).

1.4.4. Apports caloriques élevés

C’est le déséquilibre entre les apports et la dépense en énergie qui conditionne la prise
de poids. Or, les habitudes alimentaires des populations ont grandement évolué depuis les
années 1970. Young et Nestle (Young and Nestle 2002) ont rapporté une augmentation de la
taille des portions, allant de 2 a 5 fois la taille des portions originales suggérant une
augmentation de la prise énergétique. Malgré tout, le risque d0 a cette augmentation de
I’apport énergétique n’est pas suffisamment robuste pour expliquer une prise de poids
significative (Mattes 2014). La densité énergétique, ¢’est-a-dire la quantité d’énergie dans une
portion a aussi augmenté (Stubbs and Whybrow 2004). Elle est considérée comme un risque
convaincant de développer une obésité, au méme titre que la sédentarité (Swinburn et al.
2004). La sensation de satiété aprés la consommation d’un aliment a haute densité énergétique
est plus faible que pour un aliment & basse densité énergétique, participant encore a
I’augmentation de 1’énergie ingérée (Poppitt and Prentice 1996). L’augmentation de la
fréquence des repas (Robinson et al. 2014) a aussi été pointée du doigt, notamment a cause
d’une augmentation du grignotage chez 1’adulte de 1 a 2,2 fois par jour entre 1977-8 et 2007-8
(Mattes 2014). Le grignotage a été associé a une augmentation des apports énergétiques mais
les études peinent a démontrer une association entre grignotage et prise de poids, notamment a

cause d’une sous-déclaration fréquente (Mattes 2014).
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L’obésité est une maladie multifactorielle complexe qui touche de plus en plus
d’individus dans le monde. Les génes de susceptibilité a I’environnement sont nombreux et
participent fortement au développement de I’obésité dans un contexte social, économique et
nutritionnel favorable a la prise de poids. Cette prise de poids n’est pas sans conséquences sur
I’organisme qui doit pouvoir gérer le surplus de substrats énergétiques. C’est 1a qu’intervient
le tissu adipeux, un organe dont la fonction principale est le stockage et la redistribution de
I’énergie sous forme de lipides pour redistribuer 1’énergie en adéquation avec les besoins de

I’organisme.

2. Métabolisme du tissu adipeux et obésité

2.1. Généralités : tissu adipeux blanc et brun
2.1.1. Types d’adipocytes

Il existe trois types d’adipocytes : les adipocytes blancs, les adipocytes bruns et les
adipocytes beiges. Les adipocytes bruns et beiges se distinguent des adipocytes blancs par
leur morphologie (cf. Figure 4) et leur métabolisme, leur conférant des roles physiologiques
distincts. Les adipocytes bruns sont impliqués dans la thermogeneése grace au découplage du
fonctionnement de la chaine de phosphorylation oxydative de la fabrication d’ATP. Ainsi, au
niveau de la membrane interne des mitochondries, les protéines découplantes (uncoupling
proteins, UCPs) et notamment UCP1, spécifique du TA brun (Nicholls and Rial 1999;
Ricquier and Bouillaud 2000) permettent la production de la chaleur. Les adipocytes bruns
sont morphologiquement reconnaissables par leur noyau central, leurs petites vacuoles
lipidiques et le nombre élevé de mitochondries (Ginter and Simko 2012). Chez I’Homme, le
nouveau-né possede une quantité non négligeable de TA brun qui va s’estomper au fur et a
mesure de son développement. Il est situé, dans sa majeure partie, au niveau para-cervical et
supra-claviculaire (Ginter and Simko 2012). A I’dge adulte le TA brun est tres diffus et
certains adipocytes bruns sont retrouvés isolés au sein du TA blanc. Les termes de
brunissement ou de TA beige sont alors évoqués (Bartelt and Heeren 2014). Les adipocytes
beiges sont retrouvés de maniere isolée dans le TA blanc et ont une activité proche de celle
d’un adipocyte brun (Harms and Seale 2013). Ils expriment également I’'UCP1 aprés un
exercice (Stanford et al. 2015), une stimulation pharmacologique (Zheng et al. 2014) ou par

une exposition chronique au froid (Sanchez-Gurmaches and Guertin 2014).
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Les adipocytes blancs sont caractérisés par la présence d’une unique vacuole lipidique
entourée par un cytoplasme de taille relativement faible (Avram et al. 2005). Longtemps
considéré comme un tissu limité au stockage des graisses et a la redistribution durant les
phases de jeline, le TA est maintenant reconnu comme un tissu complexe aux fonctions
endocrine et métabolique importantes (Fantuzzi 2005).

Le TA ne contient pas uniquement des adipocytes mais renferme également d’autres
types cellulaires (cellules souches, cellules endothéliales, monocytes, lymphocytes
macrophages, fibroblastes) et des précurseurs des adipocytes (pré-adipocytes) dans la fraction
stroma-vasculaire (Vazquez-Vela et al. 2008). Il existe de nombreuses localisations ou se
développe le TA. Les principales localisations au niveau central sont récapitulées dans la
figure 5.

2.1.2. Origines des adipocytes

Il semblerait que chaque type d’adipocyte puisse provenir de plusieurs type de cellules
progeénitrices telles que les cellules souches du mésenchyme, les cellules endothéliales
vasculaires et les cellules souches de la créte neurale (Rosenwald and Wolfrum 2014). La
trans-différenciation d’adipocyte brun en blanc a également été évoquée, et inversement
(Rosenwald and Wolfrum 2014). La figure 6 récapitule ces différentes hypotheses.

Une revue de Sanchez-Gurmaches et Guertin a clairement récapitulé les origines
identifiées en fonction du TA considéré (Sanchez-Gurmaches and Guertin 2014). Ainsi, les
adipocytes bruns proviennent a 95% des précurseurs myf5+ et les adipocytes blancs
proviennent des précurseurs myf5* et myf5 de facon variable, avec 70% des adipocytes
myf5" dans le TA rétropéritonéal (TAr) et 6 et 9% respectivement dans les TA inguinal
(TAIn) et périgonadique (TApQg). Les précurseurs de tous les adipocytes blancs exprimeraient
le récepteur alpha au facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFR-co). Quant aux
adipocytes beiges, deux origines ont été identifiées : a partir d’un précurseur ou a 1’issue
d’une trans-différenciation a partir d’adipocyte blanc, les adipocytes beiges apparaissant
notamment dans le TA aprés stimulation par le froid (Sanchez-Gurmaches and Guertin 2014).
Le traitement avec un agoniste des récepteurs P-adrénergiques impliqué dans le «
brunissement » du TA blanc, a montré que I’apparition des adipocytes beiges provenait d’un
précurseur spécifique dans le TAin et d’une différenciation a partir d’adipocytes blancs dans
le TApg (Sanchez-Gurmaches and Guertin 2014).

Les adipocytes blancs et I’adaptation de leurs fonctions et de leur expansion durant la

prise de poids étant particulierement impliqués dans les perturbations métaboliques liées a
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Figure 7 : Différenciation des adipocytes blancs



I’obésité, nous nous focaliserons sur leur développement et leur métabolisme dans les

paragraphes suivants.

2.2. Développement et plasticité du tissu adipeux blanc
2.2.1. Mécanismes de la différenciation adipocytaire

Les études de la différenciation et de ses mécanismes sont principalement réalisées
dans les modeles in vitro de préadipocytes tels que les 3T3-L1 ou 3T3-F442A d’origine
murine et les cellules human multipotent adipose-derived stem (hMADS) ou primary human
preadipocytes (phPA) et Simpson Golabi Behmel syndrome (SGBS) d’origine humaine. Les
adipocytes dérivent de fibroblastes multipotents, cellules souches communes aux myocytes,
aux ostéoblastes et aux chondrocytes. Par une phase de détermination, ces cellules souches
perdent leur multipotence et deviennent des préadipocytes (cf. Figure 7). Les mécanismes
permettant cette premiére étape n’ont pas été élucidés, méme s’il semblerait que le facteur de
croissance fibroblast growth factor-1 (FGF-1) favorise 1’engagement des cellules souches
dans la voie de différenciation en préadipocyte et le déclenchement de la prolifération via son
récepteur FGFR. L’activation des protéines kinases extracellular signal-regulated kinases 1 et
2 (ERK1/2) ainsi que I’expression accrue du facteur de transcription peroxisome proliferator-
activated receptor gamma (PPARYy) dans les cellules humaines phPA et SGBS semblent
également impliquées (Widberg et al. 2009). FGF-2 a un effet similaire a FGF-1 et active
également ERK1/2 dans les cellules hMADS (Zaragosi et al. 2006). L’activation des kinases
ERK1/2 dans les phases précoces de la différenciation (Bost et al. 2005) est nécessaire a
I’adipogenese. Suite a cette premiere phase, la différenciation terminale se déroulerait alors en
trois étapes : 1’arrét de croissance, avant une courte reprise de 1’expansion clonale et la
différenciation proprement-dite (Lefterova and Lazar 2009).

La différenciation terminale s’initie sous le controle des facteurs de transcription
adipogenique sterol regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c), CCAAT/enhancer
binding proteins (C/EBP) et PPARy (Gregoire 2001). PPARY?2 serait indispensable puisqu’il a
été démontré que sans son action, C/EBPa ne suffisait pas a induire la différenciation (Rosen
et al. 2002). Tout au long de la différenciation les facteurs de transcription Kruppel-like
factors (KLF) appuient ou réduisent I’effet de PPARy a différents stades (Wu and Wang
2013) : KLF2, KLF3 et KLF7 ont démontré des propriétés anti-adipogéniques et répriment les
promoteurs des génes PPARy et C/EBP/5 avant la différenciation, tandis que KLF5 et KLF9

agissent dans les stades précoces et intermediaires pour co-activer PPARy. KLF6 inhibe
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I’expression du facteur de transcription preadipocyte factor-1 (pref-1) et la différenciation des
préadipocytes (Wang et al. 2006). Le role de deux membres de la superfamille du
transforming growth factor beta (TGF-3), bone morphogenic protein 4 et 7 (BMP4 et BMP7),
a aussi été décrit. Ils seraient impliqués dans la différenciation en adipocyte blanc et brun,
respectivement (Zamani and Brown 2011). Une fois la différenciation engagée, les cellules
s’arrondissent du fait de la restructuration de la matrice extracellulaire et du cytosquelette, et
commencent a exprimer des génes spécifiques de la différenciation des adipocytes, adipocyte
protein-2 (ap2), stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD-1), glucose transporter 4 (GLUT4) et
lipoprotein lipase (LPL) (Cornelius et al. 1994).

2.2.2. Maintien de 1’adipocyte mature

Une fois différenciés, les adipocytes blancs peuvent alors stocker les lipides
majoritairement sous forme de TG dans les gouttelettes lipidiques uniloculaires formées d’une
monocouche de phospholipides (PL) associée a des protéines (cf. Figure 8), sauf en condition
in vitro ou les lipides restent organisés en gouttelettes pluriloculaires. Méme si les
mécanismes sont encore trés mal connus, des récentes études ont souligné 1’importance des
protéines cell death-inducing DNA fragmentation factor alpha-like effector ¢ (Cidec/fsp27) et
de la périlipine A (PlinA) dans ce processus (Sun et al. 2013). Ces protéines interagissent
entre elles pour favoriser 1’échange de lipides entre gouttelettes et permettre la formation
d’une gouttelette unique. La PlinA et la protéine cell death-inducing DNA fragmentation
factor alpha-like effector a (Cidea) inhibent la lipolyse et participent au maintien de la
structure de la gouttelette apres différenciation. Elles ont été décrites comme étant régulées
transcriptionnellement par PPARy (Arimura et al. 2004; Viswakarma et al. 2007). La
formation des gouttelettes lipidiques fait aussi intervenir 1’activité des enzymes diacylglycerol
acyltransferase 1 et 2 (DGATL/2) responsables de la derniere étape de synthése des TG
(Harris et al. 2011). L’inhibition de I’expression de leurs génes chez la souris entraine une
réduction de la synthése de TG et de la formation de gouttelettes lipidiques comparée a des
souris témoins (Harris et al. 2011).

Le contenu en lipides dans la gouttelette lipidique dépend de 1’équilibre entre 1’influx
d’AG, sous I’influence de la lipoprotein lipase (LPL) et du transporteur d’AG fatty acid
translocase (FAT/CD36), et de D’efflux d’AG, qui est controlé par la lipase adipose
triglyceride lipase (ATGL), la lipase hormone sensitive lipase (LHS) en interaction avec
PlinA (Sztalryd et al. 2003) et la monoacylglycerol lipase (MAGL), aboutissant a 1’obtention
d’AGNE et de glycérol. La phosphorylation de PlinA libére la protéine comparative gene
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identification-58 (CGI158) qui peut alors activer ATGL et favoriser la lipolyse (Lass et al.
2006) (cf. Figure 8).

2.3. Altérations du métabolisme du tissu adipeux blanc en situation d’obésité
2.3.1. Plasticité du tissu adipeux

La capacité du TA a recruter de nouveaux adipocytes joue un réle crucial durant le
développement de 1’obésité. Dans un premier temps, ce sont les adipocytes préexistants qui
prennent en charge les lipides souvent apportés en exces par I’alimentation, on parle alors
d’hypertrophie. Ceux-ci vont induire, par des mécanismes et des médiateurs encore mal
connus, la différenciation de préadipocytes en nouveaux adipocytes matures, on parle ici
d’hyperplasie (Faust et al. 1978). Chez ’Homme, 1’accumulation de lipides dans les différents
dépots adipeux est dépendante du sexe de 1’individu et de son statut hormonal. Ainsi, il est
bien connu que les femmes pré-ménopausées accumulent plus de lipides dans le TA sous-
cutané (TAsc) que dans le tissu adipeux viscéral (TAv). Le TAv ne se développeraient que
dans les cas d’obésité avancée ou aprés la ménopause (Kissebah and Krakower 1994). A
I’inverse, les hommes développent un TAv trés rapidement et ne mobilisent le TAsc pour le
stockage des lipides que dans les cas d’obésité extréme (Kissebah and Krakower 1994).

L’hypertrophie du TAsc a été associée a un risque plus important de développer une
IR et un diabéte de type 2, indépendamment de la masse grasse totale (Wang et al. 2005;
Lonn et al. 2010). L’hypertrophie du TAv a également été associée a une perturbation du
profil plasmatique en low-density lipoprotein (LDL) et HDL chez la femme, indépendamment
de sa composition corporelle et de la répartition de la masse grasse (Veilleux et al. 2011).
L’obésité hypertrophique aurait plus de conséquences métaboliques néfastes (Arner et al.
2011). L’hyperplasie du TA serait cruciale pour éviter la surcharge en lipides dans les
adipocytes déja matures et le stockage ectopique des lipides dans d’autres organes.

D’une fagon générale, le TAsc présente une plus forte hyperplasie que le TAv (Drolet
et al. 2008). Chez le rat obése, les adipocytes de grande taille (140-180um) sont plus
nombreux par rapport au TA d’un rat mince (Marques et al. 1998). La proportion plus
importante de gros adipocytes est associée a une modification de la sécrétion adipocytaire et a
I’induction d’une prolifération plus importante. Toutefois, des variations selon les dépots
viscéraux sont observables (Marques et al. 1998). Ainsi, une plus forte capacité proliférative
est associée a la taille des adipocytes chez le rat obése ou non dans le TAiIn, tandis que

I’association n’est retrouvée que chez le rat obése pour le TA épididymal (TAe). Aucune
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association n’a pu étre observée pour le TAr, I’augmentation du nombre d’adipocytes n’ayant
pas été associée au nombre de gros adipocytes dans ce dépdt (Marques et al. 1998). Enfin, le
TA de patients obéses métaboliquement sains présente une capacité d’expansion du TAsc et
une sensibilité a 1’insuline préservée (Bluher 2010) démontrant I’importance de 1’hyperplasie
pour éviter le dysfonctionnement du TA et le stockage ectopique des lipides dans d’autres
organes. Ces individus pourraient représenter 10 a 25% des personnes atteintes d’obésité
(Bluher 2010).

2.3.2. Métabolisme des lipides

Le stockage des lipides dans le TA est la résultante de la balance entre lipolyse et
lipogenese. Ainsi, une baisse de la synthese de TG et/ou une augmentation de la lipolyse
peuvent étre responsables d’une augmentation de la sécrétion d’AGNE. Le TAv serait
métaboliquement plus actif que le TAsc et participerait fortement au relargage d’AGNE dans
la circulation sanguine, une des principales causes de I’accumulation ectopique de lipides au
niveau hépatique et musculaire (Matsuzawa et al. 1995). L’expression protéique de la
FAT/CD36 est augmentée dans le TAsc d’individus en surpoids ou obése, tandis qu’aucune
augmentation n’est observée dans le TAv (Bonen et al. 2006). Ceci favoriserait la captation
des AGNE par le TAsc. Les enzymes de la synthése de TG pourraient également voir leur
activitt modulée par la prise de poids. Ainsi, une baisse de I’activité de la DGAT est
enregistrée chez des sujets obéses comparativement a des sujets normo-pondéraux, avec une
plus forte dégradation dans le TAv par rapport au TAsc (Cote et al. 2014). La synthese de TG
fait aussi intervenir la lipogenése de novo correspondant a la synthése d’AG a partir de
glucose. Cette synthése endogeéne est réalisée principalement dans le foie (Hellerstein 1999)
mais elle est également présente dans le TA (Guo et al. 2000). Dans le TA, elle serait
majoritairement sous le contrdle du facteur de transcription carbohydrate-responsive element-
binding protein (ChREBP) (Herman et al. 2012; Eissing et al. 2013). Toutefois, le facteur
SREBP1c, qui est activé par I’insuline, pourrait participer a ce processus dans le TA
(Delzenne et al. 2001). Dans ce tissu, la lipogenése de novo est tres faible, aussi bien chez les
individus minces que chez ceux qui sont obéses (Guo et al. 2000). Chez 1’animal en revanche,
la lipogenése de novo dans le TA est plus importante que chez I’ Homme (Letexier et al. 2003)
et jouerait un role important dans I’homéostasie du glucose, en réduisant la concentration
plasmatique de glucose (Herman et al. 2012). Lorsque des individus obeses présentent une IR,
la lipogenese de novo dans le TAsc est significativement réduite par rapport a des individus

insulino-sensibles (Allister et al. 2015). Ceci serait notamment di a une réduction de
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Figure 9 : Cytokines sécrétées par le tissu adipeux blanc - les adipokines -



I’absorption du glucose (Molina et al. 1989). Dans le foie, la lipogenése de novo serait quant a
elle augmentée chez les individus obéses (Eissing et al. 2013). Ceci participerait notamment a
I’apparition de I’IR et de la lipotoxicité.

Concernant la lipolyse, la quantité de protéines associées au maintien de la gouttelette
lipidique (Cidea, Cidec, périlipine) du TAsc et du TAv n’est pas influencée par le niveau de
sensibilité a I’insuline des patients obéses (Puri et al. 2008). Cependant, une baisse de
I’activité de la lipase LHS (Large et al. 1999) et de la lipase ATGL (Steinberg et al. 2007) a
été observee dans le TAsc au cours de I’obésité. En outre, les effets anti-lipolytiques de
I’insuline seraient bien plus efficaces dans le TAsc par rapport au TAv (Lafontan 2013)
suggérant une moindre lipolyse dans le TAsc.

Les données ici présentées démontrent la forte implication du TAv vis-a-vis du
relargage des AGNE dans la circulation sanguine comparativement au TAsc. Il a été
clairement démontré que leur augmentation dans la circulation est associée a une
augmentation des risques d’IR et de diabéte de type 2 (Capurso and Capurso 2012) et que la
masse de TAv est corrélée a la lipolyse dans ce méme tissu (Nielsen et al. 2004). La fonction
sécrétoire des adipocytes est également altérée en situation d’obésité, notamment du fait de

I’hypertrophie.

2.3.3. Activité sécrétoire et perturbations métaboliques

Les adipocytes ont la particularité de sécréter des molécules (adipokines et cytokines)
impliquées dans de nombreuses fonctions telles que le controle de la température corporelle,
de la balance énergétique et de la réponse immunitaire (Hauner 2005) (cf. Figure 9 (Sakurai
et al. 2013)). La taille des adipocytes et I’environnement inflammatoire influencent la
sécrétion de ces molécules. Les adipocytes de petites tailles sécréteraient plus d’adiponectine
aux propriétés anti-inflammatoire et insulino-sensibilisante (Skurk et al. 2007). Des
adipocytes plus gros favoriseraient quant a eux la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires :
tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukines (IL) 1 et 6 (Skurk et al. 2007). Chez la
souris, I'infiltration des macrophages est aussi augmentée lors d’un régime hyperlipidique
(high-fat, HF) du fait de ’augmentation de la sécrétion par le TA de la protéine MCP-1
(monocyte chemoattractant protein-1) attirant les macrophages (Kanda et al. 2006). Ces
différentes molécules ont un effet endocrine mais également paracrine et vont influencer le
métabolisme des adipocytes.

Le TNF-a est capable d’inhiber I’expression et la sécrétion d’adiponectine dans des

adipocytes 3T3-L1 en culture (Fasshauer et al. 2002) et dans le TAv humain (Hector et al.
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2007). De plus, la sécrétion de TNF-a favorise la lipolyse en réduisant la présence de PlinA
en surface des gouttellettes (Souza et al. 2003). Elle inhibe aussi I’adipogenése des adipocytes
3T3-L1 en culture (Cawthorn et al. 2007), confirmant encore le réle de ces cytokines pro-
inflammatoires dans les perturbations du métabolisme des adipocytes au cours de 1’obésité.

Les taux de sécrétion dépendent également du dépdt adipeux considéeré : la sécrétion
d’IL-6 est augmentée de 2,3 fois dans le TAv comparativement au TAsc lors de culture ex
vivo de TA issus de patients atteints d’obésité sévére (Fried et al. 1998). En revanche, la
sécretion de TNF-a est plus importante ou similaire dans le TAsc comparé au TAv chez des
femmes ou des hommes obeses non-diabétiques, respectivement (Orel et al. 2004). La
sécrétion de leptine est plus fortement induite dans le TAsc comparativement au TAv (Van
Harmelen et al. 1998; Wajchenberg 2000; Orel et al. 2004). Quant a 1’adiponectine, elle est
sécretee sans différence significative entre les deux types de dépbt mais sa sécrétion par le
TAV est inversement corrélée a I’'IMC des individus (Motoshima et al. 2002). Les cytokines
pro-inflammatoires sécrétées par les adipocytes auraient donc un rdle important dans les
perturbations métaboliques du TA, et de maniére plus importante dans le TAv.

La visfatine est une adipokine sécrétée de maniere prépondérante par le TAv chez un
individu normo-pondéral (Fukuhara et al. 2005). Une relation positive entre obésité et
visfatine a été mise en évidence dans une méta-analyse de 2011 (Chang et al. 2011). La
visfatine serait impliquée dans I’inflammation, favorisant la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires par les monocytes et fibroblastes notamment (Stofkova 2010).

Une autre adipokine, la résistine, aurait des propriétés anti-adipogéniques (Kim et al.
2001). Son role dans 1’obésité et I’IR n’a pas encore été élucidé, les données disponibles
n’aboutissant pas a un consensus (Codoner-Franch and Alonso-Iglesias 2015). La résistine
induirait la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires par les macrophages et par les
adipocytes (Stofkova 2010). Elle participerait ainsi a 1’inflammation de bas grade en situation
d’obésité.

L’obésité affecte aussi la sécrétion d’apeline. Cette derniere serait plus fortement
secrétée lorsqu’une hyperinsulinémie est détectée chez 1’homme obese (IMC 31-34kg/m?)
comparativement a des sujets non-obeses (IMC 20-24kg/m?) (Boucher et al. 2005). Des
résultats similaires ont été obtenus par injection d’insuline chez la souris C57BL/6 (Boucher
et al. 2005). Lors d’un test de tolérance au glucose, 1’utilisation du glucose est augmentée par
I’injection d’apeline (200pmol/kg) chez des souris C57BL/6 atteintes d’hyperinsulinémie,
d’hyperglycémie et d’obésité dues a un régime HF (45% de lipides) (Dray et al. 2008). Au
niveau musculaire, [’apeline agirait via [’AMP-activated protein kinase (AMPK) et
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Tableau 2 : Cellules immunitaires du tissu adipeux blanc

Immune cell type Antigens and other markers Main secretory products
Myeloid cells
Macrophages
M1 F4/80, CD11b, CD11c TNFe, IL6, NOS2
M2 CD206, CD209, CD301, LYVE1 IL10, IL1Ra, arginase 1
Dendritic cells CD1¢, CD11¢, CD30, CD83, CD86  IL12, IL15
Mast cells CD117, FCER1 Histamine, PGE,, LTB4, TNF«, IL1,
IL6, TGFB, IL4, IL10
Neutrophils CD66b, CD11b, Ly6g Lysozyme, NE, MPO, TNFaz, IL1B,
IL8, MIP1z
Eosinophils CD45, Siglec8 IL4, IL10, IL13, TGFB

Lymphoid cells
T lymphocytes

Helper (Th)
Th1 CD4 IFNvy
Th2 CD4 IL4, IL5, IL13
Th17 CD4 IL17, IL21, 1L22
Treg CD4, CD25, Foxp3 IL10, TGFB
Cytotoxic cD8 Perforines, granzymes, IFNvy
Natural killer T CD3, NK1.1 TNFa, IFNy, IL4, IL13
B lymphocytes CD19, CD45R lgG2c
Innate lymphoid type 2 cells CD25 IL5, IL13

Tableau issu de Mraz et Haluzik, The Journal of endocrinology, 2014



I’activation de la NO-synthase endothéliale, capable de stimuler 1’absorption du glucose
indépendamment de la voie de I’insuline (Dray et al. 2008). Une activation de la protéine
AKT a toutefois été décrite (Dray et al. 2008). L’apeline aurait donc un effet hypoglycémiant
a la fois dépendant et indépendant de la voie de I’insuline.

Enfin, le TA sécréte un peptide, I’angiotensinogeéne, qui est le précurseur des
angiotensines | et Il. L'angiotensinogéene circulant provient a la fois du tissu adipeux et du
foie. Chez le rongeur, trente pour cent de 1’angiotensinogene circulant proviendrait du tissu
adipeux (Massiera et al. 2001). 11 a été démontré que I’angiotensine II, via ses récepteurs AT1
et 2, posséde des activités paracrines sur le TA. Il favoriserait la lipogenése, réduirait la
lipolyse et inhiberait la différenciation des préadipocytes (Yvan-Charvet et al. 2009). Or
I’expression génique d’angiotensinogéne est augmentée chez les hommes présentant une
obésité comparativement a des individus normo-pondéraux (Van Harmelen et al. 2000). Ceci
a conduit a suspecter I’implication de cette hormone dans les désordres métaboliques associés
a I’obésité (Yvan-Charvet and Quignard-Boulange 2011).

En situation d’obésité, I’activité sécrétoire des adipocytes est perturbée et participe au
relargage de cytokines pro-inflammatoires et a la lipolyse. Outre les cytokines directement
sécretées par les adipocytes, les macrophages infiltrés participeraient également aux

sécrétions du TA.

2.3.4. Infiltration des cellules immunitaires et inflammation

Bien que de nombreuses cellules de I’immunité innée (cellules natural killer NK,
monocytes et polynucléaires) et adaptative (lymphocytes T et B) soient présentes dans le TA
(cf. Tableau 2 (Mraz and Haluzik 2014)), les macrophages représentent la population la plus
abondante. Ils s’organisent en couronne (crown-like stucture, CLS) autour des adipocytes en
apoptose. Des interrogations subsistent concernant la présence ou non de cellules
dendritiques, leur marqueur CD11c étant aussi exprimé dans les macrophages infiltrés
(Lolmede et al. 2011). En situation d’obésité, le nombre de macrophages infiltrés augmente
de maniere importante (Xu et al. 2003). Globalement, I’infiltration des cellules de I’'immunité
est augmentée a I’exception des lymphocytes T régulateurs et T helper 2 (Mraz and Haluzik
2014), impliqués dans la suppression de 1’inflammation et la présence de macrophages anti-
inflammatoires, respectivement (Mraz and Haluzik 2014).

L’infiltration des macrophages dans le TA est augmentée chez les patients atteints
d’obésité proportionnellement au poids corporel et a la taille des adipocytes (Weisberg et al.

2003). Cette infiltration accrue s’expliquerait notamment par une augmentation de la sécrétion
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de MCP-1, favorisant le recrutement des macrophages dans le TA (Kanda et al. 2006). Deux
profils de macrophages peuvent étre distingués : un profil M1 (F4/80*/CD11c") pro-
inflammatoire et un profil M2 (F4/807/CD11c) anti-inflammatoire, correspondant
respectivement a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1, IL-6) ou anti-
inflammatoires (IL-10, IL-4, IL-1 receptor antagonist). La sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires est favorisée par les macrophages de type M1 dans le TA humain (Cancello
and Clement 2006). Or, chez des patients obéses, ce profil est retrouvé majoritairement,
participant ainsi a l’inflammation et a 1’altération de la fonction des adipocytes (Aron-
Wisnewsky et al. 2009). Lors d’un protocole de restriction calorique, 1’abondance des
macrophages M1 a été diminuée au profit des macrophages M2 chez le sujet obése
(IMC>31,5kg/m?) (Capel et al. 2009). Les variations du profil sécrétoire des macrophages
varient donc avec le profil métabolique des individus et potentiellement en fonction du dépot
adipeux étudié.

Aucune différence d’infiltration des macrophages entre le TAsc et le TAv n’est
observée chez des patients en situation d’obésité sévere avec ou sans diabete de type 2
(Bigornia et al. 2012). Toutefois, le nombre de CLS, i.e. couronnes de macrophages autour
des cellules, est positivement corrélé a I’IR quel que soit le dépot étudié. Chez la souris, un
plus grand nombre de CLS est retrouvé dans le TAv par rapport au TAsc (Altintas et al.
2011). Dans le TAv, les auteurs ont également observé une présence de CLS plus importante
dans le TAe comparé au TA perirénal (TApr) et mésentérique (TAme) (Altintas et al. 2011).

Les adipocytes et les macrophages de type M1 sécrétent du TNF-a et de I'IL-6
favorisant ainsi une augmentation de la lipolyse, un relargage accru d’AGNE et une
augmentation de I’IR (Suganami and Ogawa 2010). Chez des individus obéses, le TA sécréte
plus d’IL-6 que de TNF-a. méme si la sécrétion d’IL-6 est corrélée a celle du TNF-a (Kern et
al. 2001). Une corrélation positive existe entre la concentration plasmatique d’IL-6 et I'IR
mais également entre 1’expression génique de TNF-a et I’IR (Kern et al. 2001). De plus, les
concentrations en IL-6 et AGNE plasmatiques sont positivement corrélées entre elles. Les
nombreuses sécrétions adipocytaires et macrophagiques ont donc un effet non négligeable sur
le métabolisme du TA.
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2.4. Obesité, altérations du métabolisme des adipocytes et consequences sur le
muscle squelettique

Les sécrétions adipocytaires, notamment d’adiponectine, de leptine et des cytokines
TNF-a et IL-6, ont des effets paracrines mais aussi endocrines car elles vont agir sur d’autres
tissus, dont le muscle. Elles vont influencer leur métabolisme et leur réponse a différents
stimuli tels que celui de I’insuline. L’adiponectine a un effet insulino-sensibilisant sur le tissu
musculaire (Esfahani et al. 2015). Sa sécrétion est diminuée lors de 1’obésité, ce qui pourrait
participer a ’apparition de I’'IR musculaire. La sécrétion de leptine favoriserait la lipolyse et
I’oxydation des lipides intracellulaires via I’activation de I’AMPK dans le muscle squelettique
(Steinberg et al. 2003). Il est toutefois reconnu qu’une leptino-résistance, courante chez le
sujet obése, pourrait toucher le muscle et participer aux perturbations métaboliques (Sainz et
al. 2015). Une exposition chronique a I’'IL-6 a aussi montré des effets negatifs sur la
sensibilité a I’insuline musculaire, contrairement a une exposition aigué (Nieto-Vazquez et al.
2008).

D’autres informations ont été recueillies grace aux modeéles de co-culture entre cellules
musculaires et adipocytes, et d’utilisation de milieux conditionnés d’adipocytes sur des
cellules musculaires. Ces modé¢les présentent un intérét dans I’étude de I’impact du TA et de
ses sécrétions sur le métabolisme musculaire. Un effet favorable de 1’adiponectine sur
I’absorption du glucose des cellules musculaires L6 est observé lors de la co-culture
d’adipocytes primaires et de cellules musculaires L6 (Vu et al. 2007). Si ces adipocytes
proviennent de rats diabétiques, 1’absorption du glucose par les cellules musculaires n’est pas
augmentée, ce qui pourrait s’expliquer par une baisse de la sécrétion de 1’adiponectine par les
adipocytes (Vu et al. 2007). La co-culture avec des adipocytes matures induit également une
augmentation de I’expression et de la production d’IL-6 par les cellules L6 (Seyoum et al.
2011). Le TA a donc une influence sur le métabolisme musculaire et des études ont montré
que le type de dépdt adipeux peut également avoir un effet plus ou moins marqué. Les milieux
conditionnés d’adipocytes issus du TAv de sujets obéses induisent une inflammation plus
forte dans les cellules musculaires que ceux d’adipocytes issus du TAsc de sujets sains
(Pellegrinelli et al. 2015). Dans ces mémes conditions, la différenciation des cellules
musculaires est plus fortement réduite en présence d’adipocytes du TAv par rapport a la
présence d’adipocytes du TAsc. Parallélement, la voie de I’insuline est inhibée, suggérant que
les adipocytes issus du TAv pourraient induire une IR dans les myotubes (Pellegrinelli et al.
2015).
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I Taille des adipocytes TAsc > TAv
T Lipolyse et relargage d’AGNE TAsc < TAv
| Lipogenése TAsC < TAV
I Sécrétion de leptine TAsc > TAV
I Sécrétion d’IL-6 TAsC < TAV
I Sécrétion de TNF-a TAsC > TAV
l Sécrétion d’adiponectine TAsc = TAv
I Sécrétion de visfatine TAsC ? TAV
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I Infiltration des macrophages ~ TAsc = TAv
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Figure 10 : Effet de I’obésité sur le métabolisme de I’adipocyte blanc
et importance du dép6t adipeux



La capacité du TA a s’adapter a une augmentation des apports caloriques joue un role
crucial dans le développement des perturbations métaboliques liées a 1’obésité (cf. Figure 10).
Le faible recrutement de nouveaux adipocytes et I’hypertrophie des adipocytes déja existants
participent tout particuliérement a 1’augmentation de la lipolyse et au relargage d’AGNE dans
la circulation. Les macrophages infiltrés jouent aussi un role dans la dérégulation du
métabolisme adipocytaire. Le TAv est plus impacté par la lipolyse, sécréte plus d’IL-6 et
jouerait donc un role crucial dans I’apparition des désordres métaboliques. Les AGNE et les
cytokines relargués au niveau systémique ont un impact sur le métabolisme des autres tissus

périphériques et notamment sur celui du muscle.

3. Métabolisme du muscle squelettique et obésité
3.1. Généralités : Fonctions du muscle squelettique

La principale fonction du muscle squelettique est le maintien de la posture et
I’assurance de la motricité. C’est un tissu tres innervé et trés vascularisé, permettant ainsi un
contrdle fin de son activité, de sa captation d’oxygene et de substrats énergétiques. Le muscle
exerce sa fonction majeure grace a son organisation en faisceaux de myofibres et de
myofibrilles et a sa capacité de contraction. Les myofibres sont divisées en trois sous-groupes
principaux (I, lla, 11b) en fonction des chaines lourdes de myosine (myosine heavy chain,
MyHC) qui les composent. Les fibres musculaires peuvent en effet contenir plusieurs types de
chaine lourde. Leur capacité de contraction et leurs particularités anatomiques et
fonctionnelles dépendront de leur composition (Scott et al. 2001) (cf. Tableau 3). Ainsi, les
fibres de type I, riches en MyHCI, sont dites « oxydatives », « a contraction lente » et ont un
role dans le maintien de la posture. Elles sont tres résistantes aux exercices peu puissants et
prolongés du fait de leur diamétre réduit, de leur vascularisation et de leur richesse en
mitochondries. Les fibres de types | stockent plus de lipides dans leur cytoplasme que les
autres fibres musculaires, ces fibres fonctionnant principalement a 1’aide de substrats
lipidiques (Schrauwen-Hinderling et al. 2006). Leur capacité d’oxydation est également trés
importante. Au contraire, les fibres de type Ilb «a contraction rapide » ou « glycolytiques »
sont plus grandes, moins vascularisées et moins riches en mitochondries. Les fibres appelées
IIb chez I’Homme sont en fait ’homologue des fibres IIx/d chez les petits mammiferes, la

MyHCIIb n’étant pas détectable chez I’'Homme (Scott et al. 2001). Elles jouent un role
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Tableau 3 : Typologie des fibres musculaires humaines

Type de fibres Type | Type lla Type llb
Caracteristiques structurales
Couleur Rouge Rouge a rose Blanche
Diametre Petit Intermédiaire Grand
Nombre de mitochondries Eleve Eleve Faible
Nombre de capillaires Eleve Eleve Faible
Caractéristiques métaboliques
Activité ATPase des myosines Lente Rapide Rapide
\oie princicf’zi% che synthese Aérobie Aérobie (,glr;:lcéglc;bsg
Contenu en myoglobines Elevé Elevé Faible
Contenu en glycogéne Faible Intermédiaire Elevé
Contenu en triglycérides Elevé Intermédiaire Faible
Métabolisme principal Oxydatif Oxydatif/gelycolytiqu Glycolytique
Fatigabilité Faible Intermédiaire Elevée
A : Endurance . Exer_c Ices
Role fonctionnel posture ’ Sprint, Marche courts, intenses

Ou puissants

Tableau issu de la these d’Aurélie Masgrau, Caractérisation du métabolisme protéique musculaire au cours de I’obésité et lors de la perte de
poids soutenue le 3 Juillet 2012 & I’Ecole Doctorale Sciences de la Vie, Santé, Agronomie, Environnement de Clermont-Ferrand.



important durant les exercices de forte intensité et de courte durée. Enfin, les fibres de type
Ila, qualifiées de « mixtes », ont des capacités et des caractéristiques intermédiaires aux deux
autres types.

Méme si certains muscles présentent une prépondérance en fibre de type | (80% dans
le soleus) ou de type Il (84.6% dans le muscle orbicularis oculi), la majorité des muscles sont
composés d’un équilibre entre les fibres lentes et rapides (Johnson et al. 1973). Avec I’age, la
proportion de fibres de type Ila et l11b diminue (Nair 2005), tandis qu’un entrainement de type
endurance ou résistance permet un enrichissement en fibres de type | (Short et al. 2005) ou lla
et Ilb, (Fry 2004) respectivement, d’ou une forte variabilité interindividuelle et
intermusculaire. Des différences inter-especes sont également observables. Ainsi, chez les rats
et les souris, les fibres de types Ilb et 1Ix sont plus fortement représentées (Schiaffino and
Reggiani 2011) que chez I'Homme, rendant difficile I’extrapolation des données
expérimentales chez la souris, méme si un seul et unique muscle est considéré.

Outre sa fonction dans la motricité et la posture, la masse musculaire joue un réle
majeur dans la régulation du métabolisme des protéines, des lipides et des glucides. Elle
participe grandement au métabolisme du glucose en réponse a 1’¢lévation de la concentration
plasmatique d’insuline en situation postprandiale, et joue de ce fait un réle majeur dans le
maintien de I’homéostasie glucidique (Sinacore and Gulve 1993). Lors d’une étude sur
I’absorption musculaire de glucose en condition hyperinsulinémique, 74% était absorbé par le
muscle squelettique au cours du clamp-euglycémique (Baron et al. 1988). Les muscles jouent
également un rdle important dans le métabolisme des lipides, un jelne de 12 heures suivi
d’une analyse du métabolisme des lipides démontrant que le muscle participe a 80% de la
consommation d’oxygeéne au repos (Dagenais et al. 1976). Les modifications de leur
métabolisme au niveau musculaire peuvent influencer le statut métabolique et le profil

lipidique d’un individu.

3.2. Voie de signalisation de 1’insuline et métabolisme du glucose dans le
muscle

L’insuline se fixe sur son récepteur couplé a une activité tyrosine kinase (cf. Figure
11). Cette interaction entraine 1’auto phosphorylation du récepteur et I’activation de son
activité tyrosine kinase. Celle-ci va permettre la phosphorylation sur les résidus tyrosine 608
et 941 de I’insulin receptor substrate-1 (IRS-1), majoritaire dans le muscle (Schmitz-Peiffer
and Whitehead 2003). IRS-1 se fixe ensuite sur la sous-unité régulatrice de la phosphatidyl-

inositol 3-kinase (PI3K) et induit la phosphorylation du phosphatidyl-inositol-bisphosphate

23



Absorption de
glucose

Insuline

|

00000000 00000000000000000000 0000000

00000000 0 82?00000000 0000000

PIP3~" 3
9410 x\?- PKCY c
=
thr3wm?3 / 3
(72]
=
o

thr642®

GLUT4

AS160: Akt substrate of 160kDa; GLUT4: Glucose transporter 4; IRS-1: Insulin receptor substrate; PDK1: phosphoinositide-
dependent kinase 1; P13-K: phosphoinositide 3-kinase; PIP2: phosphatidyl-inositol-bisphosphate ; PIP3: phosphatidyl-inositol-
trisphosphate PKB: Protein Kinase B; PKC: Protein kinase C; PTEN: phosphatase and tensin homolog;

Figure 11 : Voie de signalisation de I’insuline



(PIP2) pour former le phosphatidyl-inositol-trisphosphate (PIP3). PIP; permet ensuite le
recrutement d’enzymes cytosoliques de la cascade de signalisation, dont la protéine
phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1) qui s’autophosphoryle sur le résidu serine 241
et la protéine kinase B (AKT/PKB) phosphorylées sur les sites activateurs serine 473 et
thréonine 308. La phosphorylation d’AKT peut se faire directement par la PI3-K (Tsuchiya et
al. 2014) ou via I’activité de la PDK-1 (Alessi et al. 1997). Il existe trois formes d’AKT :
AKT1, AKT2 et AKT3, dont les isoformes 1 et 2 ont montré des effets spécifiques. AKT1
joue un rdle majeur dans la croissance chez la souris (Cho et al. 2001). L’isoforme AKT2
(Bae et al. 2003) favorise la translocation des transporteurs du glucose GLUT4 a la
membrane, permettant a I’insuline d’induire la captation de glucose. Pour cela, AKT
phosphoryle I’AKT substrate of 160kDa (AS160) sur son résidu thréonine 642. Avant
phosphorylation, AS160 inhibe la translocation des vésicules de GLUT4. Sa phosphorylation
libere ces vésicules qui migrent vers la membrane pour favoriser 1’entrée du glucose dans la
cellule musculaire (Kramer et al. 2006). Une étude a montré que la protéine kinase C zeta
(PKCC) pourrait également participer a la régulation de la captation de glucose
(Bandyopadhyay et al. 1997). Elle serait activée sur son résidu thréonine 410
consécutivement a ’activation de la kinase PDK1 par PIP; (Chou et al. 1998). L’activation de
la voie de ’insuline et de la protéine AKT induit aussi une augmentation de I’activité de la
glycolyse et de la synthése de glycogene (Dimitriadis et al. 2011). Des enzymes sont capables
d’inhiber la cascade de phosphorylation. C’est le cas de la protein phosphatase 2 (PP2A) et de
la phosphatase and tensin homolog (PTEN), par inhibition de la phosphorylation d’AKT
(Resjo et al. 2002) et par inhibition de la formation de PIP; (Leslie and Downes 2002),
respectivement. Plus récemment, il a été démontré que la protéine tribbles 3 (TRB3) pourrait
¢galement inhiber 1’activation de la protéine AKT (Du et al. 2003).

L’insuline stimule la glycolyse par 1’augmentation du transport du glucose et
I’augmentation de I’activité de ’hexokinase et de la phosphofructokinase, deux enzymes clé
de la glycolyse (Dimitriadis et al. 2011). Dans cette méme voie, la pyruvate kinase est aussi
activée par I’insuline (Miyanaga et al. 1982). La synthése de glycogéne est aussi augmentée
par I’insuline via I’activation de la glycogéne synthase mais cette activation est dépendante
des réserves disponibles en glycogene. En effet, cette voie est plus particulierement favorisée
lorsque les réserves en glycogéne sont déplétées (Dimitriadis et al. 2011). L’insuline régule
aussi le métabolisme lipidique via son action sur la stimulation de la fatty acid synthase (FAS)
permettant la synthése d’AG a partir du glucose. De méme, elle favorise 1’absorption des AG

circulants dans le tissu adipeux via la lipoprotéine lipase (LPL) jusqu’a leur orientation vers
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Figure 12 : Métabolisme musculaire des lipides



les différentes voies d’utilisation (oxydation mitochondriale, synthése de métabolite,

stockage).

3.3. Métabolisme musculaire des lipides et régulation par I’insuline
3.3.1. Absorption des lipides

Le muscle capte les AG circulants par 1’action de la lipoprotéine lipase (cf. Figure 12).
Elle est excrétée dans la lumiére des vaisseaux sanguins et dégrade les TG présents dans les
lipoprotéines, libérant des AGNE qui sont alors pris en charge par des transporteurs ou
protéines de transports. Il existe différents transporteurs : les FAT/CD36 et fatty acid
transporters (FATP1 et 4), et les protéines de transports fatty acid binding proteins (FABP)
membranaire (FABPpm) et cytosolique (FABPc). FAT/CD36 et FABPpm favorisent 1’entrée
des AG dans la cellule, les FATP facilitent également 1’ajout de coenzyme A (CoA) sur les
AG pour former les acyl-CoA via I’activité des acyl-CoA synthétases (ACS) permettant leur
orientation vers 1’oxydation et la production d’énergie (Kazantzis and Stahl 2012). L’isoforme
3 de la FABP est présente dans le muscle (Glatz et al. 2003). Celle-ci joue un réle dans
I’absorption des lipides mais n’est pas limitante dans ce processus. En effet, chez des souris
hétérozygote (FABP3™") I’absorption du palmitate n’est pas affectée alors méme que
I’expression de la protéine est réduite de 66% (Glatz et al. 2003). Enfin, contrairement aux
FATP, la FABP n’oriente pas préférentiellement les AG vers I’oxydation (Glatz et al. 2003).

L’insuline stimule la synthése protéique et la translocation de FAT/CD36 vers la
membrane (Corpeleijn et al. 2008), favorisant ainsi I’entrée des AG dans la cellule. A
I’inverse, 1’expression des transporteurs FABPc (Corpeleijn et al. 2008) et FATP4 (Kazantzis

and Stahl 2012) ne serait pas influencée par 1’insuline.

3.3.2. Beta-oxydation des lipides

Pour rentrer dans la mitochondrie les AG activés en acyl-CoA doivent étre pris en
charge par la carnitne palmitoyl transferase 1 (CPT1) au niveau de la membrane externe des
mitochondries avant d’étre transférés sous forme d’acyl-carnitine dans 1’espace
intermembranaire mitochondrial. La carnitine/acylcarnitine translocase (CACT) permet
I’entrée de ’acyl-carnitine dans la matrice mitochondriale ou la CPT2 reforme 1’acyl-CoA
pour permettre son entrée dans la B-oxydation pour la production d’acétyl-CoA (Priore et al.
2012) (cf. Figure 12). L’oxydation mitochondriale des AG est finement régulée par la

concentration cytosolique en malonyl-CoA, celle-ci étant sous le contrdle de I’acétyl-CoA
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carboxylase (ACC) responsable de sa formation et de la malonyl-CoA décarboxylase (MCD)
qui le dégrade. Le malonyl-CoA inhibe allostériquement la CPT1, empéchant ainsi la
synthése d’acyl-carnitine et donc le transfert des AG vers la matrice mitochondriale.
L’AMPK, sensible a 1’état énergétique de la cellule (ratio ATP/ADP), inhibe ’ACC par
phosphorylation. Dans le cas d’une déficience en ATP, I’activation de I’AMPK inhibe I’ACC
et reduit la synthése de malonyl-CoA. Ceci active la CPT1 et donc I’entrée des AG dans la
mitochondrie pour produire de I’énergie. A I’inverse, lorsqu’il n’y a plus de besoin en ATP,
I’augmentation de la concentration cytosolique en malonyl-CoA inhibe ’activité¢ de CPT1 et
par conséquent, réduit I’oxydation des AG.

Bien que la mitochondrie soit le lieu privilégié d’oxydation des AG, certains ne
peuvent pas étre pris en charge par la mitochondrie et sont orientés vers les péroxysomes.
Ainsi, les AG a chaine courte et moyenne (nombre de carbones <8 ou entre 8 et 10), ou a
chaine longue (12 a 18 carbones) sont obligatoirement ou préférentiellement oxydés dans les
mitochondries, respectivement. Pour le palmitate, un acide gras a 16 carbones, 25% de
I’oxydation est réalisée dans les péroxysomes musculaires chez I’Homme (Mannaerts et al.
1979). Les AG a tres longue chaine (plus de 20 carbones) sont obligatoirement orientés vers
les péroxysomes qui raccourcissent ces AG par B-oxydation avant leur transfert vers la
mitochondrie pour une oxydation compléte (Wanders 2014).

L’insuline sécrétée en situation postprandiale inhibe 1’oxydation mitochondriale des
AG et favorise I’utilisation du glucose pour la production d’énergie. Dans le muscle, une
hyperinsulinémie est associée a une augmentation de la concentration en malonyl-CoA et a
une inhibition de la CPT1 induisant une réduction de 1’oxydation mitochondriale des AG a
longue chaine (Rasmussen et al. 2002). L’insuline aurait également un effet inhibiteur sur
I’oxydation peroxysomale, comme il a été démontré dans des hépatocytes de rats (Hamel et

al. 2001).

3.3.3. Stockage des lipides

En situation physiologique, le muscle contient une quantité de lipides qui dépend de sa
composition en fibre mais également des besoins en énergie. Les fibres de type | fonctionnent
préférentiellement en aérobie par oxydation des lipides et stockent donc plus de lipides que
les fibres de type Il pour pouvoir subvenir a leur besoin (Schrauwen-Hinderling et al. 2006).
L’absorption des AGNE circulants est sous le controle de FAT/CD36. 1l a ét¢ montré que
I’exercice en endurance favorise I’accumulation de lipides dans le muscle mais que cette

accumulation n’est pas pathologique car elle s’accompagne d’une augmentation de la capacité
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d’oxydation des lipides (Goodpaster et al. 2001). Le stockage des lipides sous forme de TG
dépend de I’activité de la glycerol-3-phosphate acyl-transferase (GPAT) et de la DGAT
(Badin et al. 2013) qui catalysent respectivement la réaction entre un glycérol-3-phosphate et
un acyl-CoA, et celle entre un diacylglycérol et un acyl-CoA, deux étapes clés de la synthese
de TG. Les TG sont ensuite stockes dans des gouttelettes lipidiques intracellulaires dont les
propriétés sont proches de celles décrites dans 1’adipocyte.

Comme nous I’avons vu précédemment, 1’absorption d’AGNE via FAT/CD36 est
induite par I’insuline ainsi que I’augmentation de la production de malonyl-CoA, conséquence
de I’activation d’ACC et de la baisse de 1’oxydation des lipides. L’insuline favorise ainsi la
lipogenése, processus favorisé par I’activation du facteur de transcription SREBP-1 (Nadeau
et al. 2004; Boonsong et al. 2007) favorisant 1’expression génique des enzymes de la
lipogenese (ATP-citrate lyase ACL, ACC et FAS). L’activité lipogénique en elle-méme est

augmentée dans des myotubes traités au glucose et a I’insuline (Guillet-Deniau et al. 2004).

3.4. Obésité et altérations du métabolisme musculaire
3.4.1. Contenu intracellulaire en lipides et IR musculaire

L’exces d’apport en énergie provenant de 1’alimentation et la synthése endogéne de
lipides par la lipogenese participent au dereglement du métabolisme des glucides et des
lipides. L’augmentation de la disponibilit¢é en AGNE circulants favorise leur captation par le
muscle, le taux d’absorption des AG étant d’une fagon globale proportionnelle a leur
concentration plasmatique (Pilz and Marz 2008). Dans un premier temps, 1’absorption
d’AGNE ne perturbe pas le métabolisme musculaire. Elle conduit a la synthese de TG,
stockés dans les gouttelettes lipidiques. Si I’afflux d’AGNE continue d’augmenter, la capacité
de synthese des TG est dépassée et les intermédiaires lipidiques tels que les diglycérides (DG)
et les céramides s’accumulent (Badin et al. 2013). Le terme lipotoxicité est alors employé
pour décrire la perturbation métabolique et les dysfonctionnements cellulaires engendrés par
I’accumulation des intermédiaires lipidiques dans les tissus périphériques comme le muscle.

L’oxydation compléte des AG semble diminuée dans des cellules musculaires
primaires issues de patients en situation d’obésité sévere (Bell et al. 2010) ou chez des
individus en situation d’obésité morbide (Berggren et al. 2008; Coen et al. 2013)
comparativement a des patients normo-pondéraux. Ceci s’expliquerait par une augmentation
du contenu musculaire en malonyl-CoA chez les sujets obéses, induisant une baisse de

I’oxydation des lipides mais également une augmentation de la lipogenése (Bandyopadhyay et
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al. 2006). Les individus obeses seraient donc plus touchés par I’accumulation intramusculaire
de lipides. L’obésit¢ abdominale est en effet corrélée a une augmentation des TG
intracellulaires et a I’'IR chez des sujets en surpoids ou en situation d’obésité modérée,
indépendamment de 1’age (de la Maza et al. 2014). L’accumulation de céramides a longue
chaine (>20 carbones) est augmentée (Coen et al. 2013). Une étude de Moro et al. (2009) a
montré que la concentration musculaire en TG, DG et céramides est augmentée chez des
sujets obéses par rapport a celle observée chez des sujets non-obeses. Ces trois types de
lipides sont positivement corrélés entre eux et a I’IR (Moro et al. 2009). La culture de cellules
musculaires de sujets obéses a conduit a des résultats similaires (Bell et al. 2010). Afin de
mieux comprendre la relation entre lipides intracellulaires, obésité et IR, les mécanismes
impliqués ont été etudies dans des modéles in vivo et in vitro.

Chez des rats obeses insulino-résistants, les céramides et les DG sont significativement
augmentés dans les muscles soleus et plantaris en comparaison avec des rats non-obéses
(Turinsky et al. 1990). L’augmentation de 1’oxydation mitochondriale des lipides dans des
cellules musculaires L6 surexprimant CPT1 permet d’augmenter la sensibilité a 1’insuline
malgré 1’accumulation de DG et de céramides (Perdomo et al. 2004). En augmentant
I’expression de la DGATI et la synthése de TG, un effet protecteur vis-a-vis de I'IR est
observé dans un modéle de souris transgéniques (Liu et al. 2007). De plus, la manipulation
génétique de I’expression de la lipase ATGL au niveau musculaire n’est pas associée a une
meilleure sensibilité a I’insuline ou une meilleure oxydation mitochondriale (Sitnick et al.
2013).

Le bon fonctionnement de 1’oxydation et/ou de la synthése de TG permettraient de
limiter ’accumulation des DG et céramides particulierement déléteres pour le métabolisme et
la sensibilité¢ a I’insuline musculaire. Ces deux composantes semblent donc étre des cibles

intéressantes a des fins thérapeutiques.

3.4.2. Inflammation et IR musculaire

Comme décrit précédemment, 1’inflammation du TA, la libération d’AGNE et de
cytokines dans la circulation est favorable a 1’apparition d’une inflammation au niveau
musculaire (Boden 2006). Différentes voies inflammatoires pourraient étre activées dans le
muscle, telles que la voie du nuclear factor-kB (NF-xB), activée par la réduction de
I’expression protéique de I’inhibiteur IxBa (Itani et al. 2002), ou I’activation de la p38
mitogen-activated protein kinase (p38MAPK) qui pourraient expliquer 1’augmentation de
I’expression des génes de I’inflammation (Brown et al. 2015). L’inhibition de la p38MAPK
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par I’utilisation d’un inhibiteur spécifique (SB203580) favorise la réduction de 1’expression
géniques des cytokines IL-6 et IL-8 ainsi que du facteur chimiotactiques des macrophages
MCP-1 (Brown et al. 2015). Cependant, cette inhibition ne favorise pas 1’absorption du

glucose dans ces mémes conditions (Brown et al. 2015).

Le muscle joue un rdle important dans I’homéostasie glucidique, notamment en
situation postprandiale. L’augmentation de la concentration plasmatique en AGNE due a
I’impossibilit¢ du TA a prendre en charge ces AG, entraine une augmentation de leur
captation au niveau musculaire. Si les capacités du muscle a oxyder et a stocker les AG captés
ne sont pas altérées, le métabolisme musculaire ne semble pas perturbé. En revanche, dés lors
que 1’oxydation mitochondriale des AG est réduite, des intermédiaires lipotoxiques vont
s’accumuler et perturber le métabolisme du glucose via I’altération de la voie de signalisation
de linsuline et 1’augmentation de I’inflammation qui impliquerait 1’activation de la
p38MAPK (Figure 13). L’interaction muscle/TA joue donc un role clé dans la régulation du
métabolisme glucidique au cours de 1’obésité et 1’altération de leurs fonctions respectives
participent a l’apparition du SM et du diabete de type 2. La prise en charge le plus
précocement possible est primordiale afin d’éviter I’apparition des dysfonctionnements

métaboliques.

4. Prévention et prise en charge de I’obésité

4.1. Différentes approches de prévention

Les autorités de différents pays ont mis en place ou réfléchissent a des stratégies de
prévention comme |’amélioration de la disponibilité des aliments sains, la taxation des
aliments a haute densité énergétique et I’interdiction de leur publicité a destination des
enfants, 1’affichage des calories dans les menus au restaurant, et bien d’autres encore. Il est
particulierement difficile de faire une liste exhaustive des stratégies envisagées ou adoptées,
celles-ci étant trées nombreuses et fortement variables d’un pays a 1’autre. L’importance de la
culture dans 1’alimentation des populations participe fortement aux différences stratégiques. Il
sera donc ici question des méthodes mises en ceuvre ou envisagées en France, des stratégies
les plus fréquemment citées concernant la prévention chez I’individu sain et la prévention

chez I’individu obése dont I’efficacité a été évaluée (cf. Tableau 4).
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Tableau 4 : Stratégies de prévention de I’obésité

Prévention dans la Prévention dans la
population générale population obeése

Faciliter I’accés a une alimentation saine
Etiquetage calorique des aliments
Taxer les produis riches en sucre et en graisse

.. Favoriser I’éducation des enfants dés le plus jeune age
Stratégies de

collectivité Utilisation de substituants artificiels aux sucres et aux
graisses

Utilisation des nouvelles technologies comme vecteur
d’informations

Interdire ou limiter la publicité alimentaire a
destination des enfants

Approche multidisciplinaire
(nutrition, activité physique, psychologie,...)

Stratégies Traitements
individuelles pharmacologiques

Chirurgie pour les cas severes
(BMI1>40kg/m?)




4.1.1. Stratégies privilégiées en France

En France, une étude s’est intéressée aux avis de différents acteurs de I’alimentation et
de décisionnaires sur les stratégies prioritaires pour la prévention de 1’obésité (Holdsworth et
al. 2007). Les réformes institutionnelles (taxes des aliments a haute densité énergétique) ne
sont pas vues comme pouvant étre un levier significatif dans la lutte contre 1’obésité, ces
réformes étant considérées comme difficiles a mettre en ceuvre, aussi bien d’un point de vue
pratique que politique (Holdsworth et al. 2007). Les initiatives en relation avec 1’information
(étiquetage calorique, organisation en catégories « bon » ou « mauvais ») recoivent un avis
mitigé, la capacité de compréhension du consommateur et 1I’influence sur son comportement
¢tant remises en cause. L’approche technologique (appareil de mesure, médication pour le
contréle du poids, utilisation de substituants artificiels aux sucres et aux graisses) n’est pas
non plus considérée comme une bonne solution (Holdsworth et al. 2007). Le plaisir de
manger et la dimension sociale sont particulierement importants dans 1’alimentation frangaise.
Les stratégies de prévention sont plus fortement orientées sur I’éducation et la recherche qui
sont considérées comme peu couteuses, bénéfiques socialement, faisables et effectives dans le
changement de comportement (Holdsworth et al. 2007). Elles doivent concerner plus
fortement les enfants que les adultes, pour inculquer dés le plus jeune age, les bons
comportements concernant la nutrition et I’activité physique.

Des plans de prévention autour de la Nutrition ont donc été proposés, dont le Plan
Obésité (2010-2013, mis en place en France afin d’améliorer la prise en charge, la prévention
et la recherche contre 1’obésité (Ministere du Travail de 'Emploi et de la Santé 2010). Dans
ce plan figurent les stratégies de prévention préconisées que sont (1) la sensibilisation des
pédiatres et médecins traitants sur leur réle dans le dépistage et la prise en charge, (2)
favoriser la mise en ceuvre individuelle des recommandations, (3) promouvoir ’activité
physique et lutter contre la sédentarité, (4) prendre de bonnes habitudes alimentaires dans le
cadre scolaire ou périscolaire, (5) former, éduquer et informer les consommateurs.

Le Plan Obésité complete le programme national nutrition santé (PNNS) mis en place
en 2001 et reconduit deux fois (en 2006 et 2011). Le PNNS 2011-2015 est un plan a forte
dimension interministérielle et proposent des mesures organisées en 4 axes: (1) réduire
I’obésité et le surpoids dans la population, (2) augmenter I’activité physique et diminuer la
sédentarité a tous les ages, (3) améliorer les pratiques alimentaires et les apports nutritionnels
(notamment chez les populations a risque) et (4) réduire la prévalence des pathologies

nutritionnelles (Ministére du Travail de I'Emploi et de la Santé 2011). Dans le cadre du
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PNNS, une taxe sur les boissons sucrées non alcoolisées (a I’exception des sirops et des purs
jus de fruits) est entrée en vigueur le 1% Janvier 2012 et a pour objectif de réduire la
consommation de boissons sucrées, vecteur du développement de 1I’obésité. Afin d’attendre
les conclusions d’un rapport, le PNNS 2011-2015 a été prolongé d’un an. Le plan suivant sera
ensuite construit, son contenu et son orientation par rapport au plan actuel n’a pas encore été
rendu public.

Enfin, le Programme National pour 1‘Alimentation (PNA) conduit par le ministére de
I’agriculture, de 1’agro-alimentaire et de la forét, a été initié en septembre 2010 et porte
notamment sur la sécurité alimentaire (accés a une nourriture saine en quantité suffisante quel
que soit le niveau social) et sur I’éducation en matiere de gott, d’équilibre et de diversité
alimentaire (Ministere de I'agriculture de I'agro-alimentaire et de la forét 2010). A ces mesures
s’ajoutent des dispositions plus orientées sur la qualité des productions agricoles, la vente aux
restaurations collectives et en circuits courts et la préservation du savoir-faire culinaire
francais et du terroir.

Ces différents plans démontrent la volonte des autorités a promouvoir une alimentation
saine dans la population générale, associée a une augmentation de I’activité physique et a une
diminution des pratiques sédentaires. lls ciblent tout particulierement le consommateur afin de
lui apporter les connaissances nécessaires pour faire les bons choix en matiére de nutrition et

d’activité physique.

4.1.2. Stratégies de prévention dans la population générale et évaluation
de leur efficacité

Méme si 'implication de la sédentarit¢é ou du manque d’activité physique n’est pas
aussi robuste qu’attendue (cf. paragraphe 1.4.3.), la prévention dans la population générale
basée sur ’augmentation de ’activité physique reste toutefois une stratégie trés largement
mise en pratique.

La promotion de I’activité physique a 1’école n’a eu aucun effet sur I’'IMC des enfants
(Guerra et al. 2013). Des effets importants de la méthodologie entre les études prises en
compte dans la meéta-analyse (durée, intensité et type d’exercice) pourraient notamment
expliquer ce résultat. En revanche, avec une prise en charge multidisciplinaire dans le cadre
scolaire (auto-évaluation, éducation et politique nutritionnelles, marketing social et
sensibilisation des parents), des effets protecteurs sur le développement du surpoids sont
observés chez des enfants américains (Foster et al. 2008). La stratégie d’éducation a 1’école

semble donc étre une bonne stratégie de prévention chez I’enfant non obese.
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La modification de I’environnement et le développement d’infrastructures urbaines
pourraient également favoriser 1’activité physique en incitant les déplacements a pieds et a
vélo (Boarnet et al. 2005).

La promotion d’une alimentation saine deés le plus jeune age fait aussi partie des
stratégies utilisées par les pouvoirs publics. L’allaitement, sans distinction entre 1’allaitement
exclusif ou non, serait favorable & la prévention de ’obésité durant ’enfance (Yan et al.
2014). De plus, la durée de 1’allaitement est corrélée négativement au risque d’obésité chez
I’enfant (Yan et al. 2014). Durant I’enfance et 1’adolescence, deux méta-analyses ont conclu a
une faible efficacité de la promotion de la consommation de fruits et légumes sur la perte de
poids, si elle n’est complétée par une stratégie de réduction des apports énergétiques issus des
autres sources alimentaires (Kaiser et al. 2014; Mytton et al. 2014). Des études a plus long
terme sont nécessaires afin de conclure clairement sur un effet concernant le maintien ou la
perte de poids. Les résultats du PNNS ont été communiqués en Mai 2010 et sont favorables a
la poursuite de ce plan. La campagne de promotion « manger-bouger » semble avoir été
efficace puisque 1’obésité chez 1’enfant et 1’adolescent s’est stabilisé¢ entre 2000 et 2006. La
consommation de sel a été réduite chez les adultes et les enfants (a 1’exception de la tranche
d’age 15-17 ans). Entre 1998 et 2006, la consommation de fruits et léegumes a augmenté de
10% et celle des produits sucrés a diminué de 11% et 15% chez ’adulte et 1’enfant,
respectivement. La promotion de la prise d’un petit déjeuner fait également partie des actions
de communications du PNNS. Les résultats concernant ce point particulier ne sont pas connus
a I’heure actuelle. Toutefois, deux méta-analyses disponibles dans la littérature ont confirmé
I’importance du petit déjeuner et de sa composition dans la prévention de 1’obésité (Horikawa
et al. 2011; de la Hunty et al. 2013). La promotion d’une alimentation saine aurait donc un
impact positif sur le comportement alimentaire des individus.

Une autre approche vise a modifier la réglementation en vigueur pour inciter les
industries alimentaires a modifier leurs produits, ou, pour réduire la consommation d’aliments
a haute densité énergétique de la population générale. L’augmentation du prix de 15 a 25%
des boissons sucrées par I’application d’une taxe supplémentaire aux Etats-Unis a été
proposée. Cette mesure réduirait de 15% la consommation de boissons sucrées et de 1.5% le
nombre d’obéses parmi les adultes dgés de 25 a 64 ans sur une période de 10 ans (Wang et al.
2012). De plus, une réduction de 2,5% du nombre de nouveaux cas de diabete serait attendue
avec une économie de 17,1 milliards de dollars (Wang et al. 2012). Une méta-analyse a
montré que 1’augmentation du prix des boissons sucrées s’accompagne d’une baisse de la

consommation et d’une amélioration de 'IMC dans 6 études sur les 9 prises en compte
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(Cabrera Escobar et al. 2013). Cette baisse de la consommation est toutefois accompagnee par
une augmentation de la consommation de jus de fruits ou de boisson a base de lait (Cabrera
Escobar et al. 2013), réduisant donc I’effet de cette taxe sur I’apport énergétique journalier.
Plus largement, une taxe sur les produits alimentaires a haute densité énergétique (allant de 10
a 50%) a induit une baisse de la consommation de ce type d’aliments montrant la capacité
d’une telle taxe a changer les habitudes alimentaires des individus et a favoriser la perte de
poids (Thow et al. 2010). Les résultats restent toutefois & nuancer, les études prises en compte
étant en grande partie des études de modélisation.

Pour limiter le développement de 1’obésité chez les plus jeunes, les pouvoirs publics
pourraient aussi travailler sur la proposition de lois interdisant ou limitant le marketing ciblant
les enfants (Novak and Brownell 2012). Si une étude américaine a estimeé que la mesure
pourrait étre efficace (Veerman et al. 2009), les effets des mesures télévisuelles prises dans
certains pays ne sont pas du tout évidents (Galbraith-Emami and Lobstein 2013). De plus,
méme si une faible baisse de la quantité de publicités a destination des enfants pouvait étre
enregistrée a la télévision, les publicités via d’autres moyens de communication ont
particulierement augmenté durant la derniere décennie (Galbraith-Emami and Lobstein 2013).

La prévention dans la population générale ne semble étre efficace que si une approche
pluridisciplinaire est adoptée. La promotion de I’allaitement et la taxation des produits a haute
densité énergétique sont des stratégies qui doivent étre intégrer dans la lutte contre 1’obésitg,

leur efficacité étant démontrée.

4.1.3. Stratégies de prévention dans la population obése et évaluation de
leur efficacité

Les nouvelles technologies d’information et de communication faisant maintenant
partie prenante du quotidien de la population générale, des stratégies de prévention peuvent
étre envisagées par ce biais. La réception de messages textuels contenant des
recommandations (en nutrition et activité physique) a fait 1’objet d’une méta-analyse sur la
perte de poids chez des individus en surpoids ou obeses (Liu et al. 2015). Celle-ci a eté
significative chez les individus recevant ces messages par rapport a ceux qui n’en recevaient
pas (Liu et al. 2015).

Chez I’enfant et 1’adolescent, la prise en charge de 1’obésité est basée sur I’étude de
leur état de santé (risques cardiovasculaires, IR, diabete, fonctions endocriniennes, courbe de

croissance et de poids), de leur comportement alimentaire (troubles alimentaires), du cadre
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familial (habitudes alimentaires, dépression, antécédents familiaux d’obésité), de leur état
psychologique (humeur, estime de soi) et des relations qu’ils ont avec les autres enfants
(Viner and Nicholls 2005). La plupart des cas d’obésité chez I’enfant sont traités par un
changement de régime mis en place par un diététicien et un suivi mensuel pour vérifier la
compliance au régime alimentaire, le contréle du poids et le comportement dans le cadre d’un
programme bien défini (Viner and Nicholls 2005). Comme pour la prévention dans la
population générale, I’'IMC d’enfants agés de 4 a 11 ans n’est pas amélioré si un programme
diététique ou d’activité physique est préconisé seul (Williams et al. 2013). Mais lorsqu’ils
sont intégres dans un programme global, les effets sont significatifs (Williams et al. 2013). Le
traitement meédicamenteux est réservé aux individus pour lesquels la prise en charge
multidisciplinaire n’a pas fonctionné (Viner and Nicholls 2005). Ces traitements sont les
mémes pour les enfants et les adultes. Lorsqu’ils sont associés a des recommandations
alimentaires, les traitements médicamenteux au sibutramine, a 1’orlistat, au phentermine, au
bupropion, ou au topiramate ont montré des effets positifs sur la perte de poids dans un délai
d’un an (Li et al. 2005). Ces différentes molécules agissent au niveau central pour réduire
I’appétit, a ’exception de I’orlistat qui est un inhibiteur des lipases gastriques et intestinales.
Le maintien du poids a long terme suite au traitement pharmacologique reste a déterminer.
Dans les cas d’obésité morbide (>40kg/m?) et de diabéte de type 2, la chirurgie est une
prise en charge de plus en plus envisagée. Elle est plus efficace que les traitements
médicamenteux chez 1’obése (Maggard et al. 2005) ou chez les patients atteints de diabete de

type 2 présentant une obésité modérée (Muller-Stich et al. 2015).

Les recherches dans le domaine de la prévention ont permis de mettre en évidence
qu’une prise en charge globale et multidisciplinaire était nécessaire afin de réduire la masse
pondérale des individus en surpoids ou obeses et de maintenir cette perte de poids a long
terme. La prévention de 1’obésité chez 1’enfant peut passer ou non par le cadre scolaire et
semblerait efficace. La prise en charge globale est aussi utilisée en prévention chez le sujet
obese dans le but d’éviter ’utilisation des traitements médicamenteux et dans les cas les plus
sévéres, la chirurgie. D’un point de vue réglementaire a 1’échelle de la population, les taxes
sur les produits a haute densité énergétique pourraient étre une mesure intéressante qui
compléterait la prévention a 1’échelle de I’individu. Au-dela de 1’aspect quantitatif, la qualité

nutritionnelle doit étre considérée.
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5. Roles des AG dans les désordres métaboliques liés a I’obésité

5.1. Rappel sur les acides gras

Les AG sont les constituants des DG, TG (forme de stockage des AG), des céramides,
et des PL et des sphingolipides qui constituent les membranes cellulaires (cf. Figure 14). Une
immense majorité des AG sont linéaires et sont composés d’un nombre pair de carbones (4 a
36) et d’un groupement carboxyle (-COOH) (Leray 2010). Le groupement carboxyle et la
chaine carbonée conferent aux AG des propriéteés hydrophile et lipophile, respectivement. La
longueur de cette chaine va jouer un role important dans la solubilité des AG en milieu
aqueux. Les AG a chaine courte (nombre de carbones <8) sont trés solubles dans 1’eau, puis la
solubilité diminue rapidement pour les AG a chaine moyenne (nombre de carbones entre 8 et
10) et a chaine longue (12 a 18 carbones) (Leray 2010). Au-dela de 12 carbones, la solubilité
dans I’eau est fortement réduite voire nulle pour des AG présentant un nombre de carbone
supérieur a 20. Pour décrire et identifier précisément un AG, il faut donner son nombre de
carbones, de doubles liaisons et leur position. La chaine carbonée peut étre saturée (AG
saturés, AGS) ou présenter un nombre variable d’insaturations (1 pour les AG mono-insaturés
AGMI ou 2 a 6 pour les AG polyinsaturés, AGPI). En biologie, la position des insaturations
est donnée a partir du groupement méthyl (-CH3, w), tandis que les chimistes numérotent les
carbones a partir du groupement carboxyle (Leray 2010). Les AGMI et AGPI sont divisés en
famille selon la position de la premiére insaturation (my ou n-y) en partant du groupe méthyl
(-CH3, ). La différence de nombre de carbone (Cn), de nombre d’insaturation (x) et de
position de la premiére insaturation par rapport au méthyl entre les AGMI 9, les AGPI »3 et
®6 permettent d’identifier chaque AG (Cn :x oy).

Sur le plan biologique, un rapport de I’ANSES sur I’actualisation des apports
nutritionnels conseillés (ANC) pour les AG (ANSES 2011) confirme que les AG de
I’alimentation a eux seuls ne peuvent pas expliquer 1’augmentation de la prévalence de
I’obésité. 1l insiste aussi sur le fait que la nature des AG de I’alimentation peut jouer un role
dans le contréle du poids (ANSES 2011).

5.2. Impact des AGS sur I’obésité, le développement du TA et I’'IR

Dans I’alimentation occidentale, les AGS représentent 15,9% de 1’apport énergétique

total (AET) et plus de 40% des AG totaux consommés quotidiennement dans I’alimentation
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des adultes agés de 18 a 79 ans (ANSES 2009). Ces AGS comprennent des AG a chaine
courte (acides butyrique C4 :0 et caproique C6 :0), a chaine moyenne (acides caprylique C8 :0
caprique C10 :0, laurique LAU C12 :0) et a chaine longue (acides myristigue MYR C14 :0,
palmitique PAL C16 :0 et stéarique STE C18 :0).

La consommation d’AGS a longtemps ¢été pointée du doigt et accusée de participer
majoritairement a I’apparition de 1’obésité et du SM. Elle a été positivement associée a la
prise de poids chez la femme dans I’é¢tude de cohorte Nurses’ Health Study (Field et al. 2007)
et a I’augmentation de I’IMC et du développement de I’obésité chez 1’adulte de plus de 45 ans
en association a des facteurs de risque genétique de développer une obésité (Casas-Agustench
et al. 2014). Des points importants font qu’a I’heure actuelle la conclusion est beaucoup plus
nuancée puisque l’existence d’une synthése endogéne de PAL et STE rend difficile la
distinction entre D’effet de I’apport alimentaire et 1’effet de la production endogéne. De
nombreuses études ont démontré que I’apport en AGS n’est que faiblement corrélé a la
concentration en AGS dans les PL plasmatiques chez I’Homme. Une étude récente a
également montré que la consommation d’AGS n’est pas associée a une augmentation du
risque de diabete contrairement a la concentration plasmatique en AGS issus de la lipogenése
de novo (PAL et STE notamment) (Ma et al. 2015). Une méta-analyse a mis en évidence que
la consommation d’AGS n’est pas associée a une augmentation du risque cardiovasculaire
(Siri-Tarino et al. 2010). Dans un commentaire en lien avec cette méta-analyse, ces mémes
auteurs expliquent que réduire ’apport en AGS au profit d’un apport plus élevé en sucre serait
méme plus délétere notamment sur le plan cardiovasculaire, démontrant que les AGS
alimentaires ne seraient pas incriminés dans les désordres métaboliques associés a 1’obésité
(Siri-Tarino et al. 2010). La baisse de 1’oxydation des AG observée durant 1’obésité pourrait
aussi expliquer, au moins partiellement, I’augmentation de 1’abondance des AGS et leur effet
délétere. En effet, une étude a montré que le STE serait notamment moins oxydé que les AG
de longueur de chaine équivalente (C18) mais insaturés (OLE, LA, ALA) (DelLany et al.
2000). Une oxydation préférentielle des autres types d’AG pourrait donc favoriser
I’augmentation des AGS dans 1’organisme. Une analyse plus détaillée des effets des AGS sur
I’apparition des désordres métaboliques associés a 1’obésité a prouvé que tous les AGS n’ont
pas le méme impact métabolique. 1l a notamment été mis en évidence que les AGS MYR et
PAL sont nécessaires a certaines régulations post-traductionnelles (myristoylation et
palmitoylation) (Rioux et al. 2011). Un apport alimentaire en MYR (1,2% de I’AET) aurait un
effet positif sur I’activité de la désaturase impliquée dans le processus d’élongation de I’ALA

en EPA (Legrand and Rioux 2010).
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Dans le TA de sujets sains, des effets neutres ou protecteurs contre I’adiposité ont été
démontré suite & la consommation de TG enrichis en AGS a chaine moyenne en comparaison
avec des TG riches en AG a longue chaine (Nosaka et al. 2003). Le PAL induit une
augmentation de la différenciation et a un effet pro-adipogénique sur des cellules
embryonnaires issues de TA de souris (Petrighi Polidori et al. 2012). Ces effets seraient dus a
une induction de ’expression génique de PPARY, non retrouvée avec les AG STE et LAU a la
méme concentration (500uM) (Petrighi Polidori et al. 2012). A I’inverse, une autre étude a
montré que les AG STE et LAU induisent bien une hypertrophie adipocytaire (Yeop Han et
al. 2010).

Lors d’un traitement d’adipocytes humains en culture avec du PAL, la lipogenése est
augmentée ainsi que I’expression de SCD-1 responsable de la formation d’OLE a partir de
STE (Collins et al. 2010). Ces adaptations favoriseraient la détoxification des adipocytes
(Collins et al. 2010). Les auteurs de ce travail ont observé que certains adipocytes étaient
intolérants au PAL et présentaient une moindre lipogenése ainsi qu’une IR (Collins et al.
2010). Le PAL est un précurseur important des DG et des céramides responsables de la
lipotoxicité intracellulaire. Un traitement au PAL a forte dose (600uM) induit une
augmentation des céramides intracellulaires dans les adipocytes 3T3-L1 en culture (Hamada
et al. 2014). Cette augmentation est favorable a la sécrétion d’IL-6 par les adipocytes
(Hamada et al. 2014). A forte concentration le PAL est donc capable d’induire une réponse
inflammatoire dans les cellules présentes au niveau du TA, alors qu’aucun effet n’a été
démontré avec une concentration de 40 ou 100uM (Murumalla et al. 2012). Comme le PAL,
une dose élevée d’AGS LAU et MYR (250uM) induisent la sécrétion de MCP-1 par les
adipocytes 3T3-L1 en culture (Yeop Han et al. 2010). Le PAL induirait I’inflammation par
une cascade d’activation impliquant la PKC theta (PKC0), activée par les DG puis le facteur
de transcription NF-kB aboutissant a 1’augmentation de 1’expression des cytokines pro-
inflammatoires (Kennedy et al. 2009). La voie des MAPK et le récepteur toll-like receptor 4
(TLR4) au lipopolysaccharide (LPS, (Kennedy et al. 2009)) pourraient aussi étre impliqué
dans I’effet inflammatoire du PAL en activant NF-«xB.

Dans un modele de cellules musculaires murines C2C12, Chavez et al. (Chavez et al.
2003) ont étudié I’effet de 1’apport de PAL sur la signalisation de 1’insuline. Dans ces
myotubes, la synthése et I’accumulation de DG et de céramides est induite par le PAL a forte
dose (750uM). Dans ces conditions, la phosphorylation d’AKT sur le résidu sérine 473,

essentielle pour ’activation de la kinase, est inhibée. A 1’inverse, la cascade de signalisation
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de I’insuline n’est pas altérée par un traitement a I’OLE a la méme concentration. Par ailleurs,
I’augmentation du contenu cellulaire en DG active la PKCO et favorise la phosphorylation de
la sérine 307 d’IRS-1, inhibant en amont la cascade de phosphorylation nécessaire a la
signalisation de I’insuline (Zhang et al. 2010).

L’inflammation pourrait également jouer un rdle dans I’IR. En parallele de la
diminution de I’absorption du glucose (Barma et al. 2009), 750uM de PAL réduit aussi
I’expression de GLUT4 et ’abondance de la sous-unité inhibitrice IkBo de NF-xB (Jove et
al. 2005). Toutefois, une dose de 200uM de PAL ne suffit pas pour induire une IR, méme si
une augmentation de I’expression des génes des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-a
est observée. Le palmitate pourrait donc avoir un effet inflammatoire a des concentrations
plus faibles que celles nécessaires a I’apparition de I’IR. L’induction par le PAL de
I’inflammation dans les cellules musculaires serait due a 1’activation en cascade de la PKC
epsilon et de NF-xB (Barma et al. 2009). L’inhibition de cette voie par le parthénolide,
inhibiteur spécifique, ou par I’inhibiteur des PKC, le phorbol myristate acétate (PMA) annule
complétement I’induction de 1’expression de I’'IL-6 (Jove et al. 2005).

L’apport en excés mais surtout 1’augmentation de la synthése endogéne des AGS a
chaine longue seraient donc délétéres et favoriseraient la prise de poids et I’apparition de
désordres métaboliques liés a 1’obésité. De plus, le PAL participerait donc a I’apparition d’un
¢tat inflammatoire connu pour contribuer a I’inhibition de la voie de signalisation de
I’insuline. Son action impliquerait I’activation des PKC et des voies inflammatoires de NF-xB
et des MAPK. En accord avec ces observations, ’ANSES a donc déterminé un apport
nutritionnel conseillé pour les AGS totaux inférieur a 12% de ’AET (ANSES 2011).
Concernant le sous-groupe LAU, MYR et PAL, les apports ne doivent pas dépasser 8% de
I’AET du fait de leur effet athérogéne lorsqu’ils sont apportés en exces (ANSES 2011).

5.3. AGPI ®3
5.3.1. Elongation et désaturation

Les principaux AG de la famille des AGPI o3 (®3) sont I’acide alpha-linolénique
(ALA, C18 :3 ®3), et les AG éicosapentaénoique (EPA, C20 :5 ®3) et docosahexaénoique
(DHA, C22 :6 ®3) a tres longue chaine qui sont obtenus par désaturations et élongations
successives du précurseur ALA (Sassa and Kihara 2014) (cf. Figure 15). Chez les
mammifeéres et principalement au niveau du foie, L’ALA est désaturé par la delta (A) 6-
désaturase aussi nhommée fatty acid desaturase 2 (FADS2) avant élongation a 1’aide de
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I’élongase elongation-of-very-long-chain 5 (ELOVL5) (Sassa and Kihara 2014). Une autre
désaturation se produit ensuite a 1’aide de la A5-désaturase (FADS1) aboutissant a la
formation de ’EPA. L’addition de deux carbones par ’ELOVL2 permet la formation de
I’acide docosapentaénoique (C22 :5 »3, DPA) (Sassa and Kihara 2014). Une élongation, une
désaturation par la A6-désaturase et une [B-oxydation partielle dans le peroxysome est
nécessaire pour obtenir le DHA a partir du DPA. Il est important de noter qu’une rétro-
conversion du DHA en EPA est également possible, comme il a été observé chez le rat
(Gronn et al. 1991) ou chez I'homme (Brossard et al. 1996) via I’action de réductases,
d’isomérases et par [3-oxydation partielle dans le peroxysome.

La disponibilité des enzymes joue un role important dans I’efficacité de conversion
des @3 car elles sont communes aux voies d’élongation des ®3 et des w6 (Sassa and Kihara
2014). Le suivi de la conversion de I’ALA en EPA puis en DPA et DHA par I’utilisation d’un
marquage isotopique au *C ou au deutérium a montré que le taux de conversion de ’ALA en
ces différents composés est de 0,2-6%, 0,13-6% et moins de 0,05% respectivement chez
I’Homme. L’efficacité de conversion est dépendante du genre, avec une conversion plus
importante chez la femme que chez I’homme (Burdge et al. 2002), mais aussi des variations
génétiques (Lattka et al. 2010; Alsaleh et al. 2014), du tour de taille, du statut socio-
économique et du tabagisme (Wagner et al. 2015), méme si la quantité de substrat semble
plus importante (Tu et al. 2010). Ces taux de conversion sont également dépendants du ratio
®b6/w3, puisque 1’élongation et la désaturation des ®3 et des w6 font intervenir les mémes
enzymes. Ceci démontre clairement ’intérét d’optimiser les apports alimentaires en ®3 a

longue chaine EPA et DHA (abordés dans le paragraphe 5.3.3).

5.3.2. Sources alimentaires

L’apport alimentaire en ALA et DHA est primordial puisque I’ALA n’est pas
synthétisé chez les mammiféres et sa conversion en DHA est particulierement faible. Ces
deux AG sont donc dits « essentiels », contrairement a ’EPA. L’ALA a pour source
principale les plantes terrestres tandis que I’EPA et le DHA sont plus largement apportés par
la consommation de produits d’origine marine. Abedi et Sahari (Abedi and Sahari 2014) ont
proposé une revue des sources riches en ®3. Les huiles de lin et de Chia sont les sources
végétales les plus riches en ALA (58.7 et 63g pour 100g d’huile, respectivement). Deux autres
huiles issues de plantes oléagineuses ne figurent pas dans cette revue, 1’huile de Perilla et de

Cameline qui sont également tres riches en ALA (60% (Asif 2011) et 30% (Budin et al. 1995)
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Tableau 5 : Sources alimentaires en ALA, EPA, DPA et DHA

Poissons et ceufs

Concentration en

Concentration en

Concentration en

Concentration en

de Doissons ALA EPA DHA DPA
P (9 pour 100g) (g pour 100g) (9 pour 100g) (9 pour 100g)
Anchois ND 0,538 0,991 ND
Caviar ND 2,741 3,800 ND
Morue ND 0,004 0,154 ND
Morue
Charbonniere ND 0.867 0,920 ND
Saumon ND 0,690 1,457 ND
Maquereau ND 0,504 0,699 ND
Mullet doré ND 7,56 3,86 ND
Concentration en Concentration en Concentration en Concentration en
Mollusques ALA EPA DHA DPA
(g pour 100g) (g pour 100g) (g pour 100g) (g pour 100g)
Moules ND 0,276 0,506 ND
Huitres ND 0,229 0,211 ND
Huitres du ND 0,876 0,500 ND
Pacifique
Concentration en Concentration en Concentration en Concentration en
Produits ALA EPA DHA DPA (en % des
animaux (en % des acides (en % des acides (en % des acides acides gras
gras totaux) gras totaux) gras totaux) totaux)
Muscle 2,97 1,19 1,99 0,77
Cerveau 0,04 0,17 25,0 8,05
Foie 1,61 1,45 3,42 3,98
Moelle osseuse 0,86 0,08 0,06 0,07
Viande de beeuf 0,8 0,3 0,5 ND
Viande de porc 1.4 0,3 0,5 0,3
Viande de poulet 1,7 Tr 0,8 0,8
Lait de vache 0,5 ND Tr ND
Euf 0,9 ND ND ND
Concentration en Concentration en Concentration en Concentration en
Produits ALA EPA DHA DPA (en % des
végétaux (en % des acides (en % des acides (en % des acides acides gras
gras totaux) gras totaux) gras totaux) totaux)
Basilic 57,4-62,5 ND ND ND
Graine de lin 58,7 ND ND ND
Graine de chia 63 ND ND ND
Mire 35,2-35,3 ND ND ND
Framboise 29,1-32,4 ND ND ND
Myrtille 25,1 ND ND ND

informations issues de Abedi et al., Food Science and Nutrition, 2014



des AG totaux, respectivement). Rapportée a 100g d’huile, la richesse des baies et du basilic
reste assez élevée (Abedi and Sahari 2014). Parmi les sources en EPA et DHA, le caviar, le
saumon, les anchois, le maquereau, les sardines et les huitres du pacifique présentent un
pourcentage d’EPA+DHA variant de 0.9 a 6.5g/100g de poisson ou crustacé (Abedi and
Sahari 2014) (cf. Tableau 5). Les produits issus d’animaux terrestres tels que le muscle et le
foie sont également des sources non négligeables en ®3 avec jusqu’a 6 et 10% des AG totaux
représentes par les AGPI o3 dans le muscle et dans le foie, respectivement. Le cerveau est
riche en DHA (25% des AG totaux) et en DPA (8%). Il faut toutefois rester prudents sur ces
chiffres puisqu’ils sont dépendants de I’age, du sexe, de la race et de I’alimentation de

I’animal considéré (Wood and Enser 1997).

5.3.3. Recommandations et intéréts pour la santé

Selon les apports nutritionnels conseillés (ANC) proposés par I’ANSES (ANSES
2011), PALA doit étre apporté & hauteur de 1% de I’apport énergétique soit 1.8 g.j* pour
2000 kcal d’AET. La trés faible conversion de 1°ALA en DHA, a conduit a fixer le besoin
physiologique minimal & 250 mg.j”* de DHA pour un adulte (soit 0,113% de 1‘énergie). Les
sources en DHA étant aussi riche en EPA, un ANC de 500 mg.j™ pour la somme EPA+DHA
est également proposé. Les apports en o3 sont aussi considérés en fonction des apports en ©6
car les précurseurs de ces deux familles rentrent en compétition pour la prise en charge par les
enzymes responsables de 1’¢longation et de la désaturation en AG a treés longue chaine. Ainsi
I’ ANSES préconise également que le ratio m6/w3 ou LA/ALA soit strictement inférieur a 5
(ANSES 2011). Cette valeur de rapport est la valeur optimale pour limiter au maximum les
risques cardiovasculaires mais elle est surtout indicative chez les individus atteints d’un
déficit d’apport en ALA et/ou d’un exces d’apport en LA (ANSES 2011).

En Europe, les apports journaliers en EPA et DHA n’excédent pas les 100 mg.j™* chez
I’adulte (lan Givens and Gibbs 2008). En France, les apports quotidiens enregistrés dans le
cadre de I’étude INCA 2 étaient de 102 mg d’EPA et 137 mg de DHA (Tressou-Cosmao et al.
2015). Ces apports insuffisants en AGPI o3 pourraient étre impliqués dans le développement
de certaines pathologies, les AGPl ®3 ayant démontrés des effets bénéfiques dans le
fonctionnement cérébral et dans la prévention des MCV. En effet, le DHA est abondant au
niveau cérébral et contribue au bon fonctionnement du cerveau a tout age de la vie
(Stonehouse 2014). L’apport en ALA mais surtout en EPA et DHA protége des MCV par de
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nombreux mecanismes dont une baisse des TG plasmatiques (Balk et al. 2006), du rythme
cardiaque (Mozaffarian et al. 2005), et de I’agrégation plaquettaire (Calder 2004).

L’EPA et le DHA sont également la source de métabolites oxygénés regroupés sous
les termes d’éicosanoides de la série 3 (dérivés de I’EPA), de résolvines (Rv), de protectines
(P) et de marésines (Ma) pour les métabolites obtenus par voie enzymatique (Lagarde et al.
2013), et le 4-hydroxy-2E-hexenal, les isoprostanes (IsoP, dérivés de I’EPA) et les
neuroprostanes (NeuroP, dérivés du DHA) pour les dérivés non-enzymatiques (Galano et al.
2015). L’ALA est aussi la source de dérivés obtenus par voie enzymatique via I’action des
lipoxygénases (LOX) et cyclooxygénases (COX) et par voie non enzymatique pour la
formation des phytoprostanes (Galano et al. 2015). Ces composés ont démontré des effets
antioxydants, anti-inflammatoires et protecteurs vis-a-vis des MCV (Lagarde et al. 2013).

D’autres dérivés de I’EPA et du DHA ont aussi fait I’objet d’un intérét tout particulier
dans le cadre de 1’obésité : les endocannabinoides. Ils participent a la régulation de la prise
alimentaire au niveau central et au métabolisme des lipides et des glucides au niveau
périphérique (TA, muscle et foie) (Maccarrone et al. 2010). Ces composés sont synthétises
par le transfert d’AG sur la phosphatidyléthanolamine puis I’action d’une phospholipase ou
par condensation d’AG avec de 1’éthanolamide sous le contréle de la fatty acid amide
hydrolase (Naughton et al. 2013). Ils agissent par fixation aux récepteurs aux cannabinoides
(CB1R et CB2R) au niveau du systeme nerveux central et du muscle, et via les récepteurs
CBIR dans le TA et le foie. Les dérivés de 1’acide arachidonique (AA 20 :4 ®6), anandamide
et 2-arachidonyl glycérol, sont plus fortement synthétisés au cours de 1’obésité. Ces dérivés
favorisent la prise alimentaire au niveau central, la synthése de TG et 1’absorption des AG
dans le TA ainsi que la réduction de 1’absorption du glucose au niveau musculaire (Kim et al.
2013). La supplémentation d’un régime en ®3 favoriserait la formation d’endocannabinoides
eicosapentaenoyl ethanolamide (EPEA) et docosahexaenoyl ethanolamide (DHEA) au
détriment des dérivés de I’AA. Tls réduiraient donc les effets néfastes de ces derniers. De plus,
un effet anti-inflammatoire des endocannabinoides dérivés des w3 a été démontré dans le TA
(Balvers et al. 2010).

5.3.4. Prévention de 1’obésité, de I’IR et du SM par les ®3
» Chez I’Homme

Afin de selectionner les études les plus probantes, les études cliniques présentes dans

ce document ont été choisies en fonction de 3 criteres : les études présentant une dose d’®3 la
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Tableau 6 : Acides gras oméga-3, obésité et insulino-résistance chez ’Homme

Auteurs / . . Dose, - ; Résultats .
. Sujets Traitements . Principaux résultats . Conclusion
Année Durée secondaires
Jeunes Restriction L’huile de poisson
. calorique 6 capsules/j  Réduction de poids  Réduction du tour . P
Thorsdottir et adultes, . . . . favorise la perte de
- + Soit 1,5g/j supérieure avec la de taille et de .
al. 2007 surpoids . . ) . poids lors d’une
. Huile de 8 semaines supplémentation. I'IMC. L .
ou Obésité . restriction calorique.
poisson
Augmentation
Restriction , . ] plasmatique
. Réduction du poids, 3
Femmes, calorique . s d’EPA et de Les oméga 3
Kunesova et s 2,80/j de I'IMC et du tour .
obésité + . . - DHA. favorisent la perte de
al. 2006 . . 3semaines  de taille vs restriction . .
. sévere Huile de caloriaue seule Augmentation poids.
Omega:?: poisson q ' d’un marqueur de
et données la B-oxydation.
anthropo- Amélioration des
métriques 300mg/j Diminution de la aramétres
Vasickova et Enfants, DHA + Diminution du poids concentration P L
L DHA+EPA . anthropométrique et
al. 2011 obésité 42mgl/j EPA corporel. totale de -
. , lipidique des enfants
3 semaines cholestérol. R
obeses.
- Diminution des taux
Restriction .
calorique plasmatiques de TG, Amélioration de Les oméga-3
Spadaro et al. Adultes, a 29/ TNF-a et réduction s i g i
i + . ) la sensibilité a réduisent la stéatose
2008 stéatose . 24 semaines  de I’accumulation de . . .
Huile de . . I’insuline hépatique.
. graisse au niveau du
poisson .
foie.
- . . Le DHA réverse la
Enfants Restriction 250 ou Méme effets des Baisse des TG ; o
. . . . stéatose hépatique
Nobili et al. en calorique 500mg/j deux doses sur la plasmatiques. hez I'enfant 4 d
. , . Z nian
2012 surpoids, + 36-96 réduction de la Pas d’effet sur chez T eant a ces
. . 3 doses relativement
stéatose DHA semaines stéatose. I'IMC. .
faibles.
6g/j ALA + . Pas d’effet
. gl . Pas d’effet des Augmentation .. s . e, é sur
Jeunes Huile de colza  2,8g/j EPA . . I’insulinémie et la
Egert et al. . traitements sur le faible de la .
adultes, + EPA ou ou 2,9¢/j ) . . glycémie chez des
2008 . métabolisme glycémie a jeun : .
sains DHA DHA) . sujets sains normo-
. glucidique. avec ’EPA. i
3 semaines pondéraux.
Morue
(0,2g/j) ou
Restriction saumon , . La restriction
Jeunes calorique (3g/j) ou Réduction du calorique associée a
. q g.J Réduction des TG choléstérol total q .
Gunnarsdottir adultes, + Huile de . une consommation
. . . avec les 3 régimes avec la )
et al. 2008 surpoids Poisson ou poisson subplémentés consommation de d’oméga-3 est
Oméga-3 ou obésité Huile de (1,59/j PP ' sisson favorable a une
et insulino- poisson EPA+DHA) P ' baisse des TG.
résistance 8 semaines
Adultes, . ; . Pas d’effet sur 1
. 0,85g/j ou Réduction des TG asce ,e _Sur a
Skula-Ray et Hypertrigl . . , glycémie, Effet favorable sur la
L, EPA+DHA 3,49/j avec 3,4g/j d’oméga- . . . e
al. 2011 ycéridémie . I’insulinémie ou triglycéridémie.
L, 8 semaines 3. . .
modérée I’inflammation.
3,364/j Augmentation de
200/] g . Pas d’effet sur la L’EPA et le DHA
Adultes (460mg production N o
. s - N . sensibilité & réduisent
Itariu et al. obésité, , EPA + d’éicosanoides anti- L . .
Omega-3 . . I’insuline et le I’inflammation du
2012 non 380mg inflammatoires, métabolisme du tissu adipeux et
diabétiques DHA) diminution des TG et p_
. . glucose. plasmatique.
8 semaines IL-6 plasmatiques.




plus proche des recommandations, portant sur des sujets les plus jeunes possibles, mais
également avec une durée de traitement la plus longue possible (supérieure ou égale a 3
semaines) ont été retenues (cf. Tableau 6). Lors d’une restriction calorique de 8 semaines,
I’IMC et le tour de taille sont réduits uniquement chez les hommes quelle que soit la source
d’w3 considérée (poisson maigre (0,3 g.j* ®3), poisson gras (3 g.j* 3) ou huile de poisson
(1,5 g.j* ©3)) par rapport a la restriction calorique seule (Thorsdottir et al. 2007). Chez la
femme en situation d’obésité sévére, une restriction calorique de 3 semaines accompagnée de
2.89.j'1 d’oméga-3 induit une réduction plus importante du poids, de I’'IMC et du tour de taille
par rapport a une restriction calorique seule (Kunesova et al. 2006). En accord avec cette
étude, une supplémentation en »3 pendant 3 semaines (EPA 42 mg.j* et DHA 300 mg.j?)
associée a de I’activité physique favorise la perte de poids chez d’enfants souffrant d’obésité
comparativement a 1’activité physique seule (Vasickova et al. 2011). Cependant, certaines
¢tudes n’ont pas observées d’amélioration lors de la supplémentation en ©3. Dans le contexte
particulier de la stéatose hépatique, I'IMC est également réduit aprés 6 mois de
recommandation alimentaire mais aucune amélioration supplémentaire n’a €té induite par la
supplémentation de 2 g.j* en w3 chez des patients obéses (Spadaro et al. 2008). De la méme
maniére, aucune baisse de I'IMC ou du tour de taille n’est observée en absence de
recommandation alimentaire ou de restriction calorique chez des patients atteints d’obésité
sévére et non diabétiques lorsqu’ils sont supplémentés quotidiennement et pendant 8 semaines
en EPA et DHA (460 mg et 380 mg respectivement) (Itariu et al. 2012). Dans une autre étude,
la perte de poids est similaire chez des enfants atteints de stéatose hépatique qu’ils suivent un
régime supplémenté en DHA (250 ou 500 mg) ou non (Nobili et al. 2012). Les études de
supplémentation ont conduit a des résultats contradictoires en termes de modulation de ’'IMC
et du tour de taille. Toutefois, une méta-analyse d’essais controlés et randomisés sur 1’effet de
la consommation de poisson ou d’huile de poisson a montré un effet significatif sur le poids (-
0.59kg vs témoins), le tour de taille (-0.81cm), I’'IMC (-0.24kg/m?2) et le pourcentage de masse
grasse (-0.49%) comparativement au groupe témoin (Bender et al. 2014).

Concernant I’IR et le SM, aucune donnée actuellement disponible ne permet de
conclure clairement a un effet bénéfique global des 3 chez I’Homme (Flachs et al. 2014).
Trois semaines de régime riche en ALA (2.5% de I’AET), en EPA (1.1% de ’AET) ou en
DHA (1.1% de I’AET) n’ont pas modulé la glycémie a jeun chez des sujets sains (Egert et al.
2008). En revanche, il a été clairement démontré que I’apport en huile de poisson

(Gunnarsdottir et al. 2008), ou en EPA et DHA (Skulas-Ray et al. 2011), favorise la baisse
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Auteurs /
Année

Sujets

Tableau 6 Suite

Dose,

X Principaux résultats
Durée P

Traitements

Résultats
secondaires

Conclusion

Hutchins et al.
2013

Effet de Nieman et al.
’ALA 2009

Muramatsu et
al. 2010

Adultes,
pré-
diabétes

Adultes,
surpoids

Adultes
sains

Amélioration de la
2,9¢/j ou glycémie a jeun, de

Graines de lin .
. 5,80/ ALA  I’insulinémie et de la
riches en ALA . o teis s 1ae .
12 semaines sensibilité a I’insuline
avec 2,99/j.
Aucun effet sur
Clsrailnes de 8.80/j ALA l’iflﬂarlnrr_lation la
chiariches en . lipidémie et la
12 semaines L
ALA composition
corporelle.
Diminution du risque
relatif d’insulino-
Etude résistance avec
d’observation I’augmentation de la

consommation
d’ALA.

Pas le méme effet
avec 5,8g/j de
graines de lin.

Augmentation des
concentrations
plasmatiques en
ALA.

Seulement chez
les individus sans
problémes de
surpoids ou
d’obésité.

L’apport en graine de
lin favorise la
sensibilité a I’insuline
chez des patients en
surpoids ou obese
pré-diabétiques.

Stratégie
nutritionnelle
« ALA+ fibres » non
recommandée pour
induire une perte de
poids.

L’augmentation des
apports en ALA est
associée a une plus
faible prévalence de
I’insulino-résistance.




des TG plasmatiques chez des sujets en surpoids ou obeése et en restriction calorique ou chez
des sujets sains, respectivement. Une intervention nutritionnelle de 8 semaines comprenant
460mg.j* d’EPA et 360mg.j”* de DHA chez des individus obéses non diabétiques a permis
une augmentation de la sécrétion de prostaglandines anti-inflammatoires et une diminution de
la concentration plasmatique en TG et en IL-6 (Itariu et al. 2012). Les études disponibles sur
I’ALA ont abouti a des résultats contradictoires. Une baisse de la glycémie a jeun et une
augmentation de la sensibilité a I’insuline ont été observées chez des individus obéses pré-
diabétiques consommant 13g de graines de lin moulues par rapport a des sujets non
supplémentés ou supplémentés avec 26g de ces mémes graines, suggérant qu’un apport trop
important n’est pas recommandé (Hutchins et al. 2013). Une autre étude n’a pas mis en
évidence d’effet lors de la consommation de graine de chia (25g.j™") chez des adultes en
surpoids par comparaison avec des adultes consommant un placebo isoénergétique (Nieman et
al. 2009). Une étude d’observation portant sur la consommation d’ALA, EPA et DHA dans
une population japonaise a montré qu'un apport d’ALA a hauteur de 1.16% de ’AET ¢était
associé a une meilleure sensibilité a I’insuline, tandis que les apports en EPA+DHA (0,88 et
0,36% de I’AET, respectivement) ne modifiaient pas la sensibilité a 1’insuline (Muramatsu et
al. 2010).

Chez I’Homme, les ®3 ont des effets intéressants au niveau cérébral et
cardiovasculaires (que nous n’aborderons pas ici), mais peinent a démontrer des effets nets
sur I’obésité et le SM. Seule I’amélioration de la triglycéridémie a été clairement démontrée
(Hartweg et al. 2009). En revanche, les effets semblent plus clairement établis dans les études

animales (cf. Tableau 7).

» Chez I’animal

Chez I’animal, les investigations portent le plus souvent sur 1’utilisation d’EPA, de
DHA ou d’huile de poisson. L’ALA n’a été que tres peu étudié. La supplémentation en ®3
permet généralement de réduire la prise de poids ou de masse grasse viscérale que ce soit chez
la souris génétiquement obese, ou lors d’une induction de 1’obésité a I’aide d’un régime riche
en graisse (high-fat, HF), ou riche en sucre et en graisse (high-fat/high-sucrose, HF/HS).
Ainsi, lorsque 5g pour 100g du poids du régime est remplacée par de I’EPA, une moindre
prise de poids est observee chez la souris soumise a un régime obésogéne (Sato et al. 2010).
Avec une supplémentation en EPA de 3,6g pour 100g de nourriture ou en huile de poisson
(89/100g) chez la souris sous régime HF, le méme effet est retrouvé ((LeMieux et al. 2015),

(Mori et al. 2007) respectivement). Au cours d’un régime riche en sucre (57,5g pour 100g), la
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Tableau 7 : Acides gras oméga-3, obésité et insulino-résistance chez 1I’animal

Auteurs / . i Principaux Résultats .
. Modeéle Régime Dose, Durée , P . Conclusion
Année résultats secondaires
Reduction du Les paramétres du
. - 25% de lipides dont 5% poids de Pas d’effet lors P
Souris Régime L, . L. . syndrome
Sato et al. R substitués par de ’EPA  I’hyperglycémie  d’unrégime HF & , .
males HF-HS .. métabolique sont
2010 et 32,5% de sucres, et de 38,1% de lipides e,
C57BL/6 + EPA . e, amélioré par
4-20 semaines I’insulinémie avec et 8,5% de sucres.
I’EPA.
I’EPA.
45% de lipides .
. .. i ° i P ) . Réduction de L.
. Souris Régime supplémentés avec de Réduction du . . L’EPA prévient
Le Mieux et . . Iinfiltration de .
males HF I’EPA (3,62/100g de poids et de I’obésité induite
al. 2015 . N macrophages dans .
C57BL/6 + EPA nourriture), I’adiposité. e TA par un régime HF.
5 semaines '
. Réduction du
30% de lipides . . L’huile de
- ) N poids des Augmentation du . .
. . Régime supplémenté a 8g pour - . poisson réduit
Mori et al. Souris . . animaux sous catabolisme dans .
HF + Huile  100g de nourriture en L. I’effet obésogéne
2007 C57BL/6 . . - régime les cellules . .
de poisson huile de poisson, ; . . ; d’un régime riche
. supplémenté en intestinales. .
20 semaines . . en graisse.
huile de poisson.
- S L’huile d
Rats . 57,59/100g de sucres et Réduction de la Réduction de la . ue c?
) Régime . . . ) poisson contribue
Peyron-Caso males HS + Huile 14g/100g d’huile de masse adipeuse  lipogenése dans le 3 la réduction de
et al. 2003 Sprague- . poisson, épididymale et tissu adipeux
Effet de de poisson . e o la masse grasse
Dawley 3 semaines rétropéritonéal. rétropéritonéal. .
I’EPA et du viscérale.
DHA sur
Fobésité Réduction de la Le régime enrichi
Rats 40% de lipides masse arasse Amélioration de en (33 révient
Liu et al. males Régime Ratio w6/m3 1:1 viscéraEI;e ar la glycémie et de r b'p't' ;
1
2013 Sprague- HF (8,39/100g chacun), pa P'insulinémie vs oveste e
Dawle 16 semaines rapport au régime 41 I’insulino-
y HF w6/03 4:1. o résistance.
46% de lipides L Les effets
0, p, ) . Amélioration de )
supplémentés en Réduction du la tolérance au observés ne
. Régime EPA+DHA a 0,2g pour poids et de la peuvent pas étre
Souris . . glucose et .
Hoper et al. . HF 100g de nourriture sous masse adipeuse . . attribués
males . I’inflammation du . R
2013 C57BL/6 + forme d’esters éthyliques — avec les esters de tissu adipeux exclusivement a
EPA/DHA  ou lgpour 100g d’esters  cire. Pas d’effet . P I’EPA et au DHA
. uniquement avec .
de cire, de ’EPA+DHA. . dans la fraction
. les esters de cire. .
20 semaines d’esters de cire.
L’huile d
oisso;anvoiise L'huile de
- 59,6% de lipides dont . . p’ . poisson a un effet
. . Régime L Gain de poids I’activation des
Philp et al. Souris HE + Huile 7,5% substitués par de identiaue auel aue Snes de protecteur sur les
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graisse visceérale est réduite chez le rat supplémenté avec de 1’huile de poisson (14g pour 100g
de nourriture) (Peyron-Caso et al. 2003). Une baisse simultanée du poids et de la masse grasse
viscérale a également été observée chez le rat en réduisant le ratio w6/w3 a 1 :1 (8,3g/100g
chacun, apportés respectivement par de I’huile de bourrache et de I’ALA purifié)
comparativement a un régime HF dépourvu d’w3 et d’w6 ou avec un ratio w6/®w3 de 4 :1 (Liu
et al. 2013). Néanmoins, certaines études publiées n’ont pas mis en évidence d’effet favorable
de la supplémentation en ®3 sur la prise de poids et la masse grasse en condition de diete
obésogene (Hoper et al. 2013; Lanza et al. 2013; Philp et al. 2015). Si la plupart des études
ont porté sur les effets de ’EPA et du DHA, peu de travaux se sont focalisés sur I’ALA. Les
deux expériences retrouvées n’ont pas montré d’effet de I’ALA sur le poids des animaux
(souris (Enos et al. 2014) et rats (lkeda et al. 1998)) dans le cadre d’un régime HF avec
substitution d’une partie des AG par I’ALA.

Les parametres du SM sont également améliorés dans de nombreuses études animales
sur les 3. La tolérance au glucose et donc la capacité a sécréter de I’insuline pour permettre
la baisse de la glycémie postprandiale ou post injection est améliorée par le remplacement du
lard (10% de I’AET) par de I’EPA et du DHA chez des hamsters dorés sous régime HF (Kasbi
Chadli et al. 2011). Dans cette étude, les teneurs plasmatiques en TG et cholestérol sont aussi
réduites. La substitution de 3,4% de I’AET par de I’huile de poisson dans un régime HF chez
la souris a permis une amélioration de la tolérance au glucose (Lanza et al. 2013). Cette
amélioration a aussi €té observée dans un modele d’obésité plus modérée ou 10% de I’AET
est apportée par de I’huile de poisson (Jelinek et al. 2013).

Globalement, les études chez I’'Homme et 1’animal ont conjointement démontré un
effet hypotriglycéridémiant des 3. Une moindre prise de poids et de masse grasse viscérale
ainsi qu’une amélioration de la tolérance au glucose ont été observées uniquement chez
I’animal. D’autres études seront nécessaires pour conclure clairement sur ces effets. Pour
mieux les caractériser, il est crucial d’étudier les tissus qui sembleraient impliqués, tel que le
muscle squelettique qui participe a la captation du glucose lors de la stimulation par I’insuline,
et le TA, lieu privilégié de stockage des lipides qui contribue a I’altération du métabolisme du

muscle et du foie en cas d’anomalie de stockage des AG.
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Tableau 7 Suite
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5.4. Omeéga-3 et altération du métabolisme adipocytaire
5.4.1. Modification de I’expansion et du profil sécrétoire des adipocytes

Le TA jouant un réle central dans le stockage des AG et leur distribution aux autres
organes, 1’étude des effets des ®3 sur la capacité de différenciation des adipocytes et sur leur
métabolisme est de premiere importance. Les modéles in vitro permettent notamment de
caractériser les effets propres de chaque w3 sur la différenciation adipocytaire. L’EPA
semblerait induire une réponse visant a réduire 1’adipogenese des adipocytes 3T3-L1 puisqu’il
diminue I’expression de PPARy et de C/EBPa sans toutefois affecter le degré de
différenciation (Tanabe et al. 2008). Ces effets n’ont pas été observés avec le DHA a
concentration identique (Tanabe et al. 2008). Des génes connus pour étre associés a la
formation des gouttelettes lipidiques, et induits par I’AG STE tels que PPARy, SCD-1, Cidea,
sont sous-exprimés en présence d’EPA a 100uM, signe d’une moindre différenciation
adipocytaire (Manickam et al. 2010). Dans cette étude, la taille des gouttelettes lipidiques
sous EPA est significativement réduite par rapport a celle des adipocytes 3T3-L1 traités aux
acides STE et OLE a la méme concentration (Manickam et al. 2010). 1l a été démontré que le
DPA qui s’accumule dans des cellules exposées a I’EPA pourrait étre le médiateur des effets
de ce dernier (Murali et al. 2014). Au contraire, I’expression des génes de la différenciation
dans le groupe traité au DHA (50uM) est augmentée comparativement aux groupes traités a
I’EPA ou a I’OLE a une concentration équivalente (Murali et al. 2014). Le DHA induit la
différenciation des adipocytes 3T3-L1 via une inhibition des MAPK, impliquées dans la phase
tardive de différenciation (Murali et al. 2014). Pourtant, Kim et al. ont montré que 100uM de
DHA induit ’apoptose des cellules avant le stade de différenciation et réduit ’accumulation
de lipides dans la méme lignée adipocytaire (Kim et al. 2006). Le DHA a aussi limité
I’accumulation de lipides ainsi que le nombre de gouttelettes lipidiques dans les cellules 3T3-
L1 (Kim et al. 2006). Une lipolyse accrue est accompagnée d’une activation de PPARa ainsi
que de I’induction de la protéine découplante UCP2 lors de 1’incubation des adipocytes avec
du DHA & 100uM (Kim et al. 2006).

La cellularité influengant directement le profile sécrétoire des adipocytes, Oster et al.
ont confirmé une sécrétion plus élevée d’adiponectine dans les cellules traitées avec 125uM
de DHA ou d’EPA par rapport a des cellules traitées avec une méme concentration de PAL
(Oster et al. 2010). Un effet plus marqué sur la sécrétion d’adiponectine a été observé avec le
DHA comparé a ’EPA. Le DHA augmenterait I’expression génique de PPARy, connu pour

étre impliqué dans 1’activation du géne de I’adiponectine (Oster et al. 2010). Néanmoins, ni
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les taux protéiques, ni I’activité de PPARy n’ont été mesurés dans cette étude. Les voies
impliquées dans I’induction de la sécrétion de 1’adiponectine mériteraient de plus amples
investigations notamment pour expliquer ’effet différentiel de I’EPA et du DHA. Ces
résultats suggereraient une amélioration du profil sécrétoire et pourraient étre liée a une
moindre cellularité.

In vivo, I’apport en ®3 modulerait I’hyperplasie et I’hypertrophie du TA et pourrait
ainsi limiterait la prise de masse grasse lors d’un régime hypercalorique. Le poids corporel et
la masse grasse sont réduits par une forte supplémentation en ®3 (EPA/DHA, 6.7% ou 19.6%
de ’AET) d’un régime HF chez la souris (Ruzickova et al. 2004). Chez le rat, le poids et le
volume du TAe et du TA périrénal sont diminués lors d’un régime HF dont 3.6% de ’AET
ont été apportés par I’EPA et le DHA (Rokling-Andersen et al. 2009). Un régime HF, ou 15%
de I’apport énergétique sous forme de graisse sont remplacés par de I’EPA, a induit des effets
similaires chez la souris (LeMieux et al. 2015). L hypertrophie des adipocytes dans le TAe et
dans une moindre mesure dans le TA dorsolombaire est diminuée chez les souris sous régime
HF supplémenté en ®3 (EPA/DHA 6.7% ou 19.6% de ’AET) (Ruzickova et al. 2004). De
nombreuses études ont observé les mémes effets chez le rat (Tekeleselassie et al. 2013;
Guelzim et al. 2014; Lionetti et al. 2014) ou la souris (Liu et al. 2014; Zhao and Chen 2014)
soumis a un régime HF. Afin d’étudier in vivo la prolifération et la différenciation des
préadipocytes, un modele de souris présentant une désactivation transitoire de PPARYy au
niveau adipeux a permis l’exploration de I’impact des ®3 sur la prolifération et la
différenciation des adipocytes in vivo (Hensler et al. 2011). La désactivation de
PPARYy entraine la mort des adipocytes matures permettant ainsi d’étudier la formation des
nouveaux adipocytes. Six semaines apres 1’inactivation de PPARY, la substitution de 15% de
lipides par des w3 (46% de DHA, 14% d’EPA), a significativement réduit 1’hypertrophie
cellulaire comparée au régime HF non supplémenté (Hensler et al. 2011). La forme adoptée
pour les apports en ®3 pourrait avoir un effet sur la cellularité, les travaux d’Awada et al.
ayant montré qu’un apport sous forme de PL était beaucoup plus favorable a une baisse de la
cellularité que sous la forme de TG dans un régime HF relativement modéré (20%de I’AET)
(Awada et al. 2013). En accord avec les données obtenues in vitro (Tanabe et al. 2008),
I’expression génique de C/EBPa et de la leptine est réduite et serait associée a une moindre
adipogenese lorsque 15% de I’AET est apporté par de I’EPA chez la souris sous régime HF
(LeMieux et al. 2015). La sécrétion d’adiponectine qui est associée a une cellularité plus

faible, est diminuée dans un régime HF par rapport a un régime témoin tandis que 1’ajout
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d’®3 dans le régime permet de restaurer la concentration plasmatique d’adiponectine des
souris (Todoric et al. 2006).

En résumé, la réduction du nombre et de la taille des adipocytes induite par les ®3
serait favorable a une moindre accumulation de lipides par une apoptose des préadipocytes,
une moindre différenciation et une meilleure oxydation des lipides. Les études in vivo ont plus
largement étudié I’impact des ®3 (EPA+DHA) sur ’adiposité. Cependant, I’ALA, ’EPA et le
DHA pourraient avoir des effets spécifiques comme suggéré par les résultats in vitro de
Murali. Enfin, la taille des cellules ayant une influence sur le profil sécrétoire des adipocytes,

la réduction de I’hypertrophie devrait favoriser une normalisation de I’inflammation.

5.4.2. Réduction de I’inflammation locale

In vitro, le DHA permet d’inhiber 1’expression de facteurs chimiotactiques
responsables de I’infiltration des macrophages (MCP-1 et serum amyloid A (SAA3)) dans les
adipocytes 3T3-L1 et par un mécanisme dépendant de PPARYy (Yeop Han et al. 2010). Dans
ce méme modele, le DHA inhibe I’induction de la voie pro-inflammatoire NF-xB suite & un
traitement au PAL. L’EPA et le DHA a 50uM réduit 1’activation de la p38MAPK et le
nombre de macrophages de type M1 (Oliver et al. 2012). En co-culture avec des adipocytes,
ces mémes macrophages traités au LPS et au DHA présente une sécrétion d’IL-6 réduite
comparativement au LPS seul (Oliver et al. 2012).

In vivo, la substitution de 40% des graisses d’un régime HF (30% de I’AET) par des
TG enrichis en EPA et DPA inhibe I’expression des genes impliqués dans I’inflammation
(marqueurs des macrophages, récepteur au LPS) chez des souris db/db hyperphagiques et
obeses par rapport a un régime HF supplémenté en AGMI (Todoric et al. 2006). Dans le
méme temps, la supplémentation en ®3 a significativement réduit Dinfiltration des
macrophages dans le TA (Todoric et al. 2006). Une étude plus récente a confirmé cette
moindre infiltration lors d’un régime HF ou 15% de I’apport énergétique sont substitués par
de ’EPA (LeMieux et al. 2015). De plus, des souris fat-1 synthétisant de maniere endogéne
de grandes quantités d’®3, nourries avec un régime a 60% de I’AET sous forme de lipides,
sont moins touchées par Dinfiltration de macrophages dans le TA. Ces macrophages
expriment aussi moins de marqueurs du profil M1 par rapport aux souris sauvages (Belchior
et al. 2015). L’induction de la production endogéne d’®3 a aussi favorisé une baisse de
I’activation de la voie NF-kB (Belchior et al. 2015). Ces effets sembleraient indépendants de

I’activation de PPARY, I’inhibition avec un antagoniste ou le knock out (KO) du géne n’ayant
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pas démontré d’effet (Belchior et al. 2015). Dans la littérature, ’ALA n’a été que tres peu
étudié et les données manquent quant a son effet sur I’inflammation du TA. Seule une étude
d’Enos et al. est disponible. Lors d’un un régime HF chez la souris, ou le ratio ®3:m6 est de
1:1, PALA (seule source d’m3) ne permet pas d’améliorer le statut inflammatoire,

I’infiltration ou le profil M1 des macrophages du TA (Enos et al. 2014).

Les o3 permettraient de limiter I’accumulation de masse grasse, notamment au niveau
viscéral. Ils favoriseraient I’utilisation des AG et la réduction de leur relargage dans la
circulation. lls restaureraient également le profil sécrétoire et inflammatoire des adipocytes
(cf. Figure 16). Ces effets auraient donc des conséquences favorables sur d’autres tissus dont
le muscle, contributeur majeur de 1’absorption postprandiale de glucose. Si les ®3 exercent
¢galement des effets spécifiques dans le muscle, ils pourraient contribuer a 1’optimisation du

fonctionnement de ce tissu.

5.5. Oméga-3 et altération du métabolisme musculaire

Les effets que les ®3 ont sur différents parametres du SM pourraient aussi étre liés a
un effet bénéfique sur I’IR au niveau du tissu musculaire. Ils pourraient moduler la captation,
le stockage ou I’oxydation des lipides. En association avec la diminution du relargage des AG
par le TA, cela pourrait réduire le contenu intracellulaire en composés lipotoxiques
défavorables a la sensibilit¢ a I’insuline. Les ®3 ayant également des effets anti-
inflammatoires reconnus, une réduction de I’inflammation pourrait également participer a
I’amélioration du métabolisme musculaire.

Dans un modéle in vitro de cellules musculaires de rat, Lam et al. se sont intéressés a
la combinaison, ou a I’utilisation séparée, de PAL ou de DHA sur la sensibilité a I’insuline
(Lam et al. 2011). Le PAL diminue I’absorption de glucose tandis que I’ajout de DHA permet
de prévenir cet effet. Etonnamment, le DHA seul entraine une augmentation de la quantité de
céramides. Le DHA additionné au PAL entraine une augmentation de la quantité de TG mais
atténue D’effet du PAL sur I’accumulation de DG. La dose ¢élevée de DHA (400uM) pourrait
expliquer I’augmentation des céramides intracellulaires, les doses habituellement utilisées se
situant plus généralement entre 50 et 100uM. L’augmentation du contenu intracellulaire en
céramides par le DHA est liée a la stimulation de 1’activité de la sphingomyélinase (Lu et al.
2010) tandis que la synthese de novo par la céramide synthase est favorisée par le PAL. Ces

sources de céramides auraient des effets métaboliques différents et le DHA pourrait induire
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une B-oxydation plus importante expliquant son effet moins délétére comparativement au
PAL. L’expression de SCD-1 est réduite de maniére non significative par le DHA (-33%) et
I’expression de ’AMPKo2 impliquée dans 1’activation de la [-oxydation des AG est
significativement augmentée. Les auteurs ont conclu & un effet favorable des AGPI ®3 sur la
[-oxydation via I’AMPKa2 et a une amélioration de la sensibilité a I'insuline. Dans une autre
¢tude, 24h d’incubation avec une dose supra-physiologique d’EPA (600uM) augmente
I’absorption du glucose et son oxydation au détriment de la synthése de glycogeéne dans des
cellules musculaires humaines (Aas et al. 2006). Une augmentation de I’absorption des lipides
et de la synthése de lipides complexes en faveur de 1’oxydation a également été observée dans
les mémes conditions (Aas et al. 2006). A des doses plus physiologiques, la sensibilité a
I’insuline est complétement restaurée avec 1’ajout de 30uM de DHA lors d’un traitement au
PAL. Cette amélioration est associée a une inhibition des voies inflammatoires NF-kB et
p38MAPK, induisant ainsi une diminution de 1’expression génique d’IL-6 et de la COX2
(Capel et al. 2015). L’activation de la PKCO est réduite dans cette étude. Cette réduction
serait liée a la diminution du contenu intracellulaire en céramides comme démontré lors de
I’utilisation d’un inhibiteur de la synthése de céramide, la myriocine (Capel et al. 2015).

In vivo, les recherches sur les w3 et le métabolisme musculaire ont principalement
concerné I’EPA et le DHA. Lors d’un régime HF riche en AGS, le remplacement de 7,5% des
lipides par de I’huile de poisson a réduit le contenu en lipides du soleus (muscle oxydatif) et
du quadriceps (muscle mixte) chez la souris (Philp et al. 2015). Une baisse des lipides
intramusculaires chez le rat a également été observée, lors d’une substitution de 21% des AG
par de I’huile de poisson dans un régime HF (Lionetti et al. 2014). Avec un régime HF plus
modéré dont 3.6% des lipides sont substitués par de I’'EPA, 1’accumulation intracellulaires de
TG est réduite (Bertrand et al. 2013). Dans un régime HF similaire mais ou seulement 3.4%
ont été remplacés par un apport en EPA+DHA, le contenu en céramides intracellulaires est
significativement réduit (Lanza et al. 2013). Ces études démontrent I’effet bénéfique des ®3
sur la réduction des lipides intracellulaires qui devrait s’accompagner d’une amélioration de la
sensibilité a I’insuline. La sensibilité a I’insuline des souris fat-1 est également améliorée sous
régime HF contrairement aux souris sauvages qui n’ont pas la capacité de synthétiser en
quantité importante des ®3 (White et al. 2010). Dans un régime contenant seulement 10% de
lipides et ou 2% de I’AET est apporté par gavage avec de I’huile riche en DHA, la sensibilité
a I’insuline et I’activation de la voie AKT dans le muscle stimulé a ’insuline sont améliorées

(Capel et al. 2015). De nombreux mécanismes sous-jacents ont été proposés. L’oxydation
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mitochondriale permettrait d’éviter I’accumulation de composés lipotoxiques et pourrait ainsi
participer au maintien de la sensibilit¢ a I’insuline musculaire. Les ®3 d’origine marine
favoriseraient 1’utilisation des AG par le muscle via I’augmentation de 1’expression des génes
de I’oxydation mitochondriale (PGCla, CPT1, UCP3et PPARa) (Bertrand et al. 2013; Lanza
et al. 2013; Philp et al. 2015) indépendamment du type de muscle (soleus oxydatif, ou
extensor digitorum longus glycolytique). Toutefois, la respiration mitochondriale n’est pas
affectée tandis que I’expression génique de PPARy est augmentée dans un régime HF ou
seulement 3.4% ont été remplacés par un apport en EPA+DHA (Lanza et al. 2013).
L’inhibition de la voie inflammatoire c-jun N-terminal kinase (JNK) et 1’augmentation des
concentrations en 3 et derives oxygenés anti-inflammatoires pourraient également expliquer
leurs effets bénéfiques (White et al. 2010). Cependant, certaines études n’ont pas observé
d’améliorations du métabolisme musculaire lors de la supplémentation en ®3. Un
remplacement de 90% des graisses par de I’huile de poisson dans un régime a 60% d’énergie
sous forme de lipides n’a montré aucun bénéfice en comparaison du régime HF a base de lard,
que ce soit sur le métabolisme musculaire du glucose ou des lipides chez la souris
(Fiamoncini et al. 2013). Dans d’autres études chez la souris sous régime HF, le
remplacement de 15% des lipides par un mélange d’EPA et de DHA (14% et 46%,
respectivement) n’a entrainé aucun bénéfice au niveau musculaire (soleus et gastrocnemius)
(Kuda et al. 2009; Horakova et al. 2012). Des résultats similaires ont été observés chez le rat
soumis & un régime HF avec ou sans I’apport de 3g.kg™.j* d’EPA+DHA (Feillet-Coudray et
al. 2013).

Les effets concernant I’ALA lors d’un régime obésogene restent trés mal connus. Le
contenu en TG et I’activation de la PKCO dans le gastrocnemius de rat est réduit lors d’un
apport de 23% de ’AET provenant d’huile de chia comparée a de I’huile de mais dans un
régime riche en sucrose (Oliva et al. 2013). L’ ALA maintiendrait la sensibilité a I’insuline au
niveau musculaire lors d’un régime a 16% de lipides dont 10% étaient apportés par de 1’huile
de lin chez le rat Zucker obese (Matravadia et al. 2014). La encore, plusieurs mécanismes ont
été avancés pour expliquer les effets bénéfiques de I’ALA. 11 réduirait I’expression d’IL-6 et
d’IL-1p et de PPARY au niveau musculaire lorsqu’il est apporté par 3% ou 1.5% d’huile de lin
(rapport w6/®w3 de 1:1 et de 2,5:1, respectivement) en comparaison avec un régime au ratio
®6/®w3 de 10:1 chez le porc (Duan et al. 2014). L’activation de la PKCO (Oliva et al. 2013) et

I’amélioration du statut des mitochondries sub-sarcolemmales seraient également impliqués
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(Matravadia et al. 2014), ainsi qu’une amélioration de la synthése de glycogene (Oliva et al.
2013).

Dans le muscle, les ®3 amélioreraient la sensibilité a 1’insuline musculaire par des
mécanismes impliquant une réduction des céramides et une amélioration de la f-oxydation
mitochondriale (cf. Figure 17). Leur effet anti-inflammatoire serait également favorable a
I’amélioration du métabolisme musculaire. Les effets spécifiques de I’EPA et de I’ALA a
dose physiologique restent inconnus. In vivo, les résultats restent tres controversés sur les

effets bénéfiques des w3 sur le métabolisme musculaire.
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I1. Objectifs

Dans un contexte d’augmentation de la prévalence de 1’obésité et sur un fond de
susceptibilit¢ génétique a I’environnement, les déséquilibres alimentaires et le manque
d’activité physique jouent, a 1’évidence, un rdle important. Les lipides et les sucres ont
souvent été désignés comme les facteurs alimentaires majeurs dans 1’apparition de 1’obésité.
Plus récemment, une distinction en sous-classes telles que celle des AGS et plus encore des
AGS a longue chaine (PAL, STE et MYR) a permis d’identifier plus précisément les AG qui
pourraient étre en cause. Le PAL participerait a 1’apparition de I’IR par la perturbation du
métabolisme des lipides dans les tissus périphériques tels que le TA et le muscle, en
favorisant 1’hypertrophie, la lipolyse et I’inflammation dans le premier et en induisant une
accumulation de composés lipotoxiques, une IR et une inflammation dans le second.

Les AG w3, quant & eux, auraient un effet favorable sur le métabolisme des lipides et
empécheraient I’apparition des perturbations liées a 1’obésité. Toutefois, il est aujourd’hui
impossible de déterminer si des effets spécifiques de I’ALA, de I’EPA ou du DHA sont

observables. De plus les résultats concernant I’ALA sont trés peu nombreux.

En connaissance de ces éléments, les objectifs de cette thése ont été d’étudier et de
clarifier les effets biologiques propres des @3 ALA, EPA et DHA sur I’obésité et le SM et
plus particuliérement sur le role qu’ils pourraient jouer dans le métabolisme des lipides et

des glucides au niveau musculaire et adipocytaire.

Afin de répondre a ces objectifs, un modele cellulaire in vitro et des modeles murins in
Vivo ont été mis en ceuvre. Dans un premier temps, les mécanismes d’action des trois ®3 ont
été étudiés dans des modeles de cellules musculaires C2C12. Dans ces cellules, I’objectif a été
d’¢étudier I’effet des w3 (ALA, EPA et DHA) sur I’IR par le PAL, I’objectif étant de
déterminer si les 3 permettaient de réduire son effet néfaste sur la réponse a I’insuline, sur
I’accumulation des DG et céramides et sur I’oxydation des AG.

Cette premiere étude nous a conduits a nous intéresser a la régulation de
I’inflammation induite par le PAL. L’activation de la voie inflammatoire p38MAPK par celui-
ci, son implication dans I’inflammation musculaire ainsi que les capacités anti-inflammatoires

des 3 ont été étudiées.
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Dans un deuxiéme temps et dans le but de confirmer in vivo les effets des ®3
préalablement observés, des souris C57BL/6 sauvages et génétiquement obeses ob/ob ont été
soumises a un régime HF-HS (45% de I’AET sous forme de lipides, 17% sous forme de
glucides) pendant 16 et 6 semaines, respectivement. La substitution de 2% de I’AET par
I’ALA, ’EPA et le DHA a ¢été réalisée afin d’étudier les modulations des parameétres
systémiques (glycémie, insulinémie, adipokines), adipeux (IR, cellularité), musculaires (IR) et
dans une moindre mesure au niveau hépatique.

Afin de compléter nos investigations sur le TA, son développement en condition
d’apports en PAL, ALA, EPA ou DHA a été étudié. Des adipocytes ont été mis en présence
de ces AG pendant toute la durée de la différenciation et une étude cinétique de 1’expression
des génes de la différenciation a été conduite afin de discriminer les effets de chacun de ces
AG au cours du temps.
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Figure 18 : Différenciation et traitement des cellules musculaires
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I11. Protocoles et méthodes employés
Afin de rendre les resultats de cette thése aussi transparents que possible, les
principaux protocoles et méthodes utilisées sont présentés ci-dessous. Les choix

méthodologiques y sont plus particuliérement abordes.

1. Etude des cellules musculaires C2C12

1.1. Protocole expérimental

Les myoblastes C2C12 ont été utilisés afin d’obtenir des myotubes différenciés et
d’étudier le métabolisme musculaire. Ce mod¢ele est trés utilisé pour étudier la voie de
signalisation de I’insuline. La différenciation nécessite une premiere phase de prolifération en
présence de sérum de veau feetal & 10%. Une fois la prolifération suffisante (confluence des
cellules a 80-90%), le sérum de veau est remplacé par 2% de sérum de cheval dont la
composition favorise la différenciation des myoblastes (cf. Figure 18). La différenciation est
maintenue pendant 5 jours pour permettre une compléte différenciation en myotubes, par
fusion des membranes de cellules voisines.

Le traitement consiste ensuite & mettre les cellules en présence de PAL préalablement
dilué et lié dans une solution contenant 2% d’albumine bovine avec ou sans ®3 pendant 16h.
L’albumine dépourvue d’AG sert de transporteur aux AG pour favoriser leur captation par les
myotubes. Sa capacité étant de 4 AG libres par molécule, la concentration d’albumine est
largement suffisante par rapport aux concentrations en AG utilisées. Les doses retenues de
500uM de PAL et 50uM d’ w3 ont été retenues pour les raisons suivantes : 500uM suffisent a
induire une IR sans provoquer d’apoptose cellulaire due a la lipotoxicité et S0uM de DHA a
montré un effet suffisant pour restaurer la phosphorylation d’AKT a un niveau normal dans
une étude de mise au point (cf. Figure 19). Pour pouvoir comparer les effets de chaque 3,
une concentration identique a été utilisée.

L’¢éthanol étant le solvant des AG, une concentration identique d’éthanol a été ajoutée
dans le traitement témoin exempt d’AG. La concentration finale s’éleve a 1,16% et ne

provoque pas de mort cellulaire dans notre modeéle.

1.2. Fluidité membranaire

Les ®3 sont des AG qui s’incorporent préférentiellement dans les fractions

phospholipidiques des tissus. Ils sont ainsi retrouvés dans la bicouche lipidique des
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membranes cellulaires. Du fait de leur insaturation, ils favorisent la fluidité des membranes,
contrairement aux AGS. Notre hypothése était qu'une augmentation de I’incorporation des ®3
dans les membranes des myotubes pourrait favoriser les interactions entre les kinases
responsables de la transmission du signal de I’insuline, expliquant ainsi une partie des effets
bénéfiques des w3 sur la sensibilité a I’insuline. Pour étudier la fluidité membranaire, le
diphényl-hexatriéne (DPH), une sonde fluorescente qui s’incorpore dans les membranes, a été
utilisée. Cette sonde permet d’évaluer I’anisotropie, basée sur la polarisation de fluorescence
et décrit pour la premiere fois par G. Weber en 1952 (Weber 1952) (cf. Figure 20). Plus
I’objet étudié¢ (ici le DPH) est mobile, plus la dépolarisation de la fluorescence sera importante
et I’anisotropie faible. La rigidité de la membrane réduisant la mobilit¢ du DPH, la fluidité
sera inversement proportionnelle a 1’anisotropie.

Apres le traitement de 16h aux différents AG, les cellules ont été lavées, récupérées et
soumises a cette sonde pendant 10 minutes a 37°C avant la lecture de I’anisotropie au
spectrofluorimétre. L’enregistrement de cette dernié¢re a été réalisé durant 10 minutes et en
duplicat pour chaque échantillon. L aire sous la courbe moyenne a ensuite été calculée sur un
intervalle s’étendant de 100 secondes a 500 secondes (1min40sec a 8min30sec) ou la mesure

est la plus stable.

1.3. Suivi intracellulaire du PAL marqué au carbone 14

Nous avons émis ’hypothése que les o3 influenceraient le devenir du PAL dans les
cellules C2C12, les ®3 ayant démontré certaines propriétés favorables a 1’oxydation des
lipides et a la sensibilité a I’insuline. La technique la plus adaptée était donc d’utiliser un
traceur, en I"occurrence le [1-*C]-PAL (cf. Figure 21). Cette technique a été utilisée pour la
premicre fois au laboratoire grace a une collaboration avec I’équipe « Mitochondries,
Bioénergétique, Métabolisme et signalisation » de I’institut Cochin & Paris, qui utilise
différents marqueurs radioactifs dans des myoblastes en culture, un modeéle tres proche du
notre. Le carbone radioactif permet de suivre I’incorporation du PAL dans les grandes classes
de lipides que sont les PL, les DG et les TG de la cellule. C’est une technique trés sensible
mais de moins en moins utilisée car tres contraignante en terme de manipulation : elle
nécessite des salles dédiées et une gestion des déchets particulierement lourde sans oublier les
risques pour la santé que peut engendrer la manipulation de la radioactivité. De plus, ces
techniques sont maintenant réalisables avec des isotopes non radioactifs tels que le **C suivi

d’une analyse en spectrométrie de masse (Godin et al. 2007).
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Figure 22 : Mesure de I’absorption du glucose



Suite aux traitements de 500uM de PAL avec ou sans 3 a 50uM, les cellules ont été
soumises a des solutions aux concentrations identiques en AG mais avec 20uM de PAL
radioactif pendant 3h a 37°C. Seul le groupe témoin a également été soumis a une
concentration différente de celle utilisée dans 1’incubation de 16h qui était dépourvue d’AG.
L’incubation de 3h suffit & I’incorporation du PAL dans les différentes fractions lipidiques de
la cellule. Suite & cela, les milieux ont été récupérés et ont été utilisés pour doser le 1*CO, et
les corps acido-solubles marqués, métabolites issus respectivement de 1’oxydation compléte
ou partielle du PAL. Quant aux cellules, elles ont été soumises a une extraction des lipides
avant le dépot en chromatographie sur couche mince (CCM) pour la séparation des PL, DG et
TG. Le dosage de la radioactivité a été realisé par scintigraphie. En paralléle, une
quantification par dosage colorimétrique des quantités totales de PL, DG et TG a également
été faite. Nous avons ainsi obtenu des résultats concernant 1’incorporation du PAL traceur
mais aussi concernant la quantité totale de lipides qui peuvent varier de maniére totalement

indépendante 1’une de 1’autre.

1.4. Stimulation de I’absorption du glucose par traitement a 1’insuline

Afin de vérifier la sensibilité a I’insuline des cellules, une technique de mesure de 1’absorption
du glucose a été mise en ceuvre, faisant intervenir un analogue du glucose, non radioactif, non
métabolisable par la cellule et détectable par fluorimétrie : le 2-NBDG (2-(N-(7-Nitrobenz-2-
oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-Deoxyglucose) (cf. Figure 22). Aprés incubation pendant 16h
aux AG, les cellules sont sevrées dans un milieu pauvre en glucose et en absence d’AG
pendant 3h avant d’étre soumises 1h a une stimulation avec 100nM d’insuline et en présence
de 2-NBDG. Celui-ci s’incorpore dans la cellule sans pouvoir étre métabolisé. A la fin de
I’incubation, les cellules sont lavées avec du milieu Hank’s (solution saline tamponnée) pour
¢liminer la sonde qui ne s’est pas incorporée avant la lyse des cellules et la lecture au

spectrofluorimétre de la densité optique, proportionnelle a la quantité de 2-NBDG incorporée.

1.5. Inhibition de la voie p38MAPK a I’aide d’un inhibiteur pharmacologique

Lors de I’analyse de différentes voies de 1’inflammation, j’ai pu m’apercevoir que
I’activation de la p38MAPK n’était observable que dans les cellules traitées au PAL et au
PAL + ALA. Ce résultat a attiré mon attention et j’ai donc pris I’initiative d’approfondir mes
recherches sur cet aspect, non prévu dans le cadre du projet initial. Il m’a effectivement

semblé que ceci pourrait étre une des explications concernant un éventuel effet propre de
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Régime témoin Regime HF

gm% kcal% | gm% kecal%
Protein 19.2 20 24 20
Carbohydrate 67.3 70 41 35
Fat 4.3 10 24 45
Total 100 100
kcal/gm 3.85 4.73

Ingredient gm kcal gm keal
Casein, 30 Mesh 200 800 200 800
L-Cystine 3 12 3 12
Corn Starch 452.2 1808.8 72.8 291
Maltodextrin 10 75 300 100 400
Sucrose 172.8 691.2 172.8 691
Cellulose, BW200 50 0 50 0
Soybean Oil 25 225 25 225
Lard* 20 180 177.5 1598
Mineral Mix $10026 10 0 10 0
DiCalcium Phosphate 13 0 13 0
Calcium Carbonate 5.5 0 5.5 0
Potassium Citrate, 1 H20 16.5 0 16.5 0
Vitamin Mix V10001 10 40 10 40
Choline Bitartrate 2 0 2 0

FD&C Yellow Dye #5 0.04 0
FD&C Red Dye #40 0.01 0 0.05 0
Total 1055.05 4057 | 858.15 4057

+ 1% mélange (OLE/PAL/STE/LA, 50/25/15/10%),
ALA, EPA ou DHA sous forme d’AGNE

Figure 23 : Composition des régimes



I’EPA et du DHA par rapport a ’ALA, ce dernier ne semblant pas pouvoir réduire 1’activation
de la p38MAPK induite par le PAL. Afin de répondre a cette hypothése, un inhibiteur de la
p38MAPK, le SB203580 a €té utilisé en co-incubation avec les AG pendant 16h, avant
I’évaluation de I’expression des génes impliqués dans I’inflammation (IL-6, TNF-a et

COX2).

1.6. Autres techniques

Des western blots ont été réalisées afin d’évaluer 1’activation de différents acteurs de
la voie de I’insuline, qu’ils soient connus pour activer (AKT, PDK-1) ou inhiber (PKCO) cette
voie. L’expression de nombreux génes impliqués dans 1’oxydation, la captation ou encore le
stockage des lipides a également été explorée par reverse transcription (RT) et quantitative
polymerase chain reaction (qQPCR). Afin de valider la bonne incorporation des AG dans les
cellules musculaires, nous avons également étudié le profil en lipides des AG totaux, analysé

par chromatographie en phase gazeuse (CPQG) suite a 1’extraction et la méthylation des lipides.

Ce modele a fait I’objet d’une grande partie de mon projet de thése et d’un article
accepté dans le journal Biochimica Biophysica Acta — Molecular and cellular biology of
lipids, concernant I’influence des ®3 sur le métabolisme du palmitate. Une autre publication
est prévue et concerne les résultats observés avec I’inhibiteur de la p38MAPK, son rdle dans

I’inflammation induite par le palmitate et I’influence des m3 dans ce contexte.

2. Etudes in vivo

2.1. Animaux

Des souris de souche C57BL/6, connues pour leur susceptibilité a une diéte
hypercalorique, ont été utilisées pour étudier I’effet des 3 sur le développement de I’obésité
et du SM au cours d’un régime HF-HS. Nous avons réalisé une étude sur souris de type
sauvage complétée par une expérimentation sur les souris ob/ob qui présente une hyperphagie
due a une déficience de sécrétion en leptine, normalement impliquée dans la régulation de
I’appétit dans le systéme nerveux central. Les souris 0b/ob ont pour avantage de développer
une obésité marquee en un temps relativement court comparativement aux souris sauvages.

Avant la mise sous régime, les souris males agés de 5 semaines ont été placées en
cage collective (n=5/cage) pour les souris sauvages (n=100) ou en cage individuelle pour les

souris ob/ob (n=40). Aprés une semaine d’acclimatation, les souris ont été soumises a
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Figure 24 : Protocoles expérimentaux chez la souris



differents régimes alimentaires. Ces deux modeéles ont ainsi permis d’étudier la phase

dynamique de la prise de poids et un stade d’obésité sévere.

2.2. Régimes alimentaires

Les régimes alimentaires ont été fabriqués a facon, sur une base provenant de
Research Diet et ont été les mémes pour les deux experimentations (cf. Figure 23). Le régime
témoin est un régime Research Diet (12450H), non modifi¢, contenant 10% de I’AET sous
forme de lipides et 17% de I’AET sous forme de sucrose. Les régimes HF sont tous basés sur
le régime Research Diet (12451) dont 45% de I’AET sont sous forme de lipides et 17% de
I’AET sous forme de sucrose. A cette base a ét¢ ajoutée un mélange de 4 acides gras (OLE,
PAL, STE, LA a 50, 25, 15, 10% respectivement), de ’ALA, de I’EPA ou du DHA sous
forme d’AGNE a hauteur de 1% du poids du régime (soit environ 2% de I’AET). Basée sur la
formule de calcul proposée par Reagan-Shaw (Reagan-Shaw et al. 2008), la dose journaliére
équivalente chez ’Homme serait de 4 a 5g.j™* pour une adulte de 60kg (soit 66 & 83mg.kg™).
Une consistance semi-solide a été obtenue du fait de I’apport en huile, empéchant la
fabrication de croquette. La nourriture a donc da étre mise a disposition dans des mangeoires

prévues pour ce type de nourriture.

2.3. Protocoles expérimentaux

Les souris C57BL/6 sauvages et ob/ob ont été soumises aux différents régimes
pendant 16 et 5 semaines respectivement (cf. Figure 24). Le poids et la consommation des
souris ont été suivis pendant toute la durée du régime. Avant abattage, la moitié¢ de I’effectif
des souris sauvages a été soumise a un test de tolérance au glucose, I’autre moitié a un test de
tolérance a I’insuline tandis que les souris ob/ob ont toutes été soumises aux deux tests avec
une période de 3 jours séparant les deux évaluations. A la fin de I’expérimentation, 40 souris
sauvages et toutes les souris ob/ob ont été soumises a une injection d’insuline 30 minutes
avant I’anesthésie et sacrifiées pour la récupération du foie, du muscle, du TA et du plasma
pour les différentes analyses présentées ci-apres. Les 60 souris sauvages restantes n’ont pas

été injectées pour pouvoir effectuer des analyses sur les differents tissus a jeun.

2.4. Tests de tolérance a I’insuline et au glucose

Ces tests ont été réalisés a la 16°™ semaine de régime. Afin d’étudier la sensibilité a

I’insuline et au glucose (insulin tolerance test, ITT ; glucose tolerance test, GTT), les souris
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Figure 26 : Principe du dosage multiplex

Le multiplex est un systéeme de lecture sophistiqué permettant la
quantification de plusieurs composés en simultané grace a 1’utilisation de
billes colorées couplées a des anticorps. Les billes sont identifiables les unes
des autres par leur fluorescence. Apres incubation des billes avec les
antigenes et les anticorps couplés aux fluorochromes, les complexes formés
sont analysés par deux lasers, I’'un identifiant le type de bille et 1’autre
verifiant la fixation ou non de I’antigéne.



ont été sevrées pendant 6 heures avant 1’injection en intra-péritonéal (ip) d’insuline (1,2mU/g)
ou de glucose (2mg/g pour les souris sauvages, 1,5mg/g pour les souris ob/ob) (cf. Figure 25).
La glycémie a ensuite été suivie pendant 2 heures. La dose de glucose a été modifiée pour les
souris ob/ob afin d’éviter de passer au-dessus du seuil de détection du glucometre
(600mg/dL), ces souris étant plus intolérantes au glucose que les souris sauvages. Les données
ont ensuite été exprimées en pourcentage de la glycémie basale puis utilisées pour le calcul
d’air sous la courbe, permettant de comparer les réponses des animaux sur la durée totale de
mesure de la glycémie. Lors de I’ITT, une augmentation de la glycémie a été observée a 15
minutes aprés 1’injection, certainement due au stress induit par I’injection d’insuline avant
méme que I’insuline puisse agir sur la glycémie. Ces 15 premicres minutes n’ont donc pas été

prises en compte pour le calcul de 1’air sous la courbe.

2.5. Oxydation ex vivo de palmitate marqué au **C

Lors de I’abattage des animaux, un homogénat de foie ou de muscle a été utilisé afin
de réaliser des analyses d’oxydation du palmitate. Cette technique est basée sur le méme
principe que celle utilisée in vitro (cf. 111.1.3.), consistant a incuber les homogénats avec du
palmitate marqué dans une fiole fermée hermétiquement en présence d’un piégeur de CO,.
Une fois I’incubation terminée, le CO, et le milieu contenant les corps acido-solubles sont
récupérés et le comptage de la radioactivité par scintillation est effectué. Ceci permet le calcul
de I’oxydation totale (CO, formé), partielle (quantité de corps acido-solubles) et la somme des

deux.

2.6. Analyses plasmatiques

Trois types d’analyses ont été réalisées afin d’explorer les concentrations
plasmatiques de molécules d’intérét. Une analyse a l’aide d’un automate a permis la
quantification du glycérol, du cholestérol total, de la glycémie, des AGNE et des TG
plasmatiques. L’insulinémie et 1’adiponectinémie ont ét¢ mesurée a 1’aide de kits enzyme-
linked immunosorbant assay (ELISA). La leptinémie a été mesurée lors d’une analyse au
« multiplexe » permettant la quantification de nombreux composés sur un méme échantillon.
Cette analyse est basée sur la méthode ELISA mais un couplage avec des billes permet
I’analyse de plusieurs composés dans un méme échantillon (cf. Figure 26). Les
concentrations en ghréline, glucagon, glucagon-like peptide-1 (GLP-1) et gastric inhibitory
polypeptide (GIP) ont également été quantifiees par cette méthode pour Vvérifier que la
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régulation hormonale de 1’appétit n’avait pas été affectée par les régimes. Aucune différence

intergroupe n’a d’ailleurs été observée.

2.7. Profils en lipides des tissus, des hématies et du plasma

Les profils en lipides nous renseignent sur ’efficacité des régimes alimentaires a
modifier I’incorporation des AG ou encore a déterminer si le régime considéré est capable
d’induire un changement dans le rapport w6/®3 dans un tissu plutét qu’un autre. Le contenu
en o3 des PL a été mesuré dans le foie, le muscle, le TA, les hématies et le plasma. Ces
données ont été obtenues par extraction des AG par la méthode de Folch. Une séparation sur
colonne des lipides neutres (DG, TG) et des PL a été réalisée dans les tissus et le plasma mais
pas dans les hématies, leur quantité étant trop faible pour pouvoir les séparer. Ces extraits ont
ensuite été soumis a une méthylation par réaction chimique a chaud avec du BF3. Ceci permet
de modifier les AG afin de pouvoir les détecter en CPG et de connaitre ainsi la composition
exacte des extraits lipidiques en AG. Les chromatogrammes obtenus servent ensuite a
quantifier de maniére relative le pourcentage des différents AG par rapport a la quantité totale
d’AG de I’échantillon.

2.8. Cellularité du TA

Nous avons émis I’hypothése que I’hypertrophie et I’hyperplasie pourrait étre
modulée différemment selon la composition en AG du régime alimentaire des souris. Afin de
vérifier cela, nous avons extrait les ADN totaux des cellules lors d’une co-extraction des ARN
et des ADN du TA. Les ARN ont été, dans un premier temps, élués dans la phase aqueuse du
TRIzol® apres centrifugation. Les ADN présents dans 1’autre phase ont été extraits a I’aide de
back extraction buffer (BEB) qui permet d’obtenir deux autres phases, dont la phase aqueuse
qui contient les ADN. Ceux-ci ont ensuite été quantifiés a I’aide d’un Nanodrop® facilitant le
dosage par densité optique a 260nm et 280 nm. La quantité en ng/ml a été rapportée au poids
du tissu avant extraction afin d’avoir une idée précise de la relation entre la quantit¢ de
cellules (proportionnelle a la quantité d’ADN) et le poids total du tissu. Ainsi, plus la valeur
est élevée et plus le tissu est hyperplasique.

L’avantage de cette technique est qu’elle permet la co-extraction ARN/ADN et
I’utilisation de ces deux sources d’informations. L’inconvénient est qu’elle est moins précise
que d’autres techniques telles que I’histologie pour le calcul du diamétre cellulaire,

notamment du fait que le tissu considéré n’est pas exempt d’autres types cellulaires
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(macrophages, préadipocytes, cellules endothéliales) et que I’ADN quantifi€é provient
¢galement de ces cellules. N’ayant pas prévu d’histologie avant 1’abattage des animaux, nous
n’étions pas en mesure d’effectuer une telle analyse, les tissus devant étre déshydratés et mis
en paraffine pour pouvoir étre coupés finement et étre colorés. La tentative de partir de tissus

congelés n’a pas fonctionné, le TA étant un tissu particulieérement mou.

2.9. Dosage des DG et TG hépatiques

Une partie des extraits de lipides a été conservée avant la méthylation (nécessaire a la
CPG) pour faire des analyses complémentaires sur la quantité de TG et DG présents dans les
cellules du foie (cf. Figure 27). Les extraits ont été déposés sur des plaques de silices afin de
séparer les différentes classes de lipides par migration a 1’aide d’une phase mobile composée
d’hexane, de diéthyléther et d’acide acétique. Une fois séparées, les différentes classes sont
¢luées a I’aide d’acétone et dosées par colorimétrie. Ceci fait intervenir un kit enzymatique
qui dégradent les DG et les TG afin d’obtenir du glycérol libre, qui est ensuite dégradé par
une enzyme pour donner un composé coloré. Ce dernier est donc proportionnel a la quantité
de DG ou de TG présents dans 1’échantillon. La densité optique mesurée au

spectrophotometre a bien été proportionnelle a la quantité de lipides déposée en CCM.

2.10. Autres techniques

Dans le but de répondre & la question de la sensibilité a I’insuline des animaux, des
Western blots ont été réalisés afin d’explorer la sensibilité a I’insuline du muscle, du TA et du
foie. Pour cela nous avons évalué la phosphorylation de la protéine kinase AKT sur son résidu
ser473. Elle a ensuite été rapportée a I’expression totale de la protéine AKT. La vérification
des dépbts a été réalisée en quantifiant la GAPDH, trés largement utilisée comme protéine de
ménage.

Des analyses en cartes microfluidiques utilisant la technologie TagMan® ont
également été réalisees sur le muscle et le foie afin de passer en revue un grand nombre de
genes impliqués dans le métabolisme des glucides et des lipides. Pour cela des extraits d’ARN
ont éteé rétro-transcrits en ADN complémentaires puis soumis a 1’analyse. Pour avoir des
informations similaires dans le TA, des RT-gPCR ont été réalisées.

En complément des données sur le TA in vivo, nous avons également réalisé une
étude in vitro sur les adipocytes 3T3-L1 afin d’explorer la différenciation des pré-adipocytes
en adipocytes matures (cf. Figure 28). Ces cellules ont été mises en prolifération dans un
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milieu contenant 10% de sérum de veau feetal. La différenciation a été réalisée en présence de
3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), d’insuline et de dexaméthasone pour induire la
différenciation, et en présence d’OLE, de PAL, d’ALA, d’EPA ou de DHA a 50uM pour
étudier leurs effets lors de la différenciation cellulaire. Durant les 8 jours nécessaires a la
différenciation complete des préadipocytes en adipocytes, des extractions d’ARN ont été
réalisées tous les deux jours afin de suivre la cinétique d’induction des génes de la

différenciation cellulaires.
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1V. Résultats
1. Etudes in vitro

1.1. Oméga-3 et insulino-résistance des cellules musculaires C2C12

IMPACT DES ACIDES GRAS POLYINSATURES OMEGA-3 SUR LE
METABOLISME DU PALMITATE ET L’ INSULINO-RESISTANCE DANS
UN MODELE DE CELLULES MUSCULAIRES C2C12

Article accepté dans le journal Biochimica et Biophysica Acta —Molecular and Cellular

Biology of Lipids.
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LES ACIDES GRAS OMEGA-3 A LONGUE CHAINE REDUISENT LA LIPOTOXICITE INDUITE
PAR LE PALMITATE EN MODIFIANT SON METABOLISME ET SON STOCKAGE DANS LA
CELLULE MUSCULAIRE C2C12.

Introduction : Depuis plusieurs décennies, 1’obésité et le diabéte de type 2 sont au centre des politiques de santé
publique. L’exces d’apport énergétique induit une surcharge cellulaire notamment dans le muscle en composés
lipotoxiques (céramides, diglycérides) dérivés du palmitate, un acide gras saturé. La lipotoxicité engendrée
participe a I’apparition d’une insulino-résistance, particuliéerement fréquente dans le syndrome métabolique et le
diabete de type 2. Une supplémentation en acides gras oméga-3 pourrait étre favorable a une baisse de la
lipotoxicité et de I’insulino-résistance (IR). Nous avons posé ’hypothése que selon ’'oméga-3 utilisé, des effets

spécifiques sur le métabolisme du palmitate dans le muscle squelettique seront observables.

Matériel et méthodes: Des myotubes de la lignée C2C12 ont été traités avec 500M de palmitate, sans ou avec
50uM d’acide alpha-linoléique (ALA), éicosapentaénoique (EPA) ou docosahexaénoique (DHA) pendant 16h et
collectées pour des mesures de fluidité membranaire, de concentration en céramides, de phosphorylation
insulino-dépendante de la protéine AKT et de captation de glucose (deux paramétres indicateurs d’IR). En outre,
I’exploration du métabolisme du palmitate et son incorporation dans les différentes fractions lipidiques
(triglycérides, diglycérides, phospholipides) a été menée apres traitement pendant 3h au palmitate radioactif ([1-
Y] palmitate).

Résultats : L’activation d’AKT, réduite par le palmitate, a été restaurée par les supplémentations en EPA et en
DHA mais pas par ’ALA. Cependant, I’absorption de glucose induite par I’insuline a été significativement
restaurée par les trois oméga-3. Cet effet ne semble pas lié a une modification de I’expression des récepteurs
GLUTTI et 4 par les différents traitements. L’oxydation (partielle et compléte) du palmitate par les myotubes a
été restaurée par ’EPA et le DHA, tandis que ’ALA n’améliore que partiellement ce paramétre. Cette
amélioration est associée a une élévation de 1’expression du géne de la CPTla impliquée dans I’oxydation
mitochondriale suite au traitement a ’EPA et au DHA. L’accumulation de céramides et de DG induite par le
palmitate et réprimant 1’insulino-sensibilité, a été significativement réduite par les trois 3, avec une efficacité
supérieure de I’EPA. En revanche, l'incorporation du palmitate dans les DG n’a été significativement diminuée
que par la supplémentation en EPA et en DHA. Dans le méme temps, la protéine kinase C theta inhibitrice de la
voie de l'insuline reste activée avec I’ALA, tandis que ’EPA et le DHA inhibent son activation. L’ALA a
amélioré partiellement, et I’EPA et le DHA significativement, la fluidité membranaire comparés au palmitate
seul. L’évaluation de I’incorporation de ces AG dans les myotubes traités a reflété cette modulation de fluidité,

montrant une accumulation nette d’ALA, mais surtout d’EPA et de DHA dans les cellules exposées a ces AG.

Conclusion: Contrairement a I’ALA, les traitements a I’EPA et au DHA restaurent I’activation d’AKT, alors que
I’absorption du glucose est améliorée par ces trois AG. Ces effets différentiels restent a explorer puisque les 3
AG limitent I’accumulation de dérivés lipotoxiques, mais seuls I’EPA et le DHA affectent vraiment 1’orientation
du palmitate. L’activation de 1’oxydation mitochondriale, I’inhibition de I’activité¢ de la PKCO par I’EPA et le
DHA apparaissent ainsi cruciale pour I’amélioration du statut cellulaire, démontrant ainsi que les ®3 ont des

effets différentiels sur le métabolisme lipidique des cellules musculaires C2C12.
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Am'fl_e history: Excessive energy intake leads to fat overload and the formation of lipotoxic compounds mainly derived from the
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urated fatty acids (n —3PUFA) may prevent lipotoxicity and IR. The purpose of this study was to examine the
differential effects of n — 3PUFA on fatty acid metabolism and insulin sensitivity in muscle cells. C2C12 myotubes
were treated with 500 uM of PAL without or with 50 pM of alpha-linolenic acid (ALA), eicosapentaenoic acid
(EPA) or docosahexaenoic acid (DHA) for 16h. PAL decreased insulin-dependent AKT activation and glucose

gi{:vgo;f'fatty acids uptake and increased the synthesis of ceramides and diglycerides (DG) derivatives, leading to protein kinase
EPA (B activation. EPA and DHA, but not ALA, prevented PAL-decreased AKT activation but glucose uptake was
DHA restored to control values by all n—3PUFA vs. PAL. Total DG and ceramide contents were decreased by all
Palmitate n—3PUFA, but only EPA and DHA increased PAL (3-oxidation, decreased PAL incorporation into DG and reduced

Fatty acid metabolism
Insulin resistance

protein kinase C0 activation. EPA and DHA emerge as better candidates than ALA to improve fatty acid metabo-
lism in skeletal muscle cells, notably via their ability to increase mitochondrial 3-oxidation.
© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Impaired muscle insulin sensitivity in obesity and metabolic syn-
drome (MetS) may be caused by excess dietary intake of saturated
fatty acids (SFA) [1]. Palmitate (PAL, C16:0) is the most common SFA
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AMP-activated protein kinase; AS160, AKT substrate of 160 kDa; cptl, carnitine
palmitoyltransferase 1; DMEM, Dulbecco's modified eagle medium; DHA,
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nine phosphoribosyltransferase; IR, insulin resistance; IRS-1, insulin receptor substrate-
1; metS, metabolic syndrome; PAL, palmitate; PDK1, phosphoinositide-dependent kinase;
PGC1a, peroxisome proliferator-activated receptor co-activator 1 alpha; PKC, protein ki-
nase C; PL, phospholipid; PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor; RIPA,
radioimmunoprecipitation assay buffer; TRB3, tribbles homolog 3.
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in western diet, and it plays a major role in muscle insulin resistance
(IR). An 8 h-exposure to 600 pM of PAL has been shown to reduce
fatty acid (FA) beta-oxidation (f>-oxidation) in L6 skeletal muscle cells
by 50% [2], thus favoring lipid accumulation. Chavez et al.[3] demon-
strated that PAL treatment increased the formation of lipotoxic com-
pounds such as diglycerides (DG) and ceramides in C2C12 muscle
cells, leading to impaired insulin signaling. DG and ceramides are able
to inhibit insulin receptor substrate-1 (IRS-1) and AKT phosphorylation
via the activation of protein kinases C (PKC) [4,5] and tribbles 3 (TRB3),
a negative regulator of insulin signaling induced by high-fat diet or PAL
in skeletal muscle [6]. Limiting lipid uptake or storage in lipotoxic
fractions and enhancing FA 3-oxidation are two potential strategies to
restore muscle insulin sensitivity [7]. In this context, increasing n — 3
polyunsaturated fatty acids (n —3PUFA) intake is proposed to reduce
lipotoxicity and IR [8,9]. The major dietary n — 3PUFA are the precursor
alpha-linolenic acid (ALA, C18:3n —3) from plant sources and its two
main very-long-chain derivatives eicosapentaenoic acid (EPA,
C20:5n — 3) and docosahexaenoic acid (DHA, C22:6n — 3) from marine
sources. A combination of EPA and DHA has been shown to improve
glucose metabolism and mitochondrial 3-oxidation in human skeletal
muscle cells by increasing insulin-dependent glucose transporter 4
(GLUT4) and peroxisome proliferator-activated receptor co-activator
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la (PGCla)expression and mitochondrial content [10]. EPA alone was
able to increase triglyceride (TG) and phospholipid (PL) esterification
and lipid uptake in human skeletal muscle cells while also stimulating
glucose uptake and oxidation [11]. DHA alone increased the mRNA
content of AMP-activated protein kinase (AMPKa2) in L6 myotubes,
which was associated with the stimulation of FA 3-oxidation [12]. This
same study [12] also found that DHA reduced PAL-induced DG accumu-
lation and enhanced TG synthesis and storage. Very few studies have
investigated the effects of ALA on obesity and associated metabolic
disorders. However, ALA reduced PAL-induced lipotoxicity and apopto-
sis in primary rat hepatocytes [13], whereas a recent study described
ALA as a non-sufficient therapy for high-fat-diet-induced obesity [14].
Here we tested the hypothesis that ALA, EPA and DHA could exert
distinct effects to reduce lipotoxicity during PAL-induced IR in C2C12
muscle cells. Modulation of PAL partitioning in the different lipid
fractions could be one of the mechanisms involved in improving skeletal
muscle metabolism.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Dulbecco's modified eagle medium (DMEM ), phosphatase inhibitor
cocktail, palmitate, diphenyl-hexatriene (DPH, cat. number D208000),
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, cat. number
G9545) primary antibodies, chloroform, methanol, diethyl ether, acetic
acid and L-carnitine (cat. number C0283) were purchased from Sigma-
Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Fatty acid-free bovine serum
albumin (FA-free BSA, cat. number K31-002), fetal bovine serum
(FBS), horse serum, phosphate buffered saline (PBS) and penicillin/
streptomycin mix were from PAA (Velizy-Villacoublay, France).
N — 3PUFA (ALA, EPA and DHA, cat. number 90210, 90110 and 90310
respectively) and glucose uptake assay kit (cat. number 10009582)
were from Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI, USA). Radio-
immunoprecipitation assay buffer (RIPA buffer), phosphor Ser473-
(cat. number 9271) and phosphor Thr308-AKT (cat. number 9275),
total AKT (cat. number 9272), GLUT4 (cat. number 2213), phospho
Thr642 AKT substrate of 160 kDa (AS160, cat. number 4488) and
phospho Thr538-PKC theta (cat. number 9377) primary antibodies
were obtained from Cell Signaling Technology (Leiden, Netherlands).
Rabbit and mouse secondary antibodies were from Bethyl Laboratories
(Montgomery, TX, USA) and DAKO (Les Ulis, France) respectively.
GLUT1 primary antibody (cat. number PA1-46152), enhance chemilu-
minescence (ECL) and Pierce™ BCA protein assay kit were purchased
from THERMO SCIENTIFIC (Villebon sur Yvette, France). BioRad Protein
assay was from BioRad (Marnes-la-Coquette, France). The [1-14C]
palmitate (cat. number NECO75H001MC) was from PERKIN ELMER
(Courtaboeuf, France). TG, DG and PL quantification kit was from Diasys
(Condom, France, cat.number 157109910021).

2.2. Cell culture and differentiation

C2C12 myoblasts were purchased from ATCC. Cells were seeded in
60 mm dishes in enriched DMEM containing 4.5 g/L glucose,
2.4 g/L sodium bicarbonate, 10% FBS and 1% of 100 x Penicillin and
Streptomycin mix (100 UI/mL and 100 pg/mL respectively). Cells
were kept in a humidified, 37 °C and 5% CO, atmosphere. Medium
was changed every 48 h to ensure growth until reaching 80-90% con-
fluence. Then, proliferation medium was replaced by differentiation
medium (2% horse serum instead of 10% FBS) for 5 days before cell
treatment.

2.3. BSA-bound PAL solution for cell treatment with fatty acids

PAL was dissolved in EtOH at 50 mM and was filtrated. Two percent
FA-free BSA and 1% Penicillin/Streptomycin 100 x were dissolved in

100 mL enriched DMEM. Six hundred microliters of PAL was then
added to 14.4 mL supplemented DMEM to reach a2 mM concentra-
tion, sonicated 4 min and heated for 15 min at55 °C.

24. Cell treatment

The BSA-bound PAL solution was diluted 4 times with BSA-enriched
DMEM. In separate tubes, the solution prepared was supplemented
with ALA, EPA or DHA at 50 pM final and were warmed up at 37 °C
to ensure BSA-binding before treatment. Control treatment was a FA-
free BSA-enriched (2%) DMEM containing the same rate of EtOH (2%),
without FA. After differentiation, C2C12 cells were washed 3 times
with PBS and treated with (1) BSA-bound PAL solution at 0.5 mM
(PAL) (2) BSA-bound PAL solution and 50 M ALA (ALA), EPA (EPA)
or DHA supplementation (DHA) for 16 h.

2.5. Immunoblotting

After cell treatment with FA, cells were treated with 100 nM insulin
for 15 min, washed twice with cold PBS and lysed in lysis buffer
(50 mM HEPES, 150 mM sodium chloride, 10 mM EDTA, 10 mM
NaPPi, 25 mM beta-glycerophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10%
Glycerol, 1% sodium orthovanadate, 1% Triton X-100 and 0.5% phospha-
tase inhibitors cocktail). Protein concentration was determined using
BCA protein assay to ensure twenty micrograms of proteins loaded for
separation by SDS-PAGE electrophoresis. Proteins were transferred on
PVDF membranes which were then immunoblotted. Antibody binding
was detected using enhanced chemiluminescence (ECL) Western blot-
ting substrate and visualized by chemiluminescence imaging system
(MF ChemiBIS 2020, Israel). Bands obtained were quantified using
MultiGauge V3.2 software.

2.6. Glucose uptake assay

The 2-NBDG was used as a deoxyglucose-analog probe to evaluate
glucose uptake by C2C12 myotubes using the Cayman glucose uptake
assay kit. After 16 h of treatment with FA, cells were washed in PBS
and starved in DMEM containing 1 g/L glucose, 2% (w/v) FA-free BSA
during 3 h. Cells were then stimulated with 100 nM insulin for 1
h.Cells were washed in Krebs buffer containing 0.5% BSA and incubated
with 2-NBDG (150 pg/ml) for 30 min at 37 °C. After a second wash with
Krebs buffer, cell-based assay buffer (Cayman) supplemented with 0.5%
Triton X-100 was added to cells. The amount of 2-NBDG incorporated
into cells was quantified in cell lysates by fluorescence (excitation/
emission = 485/585 nm) using a Safas Xenius XML (SAFAS, Monaco)
plate reader. Fluorescence emission was normalized to protein content
in cell lysate.

2.7. Membrane fluidity assay

After the 16 h-treatment, cells were collected using trypsin-EDTA,
washed and kept in cold PBS. Diphenylhexatriene (DPH) which is incor-
porated in the double layer of membrane phospholipids was used as
fluorescence probe to follow membrane fluidity. Membrane fluidization
increases mobility of the dye and decreases the intensity of the emitted
parallel component which was measured using Xenius® SAFAS XC
spectrofluorimeter (SAFAS, Monaco). DPH was used at 4 pM final
concentration and added to a constant cell number (evaluated by BCA
protein assay) in 1 mL final volume.

2.8. Cellular lipid profiles

C2C12 cells were harvested using trypsin and collected by centrifu-
gation. After 2 washes in PBS, cell pellets were flushed under nitrogen
and stored at —80 °C until analysis. Lipid extracts were prepared
using the Folch method [15]. The lipid fraction was dried under nitrogen
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and use for methylation in the presence of toluene and boron
trifluoride-methanol for 1 h at 90 °C. After cooling at room temperature,
a saturated solution of sodium bicarbonate and hexane were added to
extract methyl esters. After mixing and centrifugation, the hexane
layer was analyzed for fatty acid methyl ester (FAME) composition by
gas chromatography (GC Trace Thermo Electron Corporation; Waltham,
MA) using a flame ionization detector. Helium was used as carrier gas.
FAMEs were analyzed using a silica CP-Sil 88 capillary column (100 m/
0.25 mm internal diameter/0.20 um film thickness, Varian; Palo Alto,
CA).

2.9. Intracellular flux of PAL

C2C12 cells were seeded in 12.5 cm? flasks with vented caps, differ-
entiated and treated for 16 h as described in the cell treatment section.
All the groups were then incubated for 3 h at 37 °C 5% CO, in DMEM
containing 4,5 g/L glucose, 0.38 mM fatty acid-free BSA, 1 mM L-carni-
tine, and 0.5 mM PAL of which 20 uM was [1-14C] PAL (2 uCi/mL). ALA,
EPA or DHA at 50 uM were added along the incubation in the corre-
sponding group. CO, trapping was performed using benzethonium hy-
droxide at room temperature for 45 min, on media collected and
treated with perchloric acid at 40% (vol/vol). Cell homogenates were
scrapped and lysed in order to realize lipid extraction. Lipid extraction
was done according to the Folch method [15]. Thin layer chromatogra-
phy (TLC) was performed on lipid extracts to separate the different
classes of lipids (PL, TG and DG). TLC on silica gel plates was done in
duplicate using hexane:diethylether:acetic acid (74:25:1) as the mobile
phase. Lipid spots were visualized with iodine for excision. Radioactivity
and total quantification was quantified in each spot by liquid scintilla-
tion and enzymatic Kits respectively (Diasys, ref.157109910021 for PL,
TG and DG). All values obtained with liquid scintillation were reported
to specific activity of the [1-'C] PAL treatment and normalized to
protein levels evaluated by BioRad Protein assay.

2.10. Ceramides content analysis

After the 16-h treatment with FA, cells were washed three times
with PBS and harvested using trypsin for 5 min before centrifugation.
Supernatant was removed and cells were washed twice and flushed
under nitrogen. Cells were kept at — 80 °C until lipid extraction using
the Bligh and Dyer method [16]. Ceramide quantification was per-
formed in acetronitrile:methanol (1:1) as mobile phase using LC-MS/
MS (alliance 2695 Waters/TSQ Quantum Ultra Thermo Electron).

2.11. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction

RNA extraction was performed using TRIzol® (Invitrogen, 1 mL/
10 cm?) according to the manufacturer's instructions. Chloroform was
added (0.2 mL/mL of TRIzol®) and samples were mixed and centrifuged
15 min at 12,000 g and 4 °C. Aqueous phase containing ribonucleic acid
(RNA) was collected, mixed with isopropanol to precipitate RNA and
centrifuged (12,000 g, 4 °C, 15 min). After centrifugation, the pellet
was washed with ethanol 70% (vol/vol), dried and suspended in
water. RNA quantification and integrity were verified by measuring
the ratio of optical density at 260 nm and 280 nm and by agarose gel mi-
gration, respectively. Two micrograms of total RNA was used to realize
reverse transcription. Quantitative real time polymerase chain reaction
(gRT-PCR) was perform to evaluate gene expression using specific
primers and Rotor-Gene SYBR Green PCR master mix on a Rotor-Gene
Q system (Qiagen). Messenger RNA (mRNA) quantification was assayed
with Rotor-Gene software, using standard curve of native cDNA and se-
rial dilutions. Hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase (hprt)
gene was used as housekeeping gene. The sequences of the sense and
antisense primers used for amplification were as described: Cpt1a, 5’
GATGACGGCTATGGTGTTTCCTAC3' and 5'TCCCAAAGCGGTGTGAGTCT
G3’; Cptlb, 5’TGGGACTGGTCGATTGCATC3’ and 5'TCAGGGTTTGTCGG

AAGAAGAA3’; Fat/cd36, 5'TTGTACCTATACTGTGGCTAAATGAGA3' and
5'CTTGTGTTTTGAACATTTCTGCTT3’; hprt, 5'TTGCTGACCTGCTGGATT
AC3’ and 5’ AGTTGAGAGATCATCTCCAC3’; hsl, 5’'GTTACCACCCTGCAGT
CCTC3’ and 5’AATGGTCCTCTGCCTCTGTC3’; pgcla 5'GAAGTGGTGTAG
CGACCAATC3’ and 5’AATGAGGGCAATCCGTCTTCA3'; pparg 5'CAAGAA
TACCAAAGTGCGATCAA3' and 5'GAGCTGGGTCTTTTCAGAATAATAAGS'.

2.12. Statistical analysis

All data are presented as mean 4+ standard error about the mean
(SEM). To avoid bias between replicates of experiments on intracellular
flux of PAL, membrane fluidity and qRT-PCR, data were normalized to
the control of the same experiment. One-way analysis of variance
(ANOVA) was used to compare each treatment. If significant (p value
<0.05), one-way ANOVA was followed by Fischer’s Least Significant
Difference post hoc test. All statistical analyses were performed using
StatView version 5.0 (SAS Institute Inc.).

3. Results
3.1. PAL-induced impairment of glucose uptake was reversed by n —3PUFA

We first evaluated the effect of the different fatty acid treatments on
myotube glucose uptake using a fluorescent deoxyglucose analog
(Fig.1A). Insulin-stimulated glucose uptake was significantly decreased
in myotubes exposed to PAL compared to controls (p < 0.05), whereas it
was restored to control values with ALA, EPA and DHA supplementa-
tions (p < 0.001, p < 0.05 and p < 0.001 vs. PAL, respectively). As AKT
plays a central role in insulin response, AKT phosphorylation on serine
473 and threonine 308 was used as a marker of insulin sensitivity
(Fig. 1B and C). PAL significantly decreased AKT phosphorylation on
both residues compared to control (p < 0.0001). EPA and DHA (p <
0.0001) similarly restored serine and threonine phosphorylation of
AKT compared to PAL alone (p < 0.0001), whereas ALA had no effect
(p = 0.17). However, the phosphorylation of AKT substrate (AS160,
Fig. 1D), involved in GLUT4 translocation to the membrane, was not
modulated by treatments. Furthermore, no differences between groups
were observed on protein expression of glucose transporters GLUT1
(Fig. 1E) and GLUT4 (Fig. 1F).

3.2. Membrane fluidity was improved by EPA and DHA

The phosphorylation cascade involved in insulin signaling requires
protein-protein interactions and could be influenced by membrane flu-
idity. Treatment with PAL did not significantly modulate the membrane
fluidity of C2C12 myotubes compared to controls (Fig. 2). However, EPA
and DHA supplementations led to a significant decrease in anisotropy
indicating a greater membrane fluidity compared to PAL alone
(p <0.02 and p < 0.005 vs. PAL, respectively). ALA supplementation
only partially improved membrane fluidity vs. PAL (p = 0.086). To fur-
ther understand how EPA and DHA improved membrane fluidity and
could modulate intracellular insulin signaling events, cellular lipid pro-
files were analyzed by gas chromatography (Table 1). PAL enrichment
was increased in all PAL-treated conditions with or without supplemen-
tations compared to the control (p < 0.01). ALA supplementation only
slightly increased its incorporation into cellular lipids (2%), whereas
EPA and DHA incorporation increased by 14% in the corresponding
treatment compared to PAL alone (p < 0.001). The enrichment in
docosapentaenoic acid (DPA, C22:5 n—3), an intermediate in DHA
formation from EPA was not significantly modulated by any of the
treatments (p = 0.1), but tended to be increased in myotubes exposed
to EPA supplementation. Other quantified fatty acids are provided in the
Supplementary table.
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Fig. 1. Glucose uptake and signaling proteins in C2C12 treated cells. Cells were treated with PAL without or with ALA, EPA or DHA for 16 h. (A) Cells were starved for 3 h before insulin
stimulation and the measurement of deoxyglucose analog uptake (n = 26 obtained after six independent experiments). (B-D) Cells were stimulated with 100 nM insulin for 15 min
and lysed in RIPA buffer supplemented with phosphatase inhibitors cocktail. Proteins were separated and transferred on PVDF membranes for immunoblotting of serine 473 (B) and thre-
onine 308 (C) phosphorylation of AKT, phosphorylation of AKT substrate of 160 kDa (AS160) on the threonine 642 residue (D), and glucose transporters GLUT1 (E), GLUT4 (F) (n =6
obtained after three independent experiments). Data are presented as mean + SEM. Means with different letters were significantly different (p < 0.05) as determined by ANOVA and
Fischer PLSD post-hoc test between groups. ALA: alpha-linolenic acid, EPA: eicosapentaenoic acid, DHA: docosahexaenoic acid, PAL: palmitate.

3.3. PAL beta-oxidation was improved by EPA and DHA

To study the impact of n — 3PUFA on PAL channeling in skeletal mus-
cle, we treated C2C12 myotubes with [1-1%C] PAL to study its partial
(acid-soluble products, ASP) and total (CO,) p-oxidation. Complete 3-
oxidation of [1-1%C] PAL was comparable between groups (Fig. 3A)
whereas fewer ASP were produced in the presence of PAL alone
(Fig. 3B, p < 0.05 vs. control). Adding ALA did not modulate the effect
of PAL, whereas EPA partially restored (p = 0.15 vs. PAL) and DHA sig-
nificantly normalized the production of ASP to control levels (p < 0.01

vs. PAL). Thus, total 3-oxidation (Fig. 3C, CO, + ASM) was significantly
decreased with PAL treatment (p < 0.01 vs. control) and fully restored in
EPA and DHA groups vs. control (p < 0.05 vs. PAL). In contrast, PAL 3-
oxidation in the ALA-supplemented treatment only tended to be
increased vs. PAL treatment (Fig. 3C, p = 0.08).

3.4. PAL-induced lipotoxicity was modulated by EPA and DHA

[1-1%C] PAL incorporation into PL and TG fractions was not different-
ly affected by FA treatment of C2C12 myotubes (Fig. 3D and E).
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Fig. 2. Membrane fluidity in C2C12 treated cells. Cells were treated with PAL without or
with ALA, EPA or DHA for 16 h. Myotubes were submitted to anisotropy analysis, inversely
correlated to membrane fluidity (n = 8 obtained after five independent experiments).
Data are presented as mean 4 SEM. Means with different letters were significantly
different (p < 0.05) as determined by ANOVA and Fischer PLSD post-hoc test between
groups. ALA: alpha-linolenic acid, EPA: eicosapentaenoic acid, DHA: docosahexaenoic
acid, PAL: palmitate.

However, ALA, EPA or DHA treatments significantly decreased [1-*C]
PAL incorporation into the DG fraction compared to PAL (Fig. 3F, p <
0.05). We also quantified total PL, TG, and DG content in myotubes.
Total PL content did not differ between groups (Fig. 4A). Total TG con-
tent was significantly decreased with EPA and DHA treatments vs. con-
trols and PAL treatment (p < 0.01 and p < 0.001 respectively), whereas
the effect of ALA was only significant when compared to PAL alone
(Fig. 4B, p < 0.05). ALA, EPA or DHA treatments significantly decreased
total DG level compared to PAL alone (Fig. 4C, p < 0.05, p <0.05 and
p <0.01, respectively). Finally, total ceramide content strongly increased
in myotubes exposed to PAL but was restored to control levels in all
n — 3 PUFA treatments (Fig. 4D, p < 0.05 vs. PAL).

3.5. PAL-induced PKCO phosphorylation was reversed by EPA and DHA

As n — 3PUFA supplementation led to decreased DG and ceramide
contents, these improvements were expected to modulate PKCH activa-
tion and insulin signaling. PKCH activation on threonine 538 residue was
markedly increased by PAL treatment compared to control (Fig. 5A,
p<0.0001). Among n — 3PUFA treatments, EPA and DHA were able to

Table 1
Cellular content of PAL and n —3PUFA in C2C12 treated cells.

inhibit PKCH phosphorylation (p < 0.0001 and p < 0.001 vs. PAL)
whereas ALA had no effect.

3.6. PAL-induced trb3 gene expression was reversed by EPA and DHA

To evaluate whether the modifications in insulin signaling were
related to TRB3, we evaluated trb3 gene expression in C2C12 myotubes
exposed to FA treatments. We found that trb3 mRNA levels were
increased in PAL and ALA conditions compared to controls (Fig. 5B, p <
0.0001). In agreement with the variation in AKT activation, both EPA
and DHA supplementations restored trb3 mRNA levels to control values
(p<0.0001 vs. PAL).

3.7. N —3PUFA modulated gene expression of mitochondrial 3-oxidation
and lipid metabolism markers

To further decipher the differential effects of n — 3PUFA, we investi-
gated the gene expression profiles of key proteins involved in mito-
chondrial biogenesis and 3-oxidative capacity (Fig. 6A, B and C). The
mRNA levels of carnitine palmitoyl transferase 1a (cptla) were similar
in PAL and ALA conditions vs. control (Fig. 6A). A strong increase of
cptla gene expression was observed in EPA and DHA-supplemented
conditions (p < 0.001 vs. PAL, p < 0.0001 vs. PAL respectively). Carnitine
palmitoyl transferase 1b (cpt1b) gene expression was significantly
increased in PAL, ALA and DHA treatments (p < 0.01, p < 0.01 and
p < 0.05 vs. control respectively) but not in EPA treatment (p = 0.118
vs. control) (Fig. 6B). Gene expression of peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1a (pgcla) was decreased in all
PAL conditions vs. control, with or without n — 3PUFA supplementation
(Fig. 6C).

Fig. 6 (panels D-F) illustrates the effect of FA treatments on mRNA
levels of proteins involved in lipid transport (fatty acid transporter,
fat/cd36), lipolysis (hormone sensitive lipase, hsl) and lipogenesis
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma, pparg). Gene
expression of fat/cd36 was decreased in PAL, ALA and EPA conditions
(Fig. 6D, p < 0.001 vs. control). DHA supplementation of PAL-treated
cells totally restored fat/cd36 gene expression compared to PAL treat-
ment (p < 0.01 vs. PAL). Hsl mRNA level was only modulated in DHA-
supplemented myotubes, inducing a significant increase compared to
other conditions (Fig. 6E). Messenger RNA level of pparg was not
differentially regulated between treatments (Fig. 6F).

4. Discussion

The PAL-mediated inhibition of insulin signaling in skeletal muscle
has been extensively described. It is well known that PAL represses in-
sulin response in C2C12 muscle cells [17,18]. There is growing evidence
pointing to the beneficial effects of n — 3PUFA on insulin sensitivity in
animals and humans [19], but the specific effects of the main n—3
PUFA, i.e. ALA, EPA and DHA, remain unknown. Here we show almost
complete restoration of AKT activation and fatty acid metabolism in

C2C12 cells were harvested using trypsin and collected by centrifugation. Lipid extracts were methylated and purified before gas chromatography analysis. Results were expressed as a
percentage of total fatty acids detected. ND stands for not detectable fatty acid. (n = 3 obtained after two independent experiments). Data are presented as mean + SEM. Means with
different letters were significantly different (p < 0.05) as determined by ANOVA and Fischer PLSD post-hoc test between groups. ALA: alpha-linolenic acid, EPA: eicosapentaenoic acid,

DHA: docosahexaenoic acid, PAL: palmitate.

CTRL PAL PAL + ALA PAL + EPA PAL + DHA

% of total fatty acids
C16:0 13.9+2.04b 4294 +£095a 36.72 £ 6.12a 35254+ 243a 33.08 £ 2.66 a
C18:3n—3 ND <1%b 296 £034a <1%b <1%b
C20:5n—3 0.49 £ 0.06 b 0.40 £ 0.03 b 0.75 +£ 0.03 b 15.18 £ 1.33a 040+ 0.15b
C22:5n—-3 1.33 £ 0.28 ab 0.86 4+ 0.14 b 133+ 033ab 196 £021a 096+ 035b
C22:6n—3 1.394+0.39b 0.67 £0.10b 0.80 +£ 0.07 b 0.54 £ 0.04b 1469 +1.04a

<1%, mostly undetectable.
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Fig. 3. [1-"C] PAL R-oxidation and incorporation in C2C12 treated cells. Cells were treated with PAL without or with ALA, EPA or DHA for 16 h, followed by a 3-h incubation with [1-14C]
PAL. (A) CO,, (B) C-acid soluble products (*4C-ASP) were counted by liquid scintillation to evaluate complete, partial 3-oxidation and (C) the sum (*4C02 + 'C-ASP), respectively.
Lipids were extracted and submitted to TLC for PAL incorporation analysis in (D) '“C-phospholipid, (E) 'C-triglyceride and (F) '“C-diglyceride fractions. Means with different letters
were significantly different (p < 0.05) as determined by ANOVA and Fischer PLSD post-hoc test between groups (n = 10 obtained after five independent experiments). ALA: alpha-
linolenic acid, EPA: eicosapentaenoic acid, DHA: docosahexaenoic acid, PAL: palmitate.
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Fig. 4. Quantification of lipid fractions in C2C12 treated cells. Cells were treated with PAL without or with ALA, EPA or DHA for 16 h. (A-C) Lipid extracts were separated by TLC.
(A) Phospholipids, (B) triglycerides, (C) diglycerides were scrapped, eluted from silica gel and quantified using a kit (n = 8 obtained after four independent experiments).
(D) Ceramides were quantified by LC-MS/MS (n = 6 obtained after three independent experiments). Means with different letters were significantly different (p < 0.05) as determined
by ANOVA and Fischer PLSD post-hoc test between groups. ALA: alpha-linolenic acid, EPA: eicosapentaenoic acid, DHA: docosahexaenoic acid, PAL: palmitate.
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Fig. 5. PKC phosphorylation and Trb3 gene expression in C2C12 treated cells. Cells were
treated with PAL without or with ALA, EPA or DHA for 16 h. (A) Cells were then stimulated
with 100 nM insulin for 15 min and lysed in RIPA buffer supplemented with phosphatase
inhibitors cocktail. Proteins were separated and transferred on PVDF membranes for im-
munoblotting to detect phosphorylation of protein kinase C theta (PKCO) on threonine
538 residue (n = 6 obtained after three independent experiments). (B) Cells were then
lysed in TRIzol® before RNA extraction and reverse transcription. Quantitative PCR were
then performed to study gene expression of Trb3 (n = 6 obtained after four independent
experiments). Data are presented as mean 4+ SEM. Means with different letters were
significantly different (p < 0.05) as determined by ANOVA and Fischer PLSD post-hoc
test between groups. ALA: alpha-linolenic acid, EPA: eicosapentaenoic acid, DHA:
docosahexaenoic acid, PAL: palmitate.

C2C12 myotubes exposed to PAL in the presence of added EPA and DHA.
Only DHA was previously studied at physiological doses, showing
protective effect against insulin resistance in C2C12 myotubes [20].
Surprisingly, we found that despite no improvement in insulin-
induced AKT activation, ALA nevertheless improved C2C12 glucose up-
take. However, neither GLUT1 protein expression which is involved in
basal glucose uptake [21], nor downstream targets of AKT, i.e. AS160
phosphorylation and GLUT4 protein expression which are functionally
connected [22], were differentially regulated between fatty acid treat-
ments, even in the PAL-treated group compared to the control group.
It has been demonstrated in AKT2-null mice that AKT2 mediated glu-
cose uptake [23] whereas AKT1 was implicated in protein synthesis
[24]. Here we investigated the pan-AKT and we cannot dissociate the al-
teration of one or another isoform. We cannot rule out the hypothesis
that AKT1 phosphorylation was more affected than the phosphorylation
of AKT2 during PAL treatment. Furthermore, AS160 could be phosphor-
ylated by an AKT-independent mechanism, involving the activation of
PKCzeta by phosphoinositide-dependent kinase (PDK1) [25,26].
However, phosphorylation of PDK1 and PKCzeta on their activation
sites (serine 241 and threonine 410, respectively) were not modulated

in our experiment (data not shown). In addition to the PI3-K/AKT
pathway, insulin is also involved in the activation of the Rac1/TC10
pathway which has been demonstrated to favor tethering of GLUT4 ves-
icle to the plasma membrane before fusion [27]. This pathway was
found to be impaired by ceramides [28] which were decreased by all
n— 3PUFA treatments of C2C12 myotubes in the present study. As in-
vestigation of this pathway was not performed in this study, we can
only hypothesize its involvement in the alteration of glucose uptake
and a beneficial effect of ALA, EPA and DHA on its regulation. Further-
more, previous studies have highlighted the importance of membrane
fluidity in the regulation of the insulin signaling pathway [29]. As EPA
and DHA improved membrane fluidity and ALA tended to improve it
in comparison to PAL treatment, these results could partially explain
the improvement in glucose uptake with all n—3PUFA. Finally,
Alkhateeb et al. demonstrated in soleus muscle of male Sprague-
Dawley rats that PAL could deteriorate muscle glucose uptake through
two distinct pathways [30]. The first one was acute and involved an im-
paired AS160 phosphorylation and an impaired GLUT4 translocation to
the membrane [30]. The second one occurred after 12 h of treatment
and was associated with a markedly reduced intrinsic activity of
GLUTA4 thus further participating to a decreased glucose uptake [30].
Therefore, a specific impact of n —3PUFA on the intrinsic activity of
GLUT4 cannot be ruled out. Although ALA restored glucose uptake in
isolated muscle cells, in vivo experimentations argue that ALA has a
weaker protective effect against insulin resistance than EPA and DHA.
Indeed, Andersen et al.[31] demonstrated in rats that EPA and DHA
had similar effects on whole-body insulin sensitivity whereas ALA had
no significant effect. Robbez Masson et al.[32] also found no beneficial
effects of ALA during insulin tolerance tests on fructose-fed rats.

To explain the differential effects of n — 3PUFA on insulin sensitivity,
we raised the hypothesis that n —3PUFA could alter PAL metabolism
and thus modulate its lipotoxic effects. Our data showed that partial
and total -oxidation were decreased during PAL treatment. These
data are in agreement with previous studies showing decreased FA 3-
oxidation in L6 myotubes exposed to 200-800 uM of PAL during
8 h[2]. Decreased PAL [-oxidation has also been observed in cultured
human myotubes from patients with type 2 diabetes [33]. Interestingly,
we found that low doses of EPA and DHA were able to restore PAL 3-
oxidation. Preventive effects of DHA [12], EPA [34] or a 1:2.5-ratio com-
bination of DHA plus EPA [10] have been observed on [3-oxidation in
skeletal muscle cells after a 24-h treatment. Here we also demonstrated
a specific enhancement of cptla gene expression in the presence of
similar doses of EPA and DHA within 16 h which could at least partially
explain the failure of ALA supplementation to restore PAL 3-oxidation.
DHA was previously found to increase cptla mRNA levels at lower
doses in C2C12 myotubes and using a nutritional supplementation in
mice [20]. The expression of Cpt1b and pgcla genes was not modulated
by n — 3PUFA in PAL-exposed myotubes, confirming previous observa-
tions in the gastrocnemius muscle from obese mice fed a high-fat diet
[35].

Besides alterations in its 3-oxidative rate, PAL treatment induced
PAL incorporation into DG compared to control cells and also signifi-
cantly increased total DG and ceramide contents. Interestingly, we
showed for the first time that even a low dose of n —3PUFA (50 uM)
was able to reduce PAL incorporation into DG and decrease total DG
and ceramide content. Similarly, Coll et al. (16) demonstrated that PAL
incorporation into DG was higher with PAL alone compared to oleate
and that the combination of 500 UM PAL to 300 UM oleate alone promot-
ed TG accumulation at the expense of DG vs. PAL [17]. Thus monounsat-
urated fatty acids inhibit the production of lipotoxic derivatives by
increasing the storage of PAL into TG. Likewise, EPA and DHA decreased
PAL incorporation into DG or ceramides by preferentially addressing the
FA to mitochondrial 3-oxidation. The decrease in myotube DG content
in the presence of DHA could also be related to the increase in hsl
gene expression. Furthermore, in agreement with previous results ob-
tained with very high doses (600 uM) of n —3PUFA [11], the increase
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Fig. 6. Gene expression of markers involved in lipid metabolism in C2C12 treated cells. Cells were treated with PAL without or with ALA, EPA or DHA for 16 h. Cells were then harvested and
lysed in TRIzol® before RNA extraction and reverse transcription. Quantitative PCR were then performed to study gene expression of (A) carnitine palmitoyl-transferase 1a (cptla),
(B) carnitine palmitoyl-transferase 1b (cpt1b), (C) peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1a (pgcla), (D) fatty acid transporter (fat/cd36), (E) hormone sensitive
lipase (hsl) and (F) peroxisome proliferator-activated receptor gamma (pparg). Data are presented as mean 4+ SEM. Means with different letters were significantly different (p < 0.05) as
determined by ANOVA and Fischer PLSD post-hoc test between groups (n = 8 obtained after four independent experiments). ALA: alpha-linolenic acid, EPA: eicosapentaenoic acid, DHA:

docosahexaenoic acid, PAL: palmitate.

in fat/cd36 mRNA levels in DHA-treated cells compared to PAL alone
suggested increased lipid uptake by C2C12 muscle cells to facilitate
fatty acid oxidation. Lanza et al. also observed that supplementation
with fish oil containing both EPA and DHA reduced ceramide content
in muscles from mice fed a high-fat diet [36]. The present study suggests
that the impact of EPA and DHA on DG and ceramide contents
prevented PKC activation and thus PAL-induced AKT inhibition [18,
37]. In contrast, despite a reduction in DG and ceramide contents, ALA
supplementation still had a weaker effect on PAL oxidation compared
to EPA and DHA and failed to prevent PAL incorporation into DG,
which is consistent with the fact that ALA did not reduce PAL-induced
PKC activation or PAL-induced AKT inhibition.

Furthermore, TRB3 gene expression was higher in PAL and
PAL + ALA conditions, mimicking the pattern of PKC activation. Ding
et al. demonstrated that TRB3 protein expression was partially activated
by PKC zeta isoform in hepatic HepG2 cells [38]. The signaling pathways
that activate TRB3 are not yet fully understood, and therefore other PKC
isoforms might modulate TRB3 expression and regulate insulin signal-
ing pathways in muscle cells.

In summary, PAL-induced IR is differentially modulated by
n— 3PUFA in muscle cells. EPA and DHA improve PAL metabolism
by enhancing PAL 3-oxidation and decreasing PAL incorporation
into lipotoxic compounds. These effects could be due to the modula-
tion of key genes involved in fatty acid metabolism, especially those
involved in B-oxidation. The effects of ALA on PAL metabolism were
limited and probably not sufficient to reduce the deleterious impacts

of PAL on C2C12 muscle cells, despite the observed improvement of
glucose uptake. Since ALA, DHA and EPA had differential effects on
lipid metabolism but similar effects on glucose uptake, the modula-
tion of lipotoxicity in myotubes and glucose uptake are then proba-
bly unrelated. Only the alterations in PKC6 activation and Trb3
gene expression could link the effects of DHA and EPA on lipid me-
tabolism to the restoration of AKT phosphorylation by insulin. EPA
and DHA emerge as better candidates than ALA to improve fatty
acid metabolism in skeletal muscle cells, notably via their ability to
increase mitochondrial 3-oxidation. These results are in total agree-
ment with the recommendation for the intake of both ALA and its
derivatives DHA and EPA in humans. Despite the observation that
ALA could exert specific effects on insulin signaling, without any
significant conversion to EPA and DHA, only a marked incorporation
of these two last fatty acids increased muscle oxidative capacities.
Further studies are still necessary to determine if nutritional supply
of ALA could be effective to maintain adequate EPA and DHA tissue
content and beneficial metabolic effects.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.bbalip.2015.10.003.
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ROLE DE LA p3SMAPK DANS L’INFLAMMATION INDUITE PAR LE PALMITATE ET EFFET
ANTI-INFLAMMATOIRE DES ACIDES GRAS POLYINSATURES OMEGA-3

Introduction : L’obésité est fréquemment associée a une insulino-résistance (IR). Le palmitate (PAL) est un
acide gras saturé pouvant induire une IR au niveau musculaire. 1l a également été démontré qu’il a la capacité
d’induire une inflammation via le récepteur au lipopolysaccharide (LPS) (toll-like receptor 4, TLR4) et
I’activation du facteur de transcription nuclear factor-kappa B (NF-«B). Il induirait ensuite 1’expression des
génes de ’interleukine-6 (IL-6), du tumor necrosis factor alpha (TNF-a) et de la cyclooxygénase 2 (COX-2)
impliqués dans I’inflammation. La diminution de la réponse a I’insuline dans le muscle squelettique pourrait
donc étre influencée par le statut inflammatoire du tissu. En outre, une activation de la voie inflammatoire p38
mitogen-activated protein kinase (p38MAPK) a également été observée aprés un traitement de cellules
musculaires au PAL ou au LPS et pourrait ainsi expliquer la relation entre inflammation et IR. En effet, le DHA
permet d’inhiber I'IR, ’expression de cytokines pro-inflammatoires et I’activation de la p38MAPK. Dans cette
étude, nous avons exploré le role de la p38MAPK dans I’inflammation induite par le PAL et la capacité de

I’ALA, de ’EPA et du DHA a I’inhiber.

Matériels et méthodes : Des cellules musculaires C2C12 ont été exposées a 500uM de PAL en présence ou
absence d’un inhibiteur de la voie p38MAPK (10uM SB203580, SB) durant 16 heures. Aprés incubation, les
protéines ou les ARN ont été extraits afin de quantifier la phosphorylation de la p38MAPK, la phosphorylation
de la kinase AKT, et ’expression des geénes d’IL-6, TNF-o et COX-2.

Résultats : Apres 16h d’incubation, une activation de la p38MAPK a été induite par les traitements au PAL.
Alors qu’une co-incubation en présence d’ALA n’a pas eu d’effet sur cette activation, I’ajout d’EPA ou de DHA
a totalement inhibé I’activation de la protéine p38MAPK. L’implication de cette kinase dans 1’induction de
I’inflammation par le PAL a été démontrée par I’inhibition de I’induction de I’expression des génes IL-6, TNF-a
et COX-2 aprés 16h d’incubation au PAL par I’utilisation de SB. L’EPA et le DHA réduisent aussi
significativement cette induction. Quant a I’ALA, il n’a permis qu’une inhibition partielle de I’expression de ces
genes induits par le PAL. Aprés 16h de traitement et une stimulation a I’insuline (100nM), nous avons confirmé
que I’activation d’AKT a été restaurée par I’EPA et le DHA. Toutefois 1’ajout de SB durant le traitement n’a pas
permis de restaurer son activation dans les groupes PAL et PAL + ALA et n’a pas eu d’effet additif dans les
groupes EPA et DHA.

Conclusion : Les expérimentations menées suggerent que I’activation de la p38MAPK est cruciale dans le statut
inflammatoire des cellules musculaires C2C12 traitées au PAL. Toutefois cette voie ne semblerait pas impliquée
dans I'IR des cellules musculaires. Les AGPI n-3 EPA et DHA ont démontré un effet anti-inflammatoire
important qui semble étre li¢ a I’activation de cette kinase. A I’inverse et en accord avec les résultats sur
I’insulino-sensibilité, I’ALA semble moins efficace pour réduire I’inflammation induite par le PAL dans le

muscle squelettique.
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Introduction

L’obésité est associée a un risque accru de développer une insulino-résistance (IR) et une
inflammation de bas-grade, conduisant au syndrome métabolique et au diabéte de type 2.
L’acide gras saturé¢ (AGS) palmitique (PAL), est capable d’induire une IR en inhibant la
phosphorylation de la protéine AKT sur son résidu ser473 (Chavez et al. 2003). Le PAL est
aussi capable d’induire une inflammation dans les cellules musculaires. Ainsi, le PAL induit
I’activation du nuclear factor-kappa B (NF-«xB) en favorisant la dégradation de la sous-unité
inhibitrice 1kBa dans les cellules musculaires C2C12 (Jove et al. 2005; Jove et al. 2006). Le
PAL induit également 1’activation des kinases de la famille des mitogen-activated protein
kinases (MAPK) p38MAPK et extracellular signal-regulated kinases (ERK) qui peuvent
¢galement participer a I’inflammation musculaire (Pillon et al. 2012). L’activation du facteur
de transcription NF-xB par le PAL serait partiellement due a son action via le récepteur toll-
like receptor 4 (TLR4) qui est également le récepteur du lipopolysaccharide (LPS) (Radin et
al. 2008). De plus, le LPS et le PAL ont des effets similaires sur 1’inflammation dans les
cellules musculaires C2C12 (Capel et al. 2015). Aprés 16 heures d’incubation avec du PAL
ou du LPS, ces cellules musculaires présentaient une augmentation de I’activation de la
p38MAPK et de I’expression génique des cytokines pro-inflammatoires interleukine-6 (IL-6)
et tumor necrosis factor alpha (TNF-a) ainsi que de la cyclooxygénase 2 (COX-2) impliquée
dans la synthése de prostaglandines (Capel et al. 2015). Les acides gras polyinsaturés oméga-
3 (w3) pourraient contrecarrer I’effet du PAL de par leur propriété anti-inflammatoire (Wall et
al. 2010). En effet, nous avons démontré que 30uM d’acide docosahexaénoique (DHA)
réduisait 1’activation de la p38MAPK et ’expression des cytokines aprés 16 heures
d’incubation avec du PAL ou du LPS (Capel et al. 2015). Les acides alpha-linolénique (ALA)
et éicosapentaénoique (EPA) pourraient avoir des effets similaires ou différents sur
I’inflammation et I’IR en comparaison avec le DHA.

Dans cette partie de résultats, les effets communs et spécifiques des ®3 ALA, EPA et DHA
sur I’inflammation induite par le PAL dans les cellules musculaires ont été recherchés.
L’utilisation d’un inhibiteur de la p38MAPK, le SB203580, nous a permis d’étudier

I’importance de cette kinase et de comparer ses effets a ceux obtenus avec les ®3.
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Matériels et méthodes

Réactifs et produits

Le milieu Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), le cocktail d’inhibiteurs de
phosphatases, le PAL, le LPS d’Escherichia coli 0111:B4, les anticorps primaires anti-
glyceraldéhyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), anti-p38MAPK diphosphorylée
(Thr180 et Tyr182) et anti-p38MAPK totale ont été commandés chez Sigma Aldrich (Saint-
Quentin Fallavier, France). L’albumine bovine exempte d’acide gras (BSA), le sérum de veau
feetal (SVF), le sérum de cheval, la solution tamponnée phosphate-buffered saline (PBS) et le
mélange pénicilline/streptomycine proviennent de chez PAA (Velizy-Villacoublay, France).
Les acides gras oméga-3 (ALA, EPA et DHA) ont été achetés chez Cayman Chemicals (Ann
Arbor, MI, USA). Le tampon Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA), les anticorps
primaires anti-AKT phosphorylée (Ser473), anti-AKT totale et le SB203580 ont été
commandés chez Cell Signaling (Leiden, Netherlands). Les anticorps secondaires anti-lapin et
anti-souris proviennent de chez Bethyl Laboratories (Montgomery, TX, USA) et DAKO (Les
Ulis, France), respectivement. L’enhance chemiluminescence (ECL), le TRIzol® et le kit de
dosage protéique Pierce™ ont été achetés chez Thermo-Scientific (Villebon sur Yvette,

France).

Culture cellulaire et différenciation

Les myoblastes de la lignée cellulaire C2C12 ont été commandés chez ATCC (Molsheim,
France). lls ont été ensemencés avec du DMEM enrichi contenant 4,5¢/L de glucose, 2,4g/L
de bicarbonate de sodium, 10% de SVF et 1% de pénicilline et streptomycine 100X
(100UI/mL et 100upg/mL respectivement, P/S). Les cellules ont été gardées dans un
environnement humide a 37°C et avec 5% de CO,. Le milieu de culture a été changé toutes
les 48 heures pour assurer une croissance cellulaire optimale jusqu’a 80-90% de confluence.
Alors, le milieu de prolifération a été remplacé par du DMEM supplémenté avec 2% de sérum
de cheval a la place des 10% de SVF pour assurer la différenciation cellulaire pendant 5 jours

avant le traitement des myotubes.
Liaison PAL-BSA

Le PAL a éte dissout en éthanol a une concentration de 50mM et a été filtré. Deux pourcents
de BSA et 1% de P/S ont été dissouts dans 100mL de DMEM enrichi. Six cent microlitres de
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PAL ont ensuite été ajoutés a 14,4mL du milieu préparé (2% BSA, 1% P/S). Le mélange est
ensuite soniqué 4 minutes et chauffé pendant 10min a 55°C.

Traitement des cellules

La solution liée de PAL-BSA a été diluée 4 fois avec le DMEM enrichi en BSA. Le groupe
témoin a été traité avec le méme DMEM et un pourcentage d’éthanol équivalent (1%) sans
acides gras. Apreés différenciation, les cellules C2C12 ont été lavées trois fois en PBS et
traitées pendant une heure avec (1) le milieu témoin (CTRL), (2) la solution liée de PAL-BSA
a 500uM (PAL), (3) la solution liée de PAL-BSA avec 1pg/mL de LPS, avec ou sans
I’inhibiteur SB203580. Un traitement de 16h a également été réalisé avec (1) le milieu témoin
(CTRL), (2) la solution liée de PAL-BSA, (3) la solution liée de PAL-BSA a 500uM et 50uM
d’ALA (PAL+ALA), d’EPA (PAL+EPA), ou de DHA (PAL+DHA). Ces conditions ont aussi
été réalisées en présence de SB203580 a 10uM.

Western Blot

Apreés traitement, les cellules ont été lavées 2 fois en PBS et lysées en tampon de lyse (50mM
d’HEPES, 150mM de chlorure de sodium, 10mM d’EDTA, 10mM de NaPPi, 25mM de B-
glycerophosphate, 100mM de fluorure de sodium, 10% de glycérol, 1% d’orthovanadate de
sodium, 1% de Triton X-100 et 0.5% de cocktail inhibiteur de phosphatases). La
concentration protéique des lysats a été déterminée a 1’aide du kit de dosage BCA pour
garantir un dépdt de 20ug de protéines pour la migration et la séparation en électrophorése
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Les protéines ont
ensuite été transférées sur des membranes en polyfluorure de vinylidene (PVDF). Aprés
I’incubation des anticorps primaires et secondaires, la fixation a été détectée en utilisant
I’ECL, substrat de I’enzyme couplée aux anticorps secondaires. La chimiluminescence a été
enregistrée grace au systéme d’imagerie MF ChemiBIS 2020 (DNR Bio-Imaging Systems,
Israél). Les bandes obtenues ont été quantifiées avec le logiciel MultiGauge V3.2 (Fujifilm,

Asniéeres, France).

Inhibition de la voie p38MAPK pendant la stimulation a [’insuline
Durant le traitement aux acides gras, 10uM de SB203580 ont été ajoutés au milieu de
traitement. Les cellules ont ensuite été traitées avec de I'insuline a 100nM pendant 15

minutes. Elles ont été lysées en tampon de lyse et un western blot a été réalisé comme indiqué
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ci-dessus pour la détection de la phosphorylation d’AKT sur le résidu Ser473, de la forme
totale d’AKT ainsi que de la phosphorylation de la p38MAPK (Thrl80 et Tyr182) et de sa
forme totale.

Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Les acides ribonucléiques (ARN) ont été extraits en utilisant le TRIzol® (Invitrogen,
1ml/10cm?) conformément aux indications du fabricant. Du chloroforme a ensuite été ajouté
(0,2mL/mL de TRIzol®) et les échantillons ont été mélangés et centrifugés pendant 15
minutes a 12000g et 4°C. La phase agueuse contenant les ARN a été collectée et mélangée
avec de I’isopropanol pour faire précipiter les ARN avant centrifugation pendant 15 minutes a
12000g et 4°C. Apres centrifugation, les culots ont été lavés avec de 1’éthanol a 70%
(volume/volume), séchés et resuspendus dans de I’eau. La quantification des ARN et leur
intégrité ont été verifiées par la mesure du ratio optique a 260nm et 280nm et par migration
sur gel d’agarose, respectivement. Deux microgrammes d’ARN totaux ont été utilisés pour
réaliser la transcription inverse des ARN en acides desoxyribonucléiques complémentaires
(ADNCc). Une PCR en temps réel a ensuite été réalisée pour évaluer I’expression génique en
utilisant des amorces spécifiques et le réactif « SYBR Green » dans un systéme Rotor-Gene Q
system (Qiagen, Courtabeeuf, France). Les ARN messagers ont été quantifiés en utilisant une
gamme étalon d’ADNc a I’aide du logiciel Rotor-Gene version 1.7 (Qiagen, Courtabceuf,
France). Le géne de I’hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase (hprt) a été utilisé
comme géne de ménage. Les séquences des amorces sens et anti-sens utilisées pour
I’amplification étaient les suivantes : IL-6, 5’-CTGCAAGAGACTTCCATCCAGTT-3" et
5’GAAGTAGGGAAGGCCGTGG-3’; TNF--a, 5’-CCACCACGCTCTTCTGTCTA-3’ et 5°-
AGGGTCTGGGCCATAGAACT-3’; ptgs2 (COX-2), 5’>-CATTCTTTGCCCAGCACTTC-3’
et 5’-GGCGCAGTTTATGTTGTCTG-3".

Analyses statistiques

Toutes les données sont présentées sous forme de moyenne + erreur standard a la moyenne.
Une analyse de variance (ANOVA) a une voie a été utilisée pour comparer les traitements
entre eux. Si celle-ci était significative (p<0,05), ’ANOVA a été suivie d’un test post-hoc de
Fisher. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel Statview

version 5.0 (SAS Institute Inc., Brie Comte Robert, France).
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Résultats

L’EPA et le DHA réduisent la phosphorylation de la p38MAPK induite par le PAL.

Le traitement de 16h au PAL a induit une augmentation significative de I’activation de la
kinase p38MAPK comparativement au groupe témoin (p<0.01) (Figure 1). La
supplémentation en EPA et DHA a inhibé cet effet (p<0,001 vs. PAL) tandis que ’ALA n’a
pas eu d’effet.

L’EPA et le DHA inhibent ['induction par le PAL de [’expression des genes de
linflammation.

Le traitement des cellules C2C12 avec 500uM de PAL a fortement augmenté 1’expression des
génes d’IL-6, de TNF-a et de COX-2 par rapport a celle observée dans le groupe CTRL
(p<0,001 pour chaque géne vs. CTRL) (Figure 2). La supplémentation avec S0uM d’EPA et
de DHA restaure completement les niveaux d’expression de ces genes (p<0,001 vs. PAL).
L’ALA n’a réduit que partiellement I’induction de I’expression des génes par le PAL (IL-6 :
p<0.001, TNF-a : p<0.01 et COX-2 : p<0.05 vs. PAL). De manicre intéressante, I’utilisation
de I’inhibiteur SB203580 réduit significativement 1’expression des génes I1L-6 et COX-2 dans
les groupes PAL et PAL+ALA comparés aux conditions sans 1’inhibiteur. Le SB203580 ne
permet pas de diminution supplémentaire de 1’expression des geénes dans les cellules
supplémentées en EPA et DHA et de I’expression du géne TNF-a lors de la supplémentation
avec I’ALA.

L’inhibition de la p38MAPK ne permet pas une réduction de l’insulino-résistance induite par
le PAL.

La sensibilité a I’insuline des myotubes a été étudiée par I’exploration de la phosphorylation
de la protéine AKT sur son site activateur Ser473 (Figure 3). Aprés 16 heures d’incubation, le
traitement au PAL a diminu¢ I’activation de la protéine AKT comparé a celle observée dans le
groupe CTRL (p<0,001 vs. CTRL). La supplémentation en EPA ou DHA a restauré
I’activation d’AKT (p<0,001 vs. PAL) tandis que I’ALA n’a pas d’effet significatif en
comparaison avec le PAL seul (p=0.17 vs. PAL). Dans les myotubes incubés en présence de
SB203580, aucune amélioration n’a €té observée comparativement aux conditions sans

SB203580.
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Discussion

Pour résumer, nous avons exploré 1’expression de geénes impliqués dans
I’inflammation et nous avons observés que 1’effet anti-inflammatoire des w3 serait, au moins
partiellement, dépendant de I’inhibition qu’ils exercent sur la p38MAPK des myotubes
C2C12. Comme il a été démontré dans la littérature, la p38MAPK est activée par le LPS et le
PAL, et pourrait étre impliquée dans 1’activation de la voie NF-kB. L’activation de TLR4
apres un traitement au PAL a été rapportée par Radin et al. dans des cellules musculaires de
rats L6 (Radin et al. 2008). Dans des myotubes issus de patients insulino-résistants, le TLR4 a
aussi été activé (Reyna et al. 2008), démontrant que 1’inflammation induite par le PAL est au
moins partiellement dépendant de 1’activation du TLR4. En utilisant I’inhibiteur de la
p38MAPK, il a été clairement démontré qu’un traitement au PAL pendant 16 heures a 5S00uM
(Jove et al. 2006) ou pendant 24 heures a 200uM (Pillon et al. 2012) induisait une
augmentation de la dégradation de IxBa dans les cellules C2C12 et L6 respectivement,
démontrant une activation de la voie NF-xB. Une activation concomitante de la p38MAPK a
également été observée en traitant les cellules C2C12 avec 500uM de PAL pendant 16 heures
(Jove et al. 2006), comme nous I’avons également démontré. La p38MAPK pourrait donc
jouer un role important dans I’inflammation musculaire et 1’activation de la voie NF-kB.
Nous avions émis 1I’hypothése que les ®3 ALA, EPA et DHA pourraient étre bénéfique dans
ce contexte. L’expression des génes de I’IL-6, de TNF-o et de COX-2 est augmentée par le
traitement au PAL et la supplémentation en ®3 a permis de reduire cet effet, avec toutefois un
effet plus modéré de la supplémentation en ALA. Ceci pourrait étre di au fait que ’ALA n’a
pas la capacité de réduire 1’activation de la p38MAPK par le PAL ou qu’une concentration
plus importante doit étre utilisée. L’EPA et le DHA ont quant a eux inhibés 1’induction de
I’expression des genes de I’inflammation et I’activation de la p38MAPK. Chez ’Homme,
Brown et al. ont récemment démontré que la p38MAPK pouvait activer les voies de
I’inflammation dans les cellules musculaires squelettiques issus de patients insulino-résistants
et diabétiques (Brown et al. 2015).

Concernant I’IR, les traitements au PAL et PAL+ALA ont diminué la phosphorylation
d’AKT alors que les supplémentations en EPA et DHA ont permis de restaurer le niveau
d’activation observé dans le groupe CTRL. Pour étudier I’'implication de la p38MAPK dans
I’IR, nous avons évalué la phosphorylation de la protéine Akt dans les cellules exposées aux
différentes combinaisons d’AG en présence de SB203580. Le profil de réponse a I’insuline a

été identique a celui observé en I’absence de SB203580, indiquant que la p38MAPK ne serait
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pas impliquée dans I’IR induite par le PAL. Ceci est en accord avec un article de Fujishiro et
al. (Fujishiro et al. 2001) qui a démontré qu’un dominant négatif de la p38MAPK ne
permettait pas de moduler 1’absorption du glucose induit par I’insuline dans les cellules 3T3-
L1. Kayali et al. ont confirmé cet effet (Kayali et al. 2000). En revanche, des études ont
rapporté que la p38MAPK pourrait induire une baisse de la signalisation de 1’insuline par
inhibition de 1’activation du substrat du récepteur a I’insuline (insulin receptor substrate-1,
IRS-1) (Diamond-Stanic et al. 2011), ou par activation de PTEN conduisant a 1’inhibition de
la phosphorylation d’AKT (Shen et al. 2006) dans des cellules C2C12 et des cellules
endotheéliales humaines respectivement. Au cours de notre étude, nous n’avons pas observé
d’activation de PTEN apres stimulation a I’insuline (Figure 4). De plus amples investigations

seront nécessaires pour déterminer I’implication de la p38MAPK dans I’'IR.

Les expérimentations menées suggerent que 1’activation de la p38MAPK est cruciale
dans le statut inflammatoire des cellules musculaires C2C12 traitées au PAL. Toutefois cette
voie ne semblerait pas impliquée dans I’IR des cellules musculaires. Les ®3 EPA et DHA ont
démontré un effet anti-inflammatoire important tandis que I’ALA semble moins efficace pour

réduire I’inflammation induite par le PAL.

Ce travail apporte des éléments nouveaux sur la modulation nutritionnelle des
relations entre IR et inflammation au niveau musculaire. 1l nécessite encore des investigations
supplémentaires afin d’envisager une soumission pour publication a un journal scientifique.
Le PAL pouvant activer la voie NF-kB de la méme maniére que le LPS, nous avons initié une
exploration a court terme de ’effet du PAL sur cette activation. En effet, nous n’avons pas
observé d’activation a long terme de la voie NF-kB en mesurant la dégradation d’IxBa apres
5 ou 16 heures d’incubation avec du LPS a 1pug/mL ou avec du PAL a 500uM. Toutefois,
cette dégradation a bien été observée sur des temps d’incubation courts de 30 minutes avec le
LPS. Nous souhaitons donc maintenant montrer que le PAL active la dégradation d’IkBa a
court terme pour prouver une implication de la voie NF-kB. De plus, le PAL ayant la capacité
d’activer la p38MAPK et la voie NF-xB (d’apres les informations de la littérature), nous
avons également envisagé d’utiliser 1’inhibiteur SB203580 pour observer son effet sur la
dégradation d’IxBa. Les résultats préliminaires tendent & démontrer que le PAL active bien la

dégradation d’IxBa et que le SB203580 en co-incubation est bien capable d’inhiber cet effet.
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La p38MAPK posséde 4 isoformes o, B, yet 8, mais I’isoforme y serait la plus
abondante dans le muscle (Cuenda and Cohen 1999). Or, I’inhibiteur que nous avons utilisé
(SB203580) est seulement capable d’inhiber les isoformes o et 3. L’inhibition de toutes les
isoformes pourrait avoir un effet plus important sur la réponse inflammatoire induite par le
PAL. Il existe des redondances de fonctions entre les isoformes mais certaines ont des effets
spécifiques (Cuenda and Rousseau 2007). Ainsi, la p38a est indispensable a la différenciation
musculaire tandis que la déficience en p38y n’affecte que partiellement le processus
(Perdiguero et al. 2007). Pour aller plus loin, il serait donc intéressant d’utiliser un second
inhibiteur, le BIRB0796 dans les mémes conditions. Cet inhibiteur est capable d’inhiber les
isoformes o et B mais également les isoformes y et 6 s’il est utilisé a des concentrations plus
élevées (Kuma et al. 2005). In vivo, le KO complet du géne n’est pas possible car le KO de
I’isoforme p38a. est Iétal durant la phase embryonnaire (Adams et al. 2000). 1l existe toutefois
des KO spécifiques de la p383, de la p38y et de la p38d chez la souris qui pourraient étre
utiles dans la caractérisation du réle de chaque isoforme dans 1’apparition de I’inflammation
dans le muscle squelettique au cours de 1’obésité induite par un régime HF. La p38y étant la
plus abondante dans les cellules musculaires, nous posons 1’hypothése que son KO serait le

plus intéressant dans 1’étude de la réponse inflammatoire musculaire au cours de I’obésité.
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Figure 1. : Activation de la p38MAPK.

Les cellules C2C12 ont été traitees avec du
palmitate (PAL) avec ou sans 50uM d’ALA,
d’EPA ou de DHA. Elles ont ensuite €t¢ soumises
a 100nM d’insuline pendant 15min et lysées en
tampon de lyse supplementé avec un cocktail
d’inhibiteur de phosphatases. Les protéines ont
¢té séparées et transférées sur des membranes
PVDF pour detection antigénique de la
phosphorylation de la p38MAPK. Les données
sont présentées sous forme de moyenne + erreur
standard a la moyenne. Differentes lettres
correspondent a une différence significative
(p=<0.05) a ANOVA et au test post-hoc de
Fischer (n=6 obtenus apreés trois expeériences
indépendantes). ALA : acide alpha linolénique
acid, EPA . acide éicosapentaénoique, DHA :
acide docosahexaénoique, PAL : palmitate.
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Figure 2. : Expression génique de marqueurs
de ’inflammation.

Les cellules C2C12 ont été fraitées avec du
palmitate (PAL) avec ou sans 50uM d’ALA,
d’EPA ou de DHA et 10uM de SB203580
pendant 16 heures. Les cellules ont ensuite été
lysées dans du TRIzol® et soumises a une rétro-
transcription avant la réalisation de la PCR
quantitative. Les niveaux des ARN messagers
(ARNm) d’T1-6 (A), de Tnf alpha (B) et de Ptgs2
(C) ont été évalués. Les données sont présentées
sous forme de moyenne + erreur standard a la
moyenne. Différentes lettres correspondent & une
différence significative (p<<0.05) & FANOVA et
au test post-hoc de Fischer (n=6 aprés trois
expériences indépendantes).
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Figure 3. : Effet de [Pinhibition de Ila
p38MAPK sur la signalisation de P’insuline.

Les cellules C2C12 ont été traitces avec du
palmitate (PAL) avec ou sans 50pM d’ALA.
d’EPA ou de DHA et 10uM de SB203580
pendant 16 heures. Elles ont ensuite €t€¢ soumises
a 100nM d’insuline pendant 15min et lysées en
tampon de lyse supplementé avec un cocktail
d’inhibiteur de phosphatases. Les protéines ont éte
separces et transfeérées sur des membranes PVDF
pour détection antigenique de la phosphorylation
d’AKT sur la sérine 473. Les donnees sont
présentées sous forme de moyenne + erreur
standard a la moyenne. Différentes lettres
correspondent a une différence significative
(p<0.05) a 'ANOVA et au test post-hoc de
Fischer (n=6 obtenus aprés ftrois experiences
indépendantes). ALA : acide alpha linolénigue
acid, EPA :@ acide éicosapentaénoique, DHA :
acide docosahexaénoique, PAL : palmitate.
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Figure 4. : Phosphorylation de Ila
phospatase PTEN.

Les cellules C2C12 ont été traitées avec du
palmitate (PAL) avec ou sans 50pM d’ALA,
d’EPA ou de DHA. Elles ont ensuite &té
soumises a4 100nM d’insuline pendant 15min
et lysées en tampon de lyse supplementé avec
un cocktail d’inhibiteur de phosphatases. Les
protéines ont été séparées et transférées sur
des membranes PVDF pour détection
antigénique de la phosphorylation de la
phosphatase PTEN. Les données sont
présentées sous forme de moyenne + erreur
standard 4 la moyenne. Différentes lettres
correspondent & une différence significative
(p<0.05) a ’TANOVA et au test post-hoc de
Fischer (n=6 obtenus apres trois expériences

indépendantes). AL4A : acide alpha
linolénique acid, EP4 : acide
éicosapentaénoigiute, DHA : acide

docosahexaénoique, PAL : palmitate.
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2. Etudes in vivo

2.1. Oméga-3, homeostasie glucidique et expansion du tissu adipeux

L’EPA PREVIENT L’ INSULINO-RESISTANCE, LA TOLERANCE AU
GLUCOSE ET L’EXPANSION DU TISSU ADIPEUX CHEZ LES SOURIS
C57BL/6 NOURRIES AVEC UN REGIME HYPERLIPIDIQUE ET
HYPERSUCRE

Article soumis au Journal of Lipid Research
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L’EPA PREVIENT L’INSULINO-RESISTANCE, LA TOLERANCE AU GLUCOSE ET
L’EXPANSION DU TISSU ADIPEUX CHEZ LES SOURIS C57BL/6 NOURRIES AVEC UN REGIME
HYPERLIPIDIQUE ET HYPERSUCRE

Introduction : L’obésité est un facteur majeur du développement de 1’insulino-résistance (IR) et du syndrome
métabolique (SM). L’IR résulte d’un dépassement des capacités du TA a stocker les lipides et d’un dépot
ectopique de lipides altérant le métabolisme des tissus insulino-sensibles que sont le muscle et le foie. Dans ce
contexte, des études menées dans des conditions variées ont montré une amélioration du métabolisme du TA, du
muscle et du foie lors de régimes nutritionnels enrichis en oméga-3. La dose d’oméga-3 utilisée est souvent tres
élevée et les mécanismes impliqués restent largement inconnus. L’objectif de ce travail a été de déterminer les
effets propres de chaque oméga-3, a dose modérée, sur I’'IR et les perturbations métaboliques induites par une
diéte hyperlipidique et hypersucrée.

Matériels et méthodes : Des souris C57BL/6 de type sauvage ou ob/ob ont été nourries avec un régime
hypercalorique a 45% et 17% de 1’énergie sous forme de lipides et de sucrose pendant 16 ou 6 semaines,
respectivement. Le régime a été enrichi en ALA, EPA ou DHA a hauteur de 2% de ’AET. Le poids et la
consommation des animaux ont été mesurés tous les 15 jours. Nous avons déterminé la composition corporelle
des animaux par EchoMRI en fin de protocole. L’IR et la tolérance au glucose ont été évaluées 1 semaine avant
le sacrifice par ’injection intrapéritonéale d’insuline ou de glucose et le suivi de la glycémie pendant deux
heures. L’activation de la voie de I’insuline a été explorée par la mesure de la phosphorylation de la protéine
AKT par western blots dans le muscle, le foie et le tissu adipeux épididymal. Des analyses complémentaires ont
uniquement pu étre réalisées chez les souris C57BL/6 : la composition en acides gras des tissus a été déterminée
par chromatographie en phase gazeuse, un bilan lipidique et hormonal a été effectué dans le plasma. Le
métabolisme énergétique a été exploré par 1’évaluation de la dépense énergétique, de 1’activité spontanée en
cages calorimétriques et la capacité d’oxydation du palmitate ex vivo dans le foie et le muscle. Des analyses
d’expression génique ont complété ces mesures. Enfin, la cellularité du tissu adipeux a été analysée par
quantification de I’ ADN rapportée au poids du tissu.

Résultats : Les oméga-3 n’ont pas affecté le poids et I’apport énergétique des animaux sous régime
hypercalorique. Nous avons validé 1’élévation de leur incorporation dans les globules rouges, le plasma, les
lipides neutres ou phospholipides hépatiques et musculaires, ainsi que dans les TG du tissu adipeux des souris
C57BL/6. Le DHA a induit une hypertrophie du tissu adipeux. L’EPA a réduit significativement la masse
adipeuse et a augmenté légerement la dépense énergétique des souris. Sur le plan métabolique, les concentrations
plasmatiques en acides gras non-estérifiés et en cholestérol total ont été significativement réduites par la
supplémentation en EPA. Dans les 2 modé¢les de souris, I’EPA a également induit une amélioration significative
de I’IR au niveau corps entier ainsi qu’une amélioration de la tolérance au glucose. La supplémentation avec les
3 AG n’a pas permis de restaurer la concentration plasmatique en adiponectine au niveau de celle des animaux
témoins. Cependant, le DHA a augmenté de maniére importante la concentration en leptine et ’EPA a induit une
baisse significative de la leptinémie par rapport aux autres groupes sous régime HF. Le ratio adiponectine/leptine
a donc été amélioré significativement par le régime supplémenté en EPA. In vitro, I’étude de ’expression des
génes des cellules 3T3-L1 en cours de différenciation a confirmé I’effet différentiel de I’EPA et du DHA sur
I’induction du géne de la leptine et sur I’expression des adipocytes complétement différenciés.

Conclusion :

Les acides gras oméga-3 ont des effets distincts sur I'IR et le développement du tissu adipeux. Contrairement
I’ALA et au DHA, I’EPA a des effets protecteurs vis-a-vis des parameétres clés du syndrome meétabolique, a
savoir I'IR et les perturbations du métabolisme du tissu adipeux.
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Abstract

Impact of ALA, EPA and DHA on obesity and metabolic complications were studied in mice fed a
high-fat high-sucrose diet (HF). HF diets were supplemented with ALA, EPA or DHA (1%w/w) and
given to C57BL/6J mice for 16 weeks and to Ob/Ob mice for 6 weeks. In C57BL/6J mice, EPA
reduced plasma cholesterol (-20%), limited fat mass accumulation (-23%), adipose cell hypertrophy (-
50%), and reduced plasma leptin concentration (-60%), compared to HF fed mice. Furthermore, mice
supplemented with EPA exhibited a higher insulin sensitivity (+24%) and glucose tolerance (+20%)
compared to HF fed mice. Similar effects were observed in EPA supplemented Ob/Ob mice, although
fat mass accumulation was not prevented. By contrast, DHA induced visceral adipose tissue
hyperplasia and hypertrophy in C57BL/6J mice compared to those which received EPA, and did not
improve glucose homeostasis in comparison to HF fed mice in C57BL/6J and Ob/Ob mice. In 3T3-L1
adipocytes, DHA stimulated leptin expression whereas EPA induced adiponectin expression,
suggesting that adiponectin could contribute to the protective effect of EPA. In conclusion,
supplementation with EPA, but not ALA and DHA, could preserve glucose homeostasis in an

obesogenic environment and limit fat mass accumulation in the early stage of weight gain.

Keywords: Omega 3 PUFA, Insulin resistance, Obesity; Adipose tissue
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Abstract

Impact of ALA, EPA and DHA on obesity and metabolic complications were studied in mice
fed a high-fat high-sucrose diet (HF). HF diets were supplemented with ALA, EPA or DHA
(1%w/w) and given to C57BL/6J mice for 16 weeks and to Ob/Ob mice for 6 weeks. In
C57BL/6J mice, EPA reduced plasma cholesterol (-20%), limited fat mass accumulation (-
23%), adipose cell hypertrophy (-50%), and reduced plasma leptin concentration (-60%),
compared to HF fed mice. Furthermore, mice supplemented with EPA exhibited a higher
insulin sensitivity (+24%) and glucose tolerance (+20%) compared to HF fed mice. Similar
effects were observed in EPA supplemented Ob/Ob mice, although fat mass accumulation
was not prevented. By contrast, DHA induced visceral adipose tissue hyperplasia and
hypertrophy in C57BL/6J mice compared to those which received EPA, and did not improve
glucose homeostasis in comparison to HF fed mice in C57BL/6J and Ob/Ob mice. In 3T3-L1
adipocytes, DHA stimulated leptin expression whereas EPA induced adiponectin expression,
suggesting that adiponectin could contribute to the protective effect of EPA. In conclusion,
supplementation with EPA, but not ALA and DHA, could preserve glucose homeostasis in an

obesogenic environment and limit fat mass accumulation in the early stage of weight gain.

Keywords: Omega 3 PUFA,; Insulin resistance, Obesity; Adipose tissue
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Introduction

Obesity is a complex disorder involving an excessive amount of body fat. It has several health
consequences which are frequently linked to metabolic syndrome (MetS). MetS is defined as a cluster
of several risk factors for type 2 diabetes and cardiovascular diseases (1, 2) and its development is
related to the progression of insulin resistance (IR) and the accumulation of fat mass, notably in the
visceral area (2). The alteration in the cross-talk between key metabolic tissues, such as the liver,
adipose tissue (AT), skeletal muscle and intrinsic dysfunctions in these organs represent probably a
key step in the progression of MetS (3, 4). The impairment of lipid storage capacity in subcutaneous
AT has been related to alteration in the endocrine function of the tissue, to an increased free fatty acid
release in the circulation, to visceral fat accumulation (5), and to deposition of ectopic fat in other
organs contributing to IR (6). Lifestyle changes are recommended for the prevention and the
management of MetS. Several reports from the literature have suggested that metabolic abnormalities
and alterations of AT biology could be prevented by increasing the intake of n-3 polyunsaturated fatty
acids (n-3 PUFA) (7). N-3 PUFA, especially those of marine origin i.e. eicosapentaenoic acid
(C20:5n-3, EPA) and docosahexaenoic acid (C22:6n-3, DHA) were identified as potent positive
regulator of insulin sensitivity in vitro (Pinel BBA minor revision 2015) and in animal models (8).
However, epidemiological studies aiming at determining the beneficial effects of those n-3 PUFA and
their common precursor linolenic acid (C18:3n-3, ALA), led to inconclusive results (9). This may be
mainly due to the fact that different experimental protocols were used. Furthermore, most of the
interventional studies in humans or animal models examined the impact of a mixture of EPA and DHA
on IR (10, 11) and the impact of ALA has been poorly investigated. Finally, the specific roles of each
n-3 PUFA on IR during obesity still remain poorly known. One study examined the impact of EPA,
ALA or DHA enriched oils in rats fed with a high fat-high carbohydrate diet for 8 weeks (12). This
study suggested that EPA and DHA, but not ALA, could partially protect animals from whole body IR
and limit abdominal adiposity, but without any exploration in adipose tissue. Therefore the present
study aimed at analyzing the specific effects of supplementing the diet with pure ALA, EPA or DHA
preparations on adipose tissue biology, whole body and tissue IR in a murine model of diet-induced

obesity.
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Materials and methods
Chemicals.

Diets: Diet preparations were purchased as powder form from Brogaarden (Denmark). Free FA were
used for dietary supplementation, ALA, DHA were purchased from Nu-Chek-Prep, Inc. (Mn, USA),
EPA and a mixture of Oleic acid, Palmitic acid, stearic acid and linoleic acid (50/25/15/10) were
purchased from Larodan (Malmd, Sweden). Primary antibodies were obtained from Cell Signaling
Technology (Leiden, Netherlands) and Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Secondary
antibodies were from Bethyl Laboratories (Montgomery, TX, USA), enhance chemiluminescence
(ECL) and PierceTM BCA protein assay kit were purchased from THERMO SCIENTIFIC (Villebon
sur Yvette, France). Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) was from Sigma Aldrich (Saint-
Quentin Fallavier, France). Calf and fetal Bovine serum, free bovine serum albumin (FA-free BSA)
phosphate buffered saline (PBS) and penicillin/streptomycin mix were from PAA (Velizy-
Villacoublay, France). ). For cell culture experiments, ALA, EPA and DHA, cat. number 90210,
90110 and 90310 respectively) were from Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI, USA). The [1-*C]
palmitate (cat. number NECO75H001MC) was from PERKIN ELMER (Courtaboeuf, France). When

not specified, chemicals were from Sigma Aldrich.

Animals.

Five week-old wild-type (WT) male C57BL/6J mice and Ob/Ob male mice were obtained from
Janvier Laboratories (Le Genest Saint Isle, France). WT and Ob/Ob mice were housed 4/5 and 1 per
cage respectively, in a room maintained at 22-24°C with an alternating 12-hour light/dark cycle with
free access to food and water. Mice were weighed and food consumption was measured every two
weeks. Body composition of WT mice was measured during the 16™ week of dietary experiment and
during the 6" week for Ob/Ob mice, using EchoMRI™ (EchoMRI®, Houston, TX, USA). All
protocols followed Animal Care guidelines of the European Union and were approved by the local

research ethics committee (CEMEAA, CE91-12 and 00845.02).
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Diets.

After one week acclimation, 5 groups of WT mice and Ob/Ob mice of similar body weight (BW) were
randomly constituted. Animals were then assigned to receive 5 diets as follow: (1) CTRL: Low fat diet
(Research Diet D12450H), (2) HF: High-fat and high sucrose diet (Research diet D12451, providing
45 kcal% and 17 kcal% from fat and sucrose respectively) supplemented with 1% w/w of a FA
mixture of the 4 main FA in plasma triglycerides (oleic acid, palmitic acid, stearic acid, and linoleic
acid; 50/25/15/10 % respectively), (3) HF-A: High-fat and high sucrose diet supplemented with 1%
w/w ALA, (4) HF-E: High-fat and high sucrose diet supplemented with 1% w/w EPA, (5) HF-D:
High-fat and high sucrose diet supplemented with 1% w/w DHA. Each FA and FA mix were dissolved
in a minimal volume of high oleic sunflower oil before incorporation in diet powder. Diets were stored
at -20°C and provided fresh every 2 days for 16 weeks (WT mice) or 6 weeks (Ob/Ob mice). Food
intake per cage was evaluated every 2 weeks, averaged and expressed as g/mouse/day or

kJ/mouse/day.

Indirect calorimetry

Dioxygen consumption (VO2), carbon dioxide production (VCO2) and activity of mice were
measured during 24 hours using a four-cage TSE System Pheno-Master/LabMaster (Bad Homburg,
Germany). Energy expenditure was calculated using Weir’s equation (13). The RQ was calculated as
the ratio of VCO2 to VO2. Spontaneous activity was measured using a three dimensions meshing of
light beams. Ambient temperature was maintained at 22°C and the light was on from 08am to 08pm
and mice had free access to food and water. Data were collected after 24 hours of acclimation and the

02 and CO2 analysers were calibrated before each measurement period.

Intraperitoneal insulin and glucose tolerance tests.

Insulin tolerance test (ITT) and glucose tolerance test (GTT) were performed on 10 WT mice per

group during the 16" week of diet. All Ob/Ob mice were submitted to ITT and GTT, with a 3-day
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recovery between them. After 6 hours of fasting, animals received an intraperitoneal injection of
insulin (1.2muUl/g) or glucose (2mg/g for WT and 1.5mg/g for Ob/Ob mice) and blood samples were
collected from the tail vein 0, 15, 30, 45, 60 and 120 minutes later. Blood glucose levels were
determined using a commercial glucometer (One Touch®Vita®, Issy les Moulineaux, France) for the

calculation of the Area Under the Curve (AUC).

Sacrifice and sampling.

Sixteen-hour fasted mice were anesthetized by intraperitoneal administration of ketamine:xylazine mix
(20mg/kg:4mg/kg). To explore insulin sensitivity, 8 WT mice per group and all Ob/Ob mice were
subjected to insulin injection (1,2muUl/g) 30min before anaesthesia. Cardiac puncture was performed
to collect blood samples and cervical dislocation was then done to sacrifice mice. Blood was sampled
in EDTA-coated tubes to avoid coagulation and were processed for plasma collection. Red blood cells
(RBC) were separately collected from WT mice for FA composition analyses. Blood samples, heart,
epididymal white adipose tissue (eWAT), gastrocnemius and quadriceps were removed, weighted and

frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until analyses.

Lipid profiles.

Lipid extracts from RBC or other tissues were prepared using 4mL chloroform:methanol (2:1, vol: vol,
Sigma Aldrich) and 1mL 0,9%NaCl. Extracts were centrifuge to separate lipid phase to aqueous
phase. Methylation was then performed before FA methyl ester separation by gas chromatography

(GC) as previously described (14).

Quantification of protein content by Western-Blot.

One hundred to 150mg of gastrocnemius, liver or eWAT were ground three times in a mini bead
beater in presence of 0.7mL lysis buffer (50mM HEPES, 150mM sodium chloride, 10mM EDTA,

10mM sodium pyrophosphate tetrabasic anhydrous, 25mM B-glycerophosphate, 100mM sodium
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fluoride, 10% glycerol anhydrous) supplemented with phosphatase inhibitors cocktail (Sigma Aldrich)
respecting 2 minutes timeout between each session. Successive centrifugations were done to collect
supernatant. Protein quantification was performed using a BCA protein assay kit (Pierce). Bovine
serum albumin (BSA) standard curve and sample preparation and analysis were realised according to
manufacturer’s instructions. For protein immunoblotting, 20 micrograms of proteins loaded for
separation by SDS-PAGE electrophoresis. Proteins were transferred on PVDF membranes. These
membranes were then immunoblotted with the appropriate antibody to detect glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH), serine 473 phosphorylated AKT, total AKT. Antibody binding
was detected using HRP-conjugated secondary antibodies and ECL western blotting substrate
(Thermo Scientific). Immunoblots were visualized by chemiluminescence imaging system (MF
ChemiBIS 2020, DNR bio imaging systems, Jerusalem, Israel) and quantified using MultiGauge V3.2

software.

Enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA).

ELISA on plasma samples were performed according to manufacturer’s instructions (BioRad, Marnes-
la-Coquette, France). Leptin, insulin, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), resistin and
hormones of appetite (ghrelin, glucagon-like peptide-1 (GLP-1), gastric inhibitory polypeptide (GIP),
glucagon) were quantified using the luminex® technology (Bioplex® 200, BioRad). Adiponectin was

guantified using an ELISA assay (Eurobio, Courtaboeuf, France).

Glucose level and lipid profile in plasma.

Plasma levels of glucose, non-esterified fatty acids, glycerol, triglyceride and total cholesterol were
measured using Konelab ™ 20 analyzer (Thermo Electron SA, Cergy-Pontoise, France), according to

manufacturer’s instruction of each assay.
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Gene expression.

For tissue or cell culture gene expression assays, RNA extraction was performed using TRIzol®
(Thermo Scientific) according to the manufacturer’s instructions. Chloroform was added (0,2mL/mL
of TRIzol®) and samples were mixed and centrifuged 15min at 12000g and 4°C. Aqueous phase
containing ribonucleic acid (RNA) was collected, mixed with isopropanol to precipitate RNA and
centrifuged (12000g, 4°C, 15min). After centrifugation, the pellet was washed with ethanol 70%
(vol/vol), dried and suspended in water. RNA quantification and integrity were verified by measuring
the ratio of optical density at 260nm and 280nm and by agarose gel migration, respectively. Two
micrograms of total RNA was used to realise reverse transcription. The products of reverse
transcription were used for Quantitative real time polymerase chain reaction (QRT-PCR) to evaluate
gene expression. Tagman Low density array were used for liver and skeletal muscle samples using 384
well format plates on a 7900HT Fast Real Time PCR system (Applied Biosystems). AT gene
expression was performed using specific primers (sequences available on request) and Rotor-Gene
SYBR Green PCR master mix on a Rotor-Gene Q system (Qiagen, Courtaboeuf, France). Messenger
RNA (mRNA) quantification was assayed using the ddCT method (Liver and Skeletal muscle) or the
standard curve of native cDNA and serial dilutions when the SYBR Green technology was used (AT).
Hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase (hprt) or Non-POU-domain containing octamer
binding protein (NoNo), gene were used as housekeeping gene in the liver/skeletal muscle and AT

respectively.

DNA extraction and cellularity.

DNA were extracted using TRIzol® after separation of aqueous phase containing RNA and organic
phase. Five hundred microliters of back extraction buffer (guanidine thiocyanate 4M, sodium citrate
50 mM and Tris base 1M) were added to the organic phase before centrifugation at 16000g for 30min.
Superior phase was then used for DNA precipitation by addition 400uL of isopropanol (Sigma
Aldrich) and centrifugation at 16000g for 15min. DNA pellet was then washed twice with ethanol

75% (vol/vol) and dissolved in DNA RNA-free water. DNA content was quantified by measuring the
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ratio of optical density at 260nm and 280nm. Ratio between total DNA content and tissue sample
weight was used to calculate cellularity, as DNA content is proportional to the number of cells.

Adipocyte cell culture

3T3-L1 cells were purchased from ATCC (LGC Standards, Molsheim, France) and used grown in
DMEM supplemented with 10% calf serum, 100 U/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin in 5%
CO2/humidified atmosphere at 37°C. Differentiation to adipocytes was induced 2 days post
confluency (day 0) by incubating the cells in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum, 100
U/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin, 0.5 mM IBMX, 1uM dexamethasone and 10 pg/ml
insulin for 48 h. Cells were maintained in the same medium without IBMX and dexamethasone for
additional 48h. Insulin was removed and cells were maintained until day 8 (medium was replaced at
day 6). FA were added to cell culture medium at 50uM from day 0 to 8. Stock solutions of FA were
prepared in ethanol and further diluted at 1:1000 in DMEM containing 2% of FA-free BSA. Control
cells were also exposed to 0.1% of ethanol. Cells were harvested every 2 days from day 0
(undifferentiated-untreated and confluent cells) up to day 8. Before RNA isolation and purification,

cells were washed in ice cold PBS and harvested by scrapping in TRIzol®.

Statistical analysis.

All data are presented as mean + standard error about the mean (SEM). One-way analysis of variance
(ANOVA) was used to compare each treatment. If significant (p value < 0.05), one-way ANOVA was
followed by Fischer’s Least Significant Difference post hoc test with the Benjamini—Hochberg
multiple testing correction. All statistical analyses were performed using R (Bioconductor). In some

cases, a student t test was performed.
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Results

EPA reduces fat mass accumulation in C57BL/6J mice after a high fat high sucrose challenge

Food intake was similar in the four groups receiving a HF diet, i.e. HF, HF-A, HF-E and HF-D during
the first 8 weeks of the intervention. Thereafter, mice consuming the HF-D diet ate significantly less
food (expressed in g/day) during the last weeks of the dietary intervention, from week 8 to 14 (Figure
1), compared to all other groups. Unsurprisingly and because of a lower caloric density of the diet,
mice fed with the control diet ate more food than mice receiving the 4 HF diets without or with n-3
PUFA. When food consumption was expressed in energy units, daily energy intake was not
statistically different between groups (ANOVA, p= ns from week 1 to 14, Figure 1). However, energy
intake tended to be lower in mice consuming the HF-D diet compared to HF-A or HF-E diets at week
10 (ANOVA, p < 0.1; post hoc analysis showed a significant difference between HF-D vs. LF, HF-A

and HF-E groups at p < 0.05).

At the end of the dietary intervention, animals fed with the HF diet gained significantly more weight
than control mice. Final BW of HF, HF-A, HF-E and HF-D mice was not statistically different. Body
composition analysis using EchoMRI showed that supplementation with EPA significantly limited fat
mass accumulation compared to HF and HF-D diets, whereas fat mass accumulation was not
significantly different between HF-E and HF-A animals (Table 1). Lean body mass was higher in HF-
E mice compared to the other HF groups and was similar to control group (Table 1). By contrast, lean

body mass was significantly lower in the HF, HF-A and HF-D groups compared to controls (Table 1).

As expected, respiratory quotient of HF, HF-A, HF-E and HF-D mice was lower than in LF group (p <
0.05, Table 1). Energy Expenditure adjusted for differences in BW (BW-EE) was lower in HF-D mice
compared to control and HF-E mice (p < 0.05 and p = 0.06 respectively, Table 1). BW-EE in HF and
HF-A mice was lower, but not significantly different compared to control mice (p = 0.17). In
agreement with these observations, the locomotor activity of HF-E mice was higher compared to HF-
D and HF-A animals (p < 0.05, student t test).
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Effect of the dietary interventions on the fatty acid profile of erythrocyte phospholipids from

C57BL/6J mice

The FA composition of erythrocyte phospholipids (PL) was used to validate n-3 PUFA dietary
supplementations. Consumption of the HF-A, HF-E and HF-D diets induced a significant enrichment
of the corresponding FA in erythrocyte PL (Table 2) compared to the HF diet. Mice consuming the
HF-E diet presented the highest percentage of n-3 PUFA incorporated into erythrocyte PL (p < 0.05
vs. the other groups), notably due a high accumulation of docosapentaenoic acid (DPA, 22:5n-3).
Supplementation with ALA and EPA similarly increased the percentage of DHA incorporation. As a
consequence, the proportion of C18, C22, C20:4 n-6, C22:4 n-6 and C22:5 n-6 FA in erythrocyte PL
was reduced in mice fed the HF-E and HF-D diets compared to both HF and control diets. Only EPA
supplementation significantly decreased n-6 PUFA content compared to the HF diet (p < 0.05, Table
2). The n-6 to n-3 ratio was improved in the two diets HF-E and HF-D (-72 and 63% respectively, p <
0.05) and, to a lesser extent in the HF-A diet -35%, p < 0.05) compared to HF diet (Table 2). A
significant increase in EPA percentage in HF-D mice was detected compared to HF mice in
erythrocyte PL. FA profiling in skeletal muscle and liver PL extracts showed very similar effects with
some exceptions, regarding n-6 to n-3 ratio and DHA retroconversion which were respectively lower
and inexistent in skeletal muscle compared to the liver (Supplementary Tables 1 & 2). The percentage
of DHA in muscle PL was high in control and HF mice. The DHA percentage was further increased
by EPA and DHA supplementations. Then, the total amount of n-3 PUFA in muscle PL was strongly
increased (+56% and +86% respectively) following EPA and DHA supplementation compared to mice
receiving the HF diet alone leading to a marked change in the relative content of n-3 and n-6 PUFA in

muscle PL liver (Supplementary Tables 1).

EPA improved fasting metabolic parameters in C57BL/6J mice

Plasma cholesterol was significantly lower in HF-E and HF-D mice compared to HF animals. By
contrast, HF-A and HF-D feeding induced significantly higher plasma non esterified FA
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concentrations compared to HF-E (Table 3). Fasting plasma insulin was similar between groups. Yet,
fasting plasma insulin tended to be lower in HF-E mice compared to HF group (p < 0.1, Table 3). In
direct line with the observed changes in fat mass accumulation, plasma leptin was greater in HF-D
mice compared to all other groups. Although HF and HF-A mice exhibited a significant accumulation
of fat mass (Table 1), these animals had similar plasma leptin compared to control mice. EPA
supplementation reduced plasma leptin level compared to the other HF groups (P < 0.05, Table 3). By
contrast, plasma adiponectin was similar between the four HF groups and lower compared to controls
(p < 0.05, Table 3). Thus the adiponectin to leptin ratio was significantly higher following EPA

supplementation compared to other HF groups.

Effect of the dietary intervention on glucose tolerance and insulin resistance in C57BL/6J mice

Glucose tolerance was significantly lower in mice fed the HF and HF-A diets compared to those fed
the control diet (Figure 2A, 2B). By contrast, glucose homeostasis was significantly improved in mice
receiving the HF-E diet compared to the HF and HF-A diets, notably due to a lower increase in
glycaemia in the first 30 minutes of the glucose tolerance test (Figure 2A). Glucose tolerance of HF-E
mice was similar to controls. DHA only slightly improved glucose tolerance by decreasing the

glycemia two hours post-glucose injection to control and HF-E values.

Insulin sensitivity was similar between HF-E mice and controls, and significantly higher compared to
the other HF groups (Figure 2C, 2D). Insulin sensitivity was further investigated by quantifying Akt
protein phosphorylation in AT, skeletal muscle and liver. Akt phosphorylation was not affected by the
different diets in skeletal muscle and AT (data not shown). In the liver, the result of the ANOVA did
not rich the significance level (p=0.18) probably because we administered a physiological dose of
insulin (1.2mUl/g). However interestingly, we observed a lower Akt protein phosphorylation in HF-D
animals compared to controls (p < 0.05) and a tendency in HF animals compared to controls (P=0.06,
Figure 3). Expression analyses of genes related to glucose homeostasis were performed in the liver and
skeletal muscle of C57BL/6J mice (Supplementary Table 3A, B). G6pc mRNA level was decreased in

the liver of HF-D, HF-A and HF-E mice (p < 0.05, p < 0.05 and p = 0.13 vs. HF respectively,
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supplementary Table 3A). Pckl mRNA level was increased in HF and HF-E mice compared to control
(p < 0.05). Hepatic Pdk4 mRNA levels was decreased in all HF groups compared to control mice (p <
0.05, supplementary Table 3A). In skeletal muscle, Pckl mRNA were decreased in HF-A, HF-E and
HF-D mice. Glycerol kinase (Gyk) mRNA level was elevated in skeletal muscle of HF and HF-D mice
compared to controls (p < 0.05, Supplementary Table 3B). Pdk4 expression remained unchanged in
skeletal muscle (Supplementary Table 3B). We also evaluated gene expression level of Trb3, a protein
involved in insulin response. Trb3 mRNA level was significantly higher in skeletal muscle from HF
mice compared to controls and other HF groups (Figure 4, p < 0.05), but unchanged in the liver

(Figure 4).

Effect of the dietary intervention on adipose tissue metabolism

In epididymal white adipose tissue (eWAT), significant accumulation of ALA, EPA and DHA was
observed following the consumption of HF-A, HF-E and HF-D diets respectively (Supplementary
Table 4). The n-6 to n-3 ratio in eWAT was elevated in mice consuming the HF diet compared to
control diet (32.7+2.3 vs. 18.3+0.6 in HF and control group respectively, p<0.05). Supplementation
with n-3 PUFA significantly reduced this ratio in HF-A, HF-D and HF-E mice compared to HF mice
(10.1 £ 0.5, 14.0 £ 0.9 and 17.3 £ 0.6 vs. 32.71 £ 0.6 respectively, all significant at p<0.05). The
percentage of ALA in adipose tissue following supplementation with this FA was higher compared to
the observation in hepatic or skeletal muscle PL. The presence of DPA was detectable in HF-A, HF-E
and HF-D mice and was significantly higher in HF-E group compared to the two others (+ 200%, p <
0.05, Supplementary Table 4). DNA content per mg of eWAT of HF-E mice was similar to controls
and significantly higher compared to other HF animals, notably from HF and HF-D groups (Figure
5A), suggesting that adipose cell size was lower in HF-E mice compared to other HF mice. On the
contrary, DNA content per mg of eWAT of animals receiving the HF-D diet was the lowest of the HF
groups (Figure 5A), and DNA total amount was higher (Figure 5B), suggesting adipose cell
hyperplasia and hypertrophy in HF-D mice. Transcriptomic analyses performed on eWAT to explore
the modulation of AT inflammation did not show significant differences in 116, mcpl, leptin and

adiponectin gene expression between the five conditions. By contrast, significant differences were
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observed in gene expression of main lipolytic enzymes. Indeed eWAT Lipe mRNA level was
significantly increased in HF-A and HF-E mice compared to HF mice (Figure 6, p < 0.05). Atgl
expression was also higher in HF-A and HF-E mice compared to both control and HF-D mice (Figure
6, p < 0.05). Furthermore, Ucp3 mRNA level was significantly higher in HF-E mice compared to
control, HF and HF-A groups. Finally, a lower Ppar gamma mRNA level was also observed in eWAT

of HF-E mice compared to HF animals (p < 0.05, Figure 6).

DHA hastened the induction of leptin expression during 3T3-L1 differentiation into adipocytess

To better characterize the effect of n-3 PUFA on AT development and its secretory function, 3T3-L1
cells were differentiated into adipocytes in the presence of 50uM of ALA or EPA or DHA from day 0
to day 8 to explore the kinetic of adipokine expression. Leptin and adiponectin expression kinetics
were analyzed every two days throughout the differentiation process. mRNA levels of leptin and
adiponectin were compared to Day 0 and between treatments at days 2, 4, 6 and 8 (Figure 7). In
control cells, adiponectin and leptin expression profiles during adipogenesis were similar. In these
cells, 8 days of differentiation were necessary to detect a significant increase of leptin gene expression
compared to day 0. Adipocytes exposed to EPA responded similarly to control since the leptin mRNA
level differed from baseline only at day 8 (Figure 7A). DHA treatment, but not ALA and EPA,
increased leptin expression above control values on day 2, 6 and 8 (p < 0.05, Figure 7A). In control
cells, adiponectin was significantly expressed from day 4 and remained elevated throughout the
differentiation process (p < 0.05 vs. DO, Figure 7B). Cells exposed to EPA significantly expressed
adiponectin mRNA at day 6 (Figure 7B) and exhibited a higher adiponectin gene expression compared
to cells exposed to ALA or DHA at this differentiation stage (p < 0.05, Figure 7B). By contrast,
treatment with ALA and DHA significantly reduced the effect of the differentiation process on

adiponectin mRNA levels which was significantly lower than in control cells on day 8 (Figure 7B).

Prevention of glucose intolerance by EPA during severe obesity

After the identification of the differential effect of n-3 PUFA on metabolic disturbances during the
dynamic phase of the development of obesity in C57BL/6J mice, we examined whether these effects
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were similar in Ob/Ob mice. These mice are hyperphagic because of the lack of leptin secretion and
develop obesity and metabolic disorders more rapidly than C57BL/6J mice. As expected after 5 weeks
under each experimental diets (control, HF, HF-A, HF-E and HF-D), BW and fat mass percentage
were significantly higher in Ob/Ob mice fed with the HF, HF-A, HF-E and HF-D diets compared to
Ob/Ob mice fed with the control diet (Table 4). Ob/Ob mice fed with the control diet ate 17% more
calories than C57BL/6J WT mice fed the same diet (58.5 + 1.9 vs. 47.8 + 1. 0 j/day evaluated 2 weeks
before sacrifice respectively, p < 0.05) leading to a higher fat mass gain (Table 4) compared to
C57BL/6J (Table 1). When consuming the HF diet, Ob/Ob mice ate more calories than animals fed
with the control diet (Table 4) and gained significantly more weight, but body composition (in %BW)
was not modified (Table 4). Supplementation with ALA, EPA or DHA did not affect food intake
expressed in g or Joule per day (Table 4) compared to the HF diet. No differences in BW, fat mass and
lean mass were detectable between the four HF groups. Despite this, HF-E diet significantly improved
IR and glucose tolerance compared to other HF groups (p < 0.05, Figure 8) but were still significantly
lower compared to control group (p < 0.05, Figure 8). On the contrary, supplementation of the HF diet
with ALA and DHA did not prevent the decrease in glucose tolerance or insulin sensitivity induced by
the HF diet (Figure 8). As described for C57BL/6J mice; peripheral insulin sensitivity was evaluated
in the liver, skeletal muscle, and eWAT after administration of a physiological dose of insulin. Akt
protein phosphorylation following insulin injection was higher in the liver from HF-E fed animals
compared to control, HF and HF-D groups (Figure 9A). In skeletal muscle, consumption of the HF
diet tended to increase Akt phosphorylation compared to the control diet (Figure 9B). Supplementation
with ALA, EPA and DHA further increased Akt phosphorylation, leading to a significant
improvement compared to controls in this tissue. Measurement of insulin-dependent Akt
phosphorylation in the AT showed a decrease in all groups of Ob/Ob mice fed the HF diets compared
to the control group (Figure 9C). Finally, adiponectin gene expression was determined in eWAT from
these mice, its mRNA content was significantly higher in eWAT of mice supplemented with EPA
compared to HF mice (p < 0.05, Figure 10). It was intermediary in the eWAT of mice supplemented

with DHA compared to HF mice (p =0.09 vs. HF, Figure 10).
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Discussion

The roles of dietary n-3 PUFA against MetS and cardiovascular diseases were investigated in
numerous studies, leading frequently to controversial results (7, 10). Furthermore, the specific effects
of the 3 most important n-3 PUFA retrieved in food products (ALA, EPA and DHA) remain partially
characterized. We compared here the effect of these FA, given at a nutritional dose (1% w/w of the
diet) in the prevention of metabolic syndrome and AT expansion in C57BL/6J mice fed with a high fat
and high sucrose diet. The composition of the experimental diet (236 and 200 g/kg of fat and sucrose
respectively) mimics a typical western diet which is rich in sugars and fat. C57BL/6J mice are
frequently used as a relevant model for the study of metabolic disorders (15). These mice could
develop obesity and insulin resistance within 16-20 weeks under a high-fat high-sucrose diet, but
cautions should be taken regarding housing to limit the interindividual variability in terms of BW gain
(16, 17). Each n-3 PUFA-supplemented diet allowed a significant incorporation of the corresponding
FA in different tissues. ALA, EPA and DHA relative amounts were increased in erythrocyte, liver and
muscle phospholipids following the HF-A, HF-E and HF-D diets respectively. The total amount of n-3
PUFA incorporated into erythrocyte phospholipids was higher in mice receiving the EPA and DHA
compared to ALA. These observations confirm the good incorporation of n-3 PUFA as observed in rat
tissues after the consumption of n-3 PUFA-enriched oils (12). The percentage of ALA and EPA in the
different tissues were very similar in control and HF mice, but their respective increases following
dietary supplementation were clearly better for EPA. ALA storage probably preferentially occurred in
neutral lipids since absolute percentages of ALA were higher in adipose tissue and also in hepatic
neutral lipids (Supplementary Table 5) compared to PL fractions. In neutral lipids, we also detected
significant percentages of EPA, DPA and DHA in adipose tissue and the liver, suggesting that longer
chain n-3 PUFA could also be stored in neutral lipids from these tissues. Nutritional supplementation
with ALA was not sufficient to induce long chain n-3 PUFA accumulation, probably because of its
high rate of beta-oxidation (18) or a reduced ability for elongation and desaturation (19). As expected,
we observed that EPA supplementation led to a significant accumulation of DPA in different tissue’s

PL. It confirms that the final conversion of DPA into DHA is rate limiting (19) but suggests that DPA
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may participate to the beneficial effects of EPA supplementation on fat mass and glucose homeostasis.
Supporting this and despite an increased EPA content in different tissues from mice receiving DHA
due to the retroconversion of DHA into EPA, mice receiving DHA did not exhibited the same

phenotype than HF-E mice.

We demonstrated that adding 1% of EPA in the diet could prevent AT expansion, glucose intolerance
and IR, and reduce plasma total cholesterol concentration. Mice receiving EPA exhibited also
increased energy expenditure. On the contrary mice fed with a western diet enriched with DHA had a
decreased locomotor activity which may be the consequence of the increase in body fat mass.
Furthermore, in mice receiving EPA, the increase in AT DNA concentration compared to HF fed mice
indicated a lower adipose cell size. On the contrary, our data support that DHA induced fat cell
hypertrophy and hyperplasia. Beneficial effects of fish oil supplementation against AT expansion or
metabolic disturbances were previously identified under various experimental conditions. Hence, very
high dose of DHA and EPA (15 to 40% of n-3 PUFA) prevented BW, fat mass gain and AT
hyperplasia or hypertrophy in mice fed a high-fat diet (20). Furthermore, a mixture of n-3 PUFA
stimulated lipid mobilization in AT from rats fed a normolipidic diet containing 60% of sucrose (21).
EPA and more surprisingly ALA, increased AT Atgl and Lipe mRNA, suggesting a better capacity for
TG mobilization in this tissue. DHA did not modify Lipe nor Atgl mRNA but reduced adiponectin
plasma level. Adiponectin expression or plasma level were positively associated to adipose tissue
lipolysis and negatively related to MetS. In agreement with our present results, we can postulate that
DHA did not promote lipolytic pathways in eWAT (22, 23). Indeed in vitro experiments have
previously demonstrated that DHA promoted adipogenesis of 3T3-L1 adipocytes (24) and that EPA
had an opposite effect which could be related to an inhibition of PPARy and CEBPa, two key
transcriptional regulators of adipocyte differentiation (24, 25). The present work also suggests that a
negative regulation of PPARy in AT could occur under EPA supplementation and mediate the

observed effects.

Interestingly, plasma leptin concentration was significantly higher in mice fed the HF diet enriched

with DHA compared to EPA. Plasma adiponectin to leptin ratio was modified accordingly and was
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then increased in HF-E WT mice (26, 27). The analysis of the kinetics of leptin and adiponectin
MRNA expression in 3T3-L1 adipocytes confirmed the differential effects of EPA and DHA on
circulating leptin and adiponectin concentrations. EPA stimulated adiponectin expression and DHA

increased leptin expression in adipocytes.

Our experiment with Ob/Ob mice support the notion that a preventive role of nutrients against fat
mass accumulation could be mostly observed in the initial stage of weight gain. In Ob/Ob mice, EPA
supplementation was not able to modulate fat mass gain. Neither ALA, nor EPA or DHA counteracted
the effect of overfeeding on body composition. However despite this, EPA was still able to partially

protect Ob/Ob mice against glucose intolerance and IR.

These differential effects were related to modifications of the insulin sensitive activation of Akt
protein in the liver, but not in skeletal muscle. Insulin—dependent Akt phosphorylation was decreased
in C57BL/6J mice receiving the HF and HF-D diets compared to mice fed with the standard diet. On
the contrary, supplementation with ALA or EPA had a protective effect. In direct line with these
observations, only EPA supplementation increased the phosphorylation of Akt upon insulin
stimulation in the liver of Ob/Ob obese mice. ALA had only a limited stimulatory effect which was
not significant. No such improvement was reported in the skeletal muscle and AT. Although no
significant changes were reported in WT mice, EPA significantly restored adiponectin mRNA level in
eWAT from Ob/Ob mice, suggesting that this adipokine could partly mediate the beneficial effect of

EPA supplementation on glucose homeostasis.

It was previously identified that Akt activation could be repressed by TRB3 protein in the liver (28).
We recently confirmed the hypothesis in C2C12 myotubes which exhibited resistance to insulin
dependent Akt phosphorylation and increased Trb3 expression (Pinel et al., BBA in press). The
present study further validated a potential contribution of this protein in IR. Hence, Trb3 mRNA levels
were reduced in skeletal muscle from WT mice receiving n-3 PUFA compared to HF fed animals.

However no significant changes were detected in the liver from the same animals. These data are the
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first to evidence in vivo the impact of n-3 PUFA on Trb3 gene expression. However, further studies

are required to understand the links with muscle insulin response.

Gene expression level of genes involved in glucose homeostasis could not fully explain the differences
observed between n-3 supplemented groups. Gene expression of key regulator of hepatic glucose
production was not consistently affected among the different n-3 PUFA supplementation. We
observed that the MRNA levels of G6pc and Pckl were reduced in the liver from HF-A and HF-D
mice. G6Pc and PCK are involved in hepatic glucose production and unexpectedly, HF-A and HF-D
mice exhibited an impaired glucose tolerance compared to control and EPA-supplemented mice.
However, it was previously described that Pckl was not crucial for hepatic glucose production but its
blockage could affect FA B-oxydation (29). Despite our observation that Pck genes were not regulated
by n-3 PUFA in skeletal muscle, ALA and to a lower extend EPA, reduced glycerol kinase gene
expression. It was previously found that FA esterification and glucose production could be affected
when Gyk activity is diminished (30). Further studies are necessary to decipher the connections

between all regulators of glucose metabolism in the presence of increased supply of n-3 PUFA.

In conclusion, EPA dietary supplementation, but not ALA and DHA, could prevent the deterioration
of glucose homeostasis and the excessive accumulation of fat mass in an obesogenic environment.
EPA has a direct impact on tissue metabolism, inhibiting fat cell hypertrophy in visceral AT,
improving the adiponectin to leptin ratio and enhancing the insulin signaling pathway in the liver. By
contrast, DHA promoted fat mass accumulation and did not improve glucose homeostasis, or IR. In
agreement with a previous study using ALA-rich oils to decrease the omega 6 to omega 3 ratio in the
diet (31), ALA did not exhibit beneficial effect on these parameters when used at a dose fitting with

the nutritional recommendations.
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Tables

Table 1: Anthropometric and calorimetric parameters of C57BL/6J mice. Five week old
C57BL/6J mice were placed on a HF or n-3 PUFA-supplemented HF (HF-A, HF-E and HF-
D) diets and compared to mice fed with a standard LF diet for 16 weeks. Body composition,
energy expenditure (BW-EE), respiratory quotien (RQ) and locomotor activity were evaluated
during weeks 14 and 15. Tissue weights were evaluated at sacrifice after 16 weeks on the
diets. Number of animals indicated within parenthesis. Data are means £ SEM (n=13-19 and
n=4-6 for anthropometric and calorimetric parameters respectively). Means within a row with
different superscripts differ at p < 0.05 (ANOVA). * individual comparison vs LF, HF and
HF-E found a difference at p=0.1 (t test).

Variable Control HF HF-A HF-E HF-D

bodymassg 27.0+04° 206+03" 20805 298405 292+04°
Bodyfatmass % 95+04°  134+12° 130+12®° 103#11" 133+1.1°
Bodyleanmass,% 826+04% 796+12° 795:11" 828:11% 798:10°

oWATft%BW 13+01°  21:03  24+04° 13:02° 23:02°
Gastrocnemius, %BW 049+001 047+001 049+001 049+001 048001
Liver%BW 3.85£0.12 352+0.13 365:009 363£008 3.41£0.13

Heart %BW 0.49+0.01%° 047+0.01%* 046+001™ 05:002° 045+0.01°

Variable Control HF HF-A HF-E HF-D

BW-EE (kJigram) 1.60+0.02° 1.49+0.04%® 150+005° 158+005 1.38+0.03°
ocomotor activity 178 +12  174+19  139+14 17919 119+ 18*

RQ 095+001° 081+0.01° 0.79+001° 080+001° 08+0.01°
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Table 2: Fatty acid composition of erythrocytes from C57BL/6J mice; Mice were fed during
16 weeks with LF (control), HF or n-3 PUFA-supplemented HF (HF-A, HF-E and HF-D)

diets Data are means + SEM (n=8). Means within a row with different superscripts differ at p

< 0.05 (ANOVA).

fattyacid  Control HF HF-A HF-E HF-D
C140 050:006  051:007 044007  045:007 037005
C150 036+003  04£006  033+005 033+005  0.28+0.04
C160 3322+069 3181+094 3013065 3037+046 30.93+113
C16.1n9 075£009  089+017  074+014  070£013  058+0.1
C164n7 067+004% 030£002° 027+003° 023003  029+0.04°
C17.0 040:001° 057£003 053:002®° 051£002° 050£003°
C18.0 12244037 1655+043% 1541+046%® 14.83+033° 1475+051°
C18.19cis 1431£030 1533:£057 1470:023 1466+019  14.00%0.38
C184n7 269:009*° 166£007° 156+005° 148+005%° 1.24+0.18°
C18.2n6cis 934023  1097:025° 12.00:040° 11.61£0300° 1359047
C20.1n9 042+001 0441002  043:001  034:001  0.32+0.01
C183n3 026001  0.15£000° 029+001* 013£0000° 0.12£001°
€202 032:001% 062£002° 068£002° 052£001° 054+001°
€20 040£004° 063£004° 048:005° 045:006° 041009
C203n6 126+004  079+£010  135+048  097+012  1.38+037
0204n6 1449:£069° 1200:1.18° 1242:031° 880£03%F  7.99:054°
€205n3 090£007° 093+009°  108+007° 492+018  163+0.14°
C24n6 145:009° 136£016° 114£0068° 058£003° 0334003
€225n6 081+007% 061£000° 025:002 008:001%  0.05£0.01
0225n3 046002  040£005°  086:004° 238+009°  0.36:0.04°
0226n3 474+040° 311+048°  485+029° 563+027°  8.98+0.88°
totaln-3 637047  459+057° 708+039° 13.06+049° 1109102
totaln6 27.35:077° 2573:143%° 2725:075° 2204:061° 23.34+068"
n-6:n-3 443:029° 5098:+045° 392:023° 170£005 222:0.1¢°
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Table 3: Plasma parameters in fasted C57BL/6J mice fed during 16 weeks with LF (control),
HF or n-3 PUFA-supplemented HF (HF-A, HF-E and HF-D) diets. Data are means + SEM
(n=8-9, excepted leptin & adiponectin, n=8-11). Means within a row with different

superscripts differ at p < 0.05 (ANOVA). #: p<0.1 vs HF (ANOVA p value was 0.07).

Control HF HE-A HF-E HF-D
Plasma concentration of

nsulin(ng/ml) ~ 554£0.19 7,004 0,68 5,86 0.64 4644053 6.69+0.76
NEFA(mmol/)  030£0.00" 027£001" 037£007 0.22£001° 031£001”

Glucose (g/1) 098+002° 150£0.05° 1.24£0.05° 1.36+0.07 1.3040.04°
Trighyceride (g/) 0374004 0.38+0.03 0.41:0.05 0331002 0424003

Glycerol (umol/) B116 231124 191412 18347 20818
Total cholesterol (g/1) 0.72£0.03° 09240.03° 085007 0.73003 0.74:002"
Leptinng/ml)  239£02¢° 230053 1824037 0.85£0.07 5241055
Adiponectin (ug/ml) 9134055 6141049 5734037 557£031° 568057

Table 4: Anthropometric and food consumption measurements in Ob/Ob mice. Five week old

Ob/Ob mice were placed on the same diets as wild type C57BL/6J mice, i.e. a HF or n-3
PUFA-supplemented HF (HF-A, HF-E and HF-D) diets and compared to Ob/Ob mice fed

with a standard LF diet (Control) for 5 weeks.

Control HF HF-A HF-E HF-D n
Body weight g 40.16+0.68b 48.67+1.00a 47.80+0.77a 47.76x1.04a 48.90+0.58a 8
fat% 51.67+0.96 53.05+0.84 52.32+0.91 52.74+1.15 53.20+0.89 8
lean% 45.16+0.87 44.53+0.88 44.74+0.87 44.94+1.13 44.35+0.75 8
food consumption
g/d 3.54+0.11 3.7+0.05 3.68+0.04 3.77+0.06 3.7+0.05 8
j/d 58.48+1.76b 74.63+1.0da 74.28+0.69a 76.05+1.26a 74.70+0.91a 8
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Figure 1: Evolution of food consumption in C57BL/6J mice. Five week old mice were placed
on a HF or n-3 PUFA-supplemented HF (HF-A, HF-E and HF-D) diets and compared to mice
fed with a standard LF diet for 16 weeks. Food consumption was recorded every 2 weeks
between week 0 and week 14 and expressed in Joules per day (A) or g per day (B). Total food
consumption was measured for each cage (n =5 mice per cage). The measured value was
divided by the nuber of animals in the corresponding cage. Data represent mean consumption
per animal £ SEM (n=20).
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Figure 2: Glucose and Insulin tolerance test in C57BL/6J mice.

Experiments were performed 16 weeks after the beginning of dietary treatments with LF
(control), HF or n-3 PUFA-supplemented HF (HF-A, HF-E and HF-D) diets. Glucose
tolerance test (A-B) or insulin sensitivity (C—D) were performed in two separate sets of
animals. (A) Plasma glucose concentrations following intraperitoneal glucose injection to
fasted mice. (B) Area under the glycaemic curve values from glucose tolerance test (A). (C)
Plasma glycaemia following intraperitoneal insulin injection to fasted mice. (D) Area under
the glycaemic curve values from insulin sensitivity test (C). Data are means + SEM (n=8-10,
n=7-9 for A-B and C-D respectively. (A): T : p<0.05 vs HF—D; ¥ : p<0.1 vs HF—D. (C) * p <
0.05 vs control. (B,D) Means with different superscripts differ at p < 0.05 (ANOVA).
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Figure 3: Insulin-dependent Akt phosphorylation in the liver from C57BL/6J mice.

Histograms represent means of Akt phosphorylation in skeletal muscle from C57BI6J mice
following insulin injection after 16 weeks of feeding with LF (control), HF or n-3 PUFA-
supplemented HF (HF-A, HF-E and HF-D) diets. The abundance of Akt phosphorylated at
Ser 473 was normalized to total Akt abundance using specific antibodies. Data are means *
SEM (n=7-8 experiments per group). Representative pictures of samples from each group are

reported. *p<0.05 vs control group (t test).
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Figure 4: TRB3 mRNA level in skeletal muscle (A) and the liver (B) from C57BL/6J mice

Quantification of mMRNA was measured by RT-gPCR and normalized to hypoxanthine
guanine phosphoribosyl transferase (Hprt) mRNA level. Data are expressed as mean = SEM
of the relative abundance of each mRNA (n=5-8 and 5-6 in skeletal muscle and the liver

respectively). Means with different superscripts differ at p < 0.05 (ANOVA).
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Figure 5: eWAT cellularity in C57BL/6J mice. Mice were fed during 16 weeks with LF
(control), HF or n-3 PUFA-supplemented HF (HF-A, HF-E and HF-D) diets: (A) DNA
concentration in eWAT; (B): Total DNA amount in eWAT depot. Data are expressed as mean
+ SEM (n=13-15). Means with different superscripts differ at p < 0.05 (ANOVA).
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Figure 7: Leptin and adiponectin gene expression in 3T3-L1 adipocytes:

Quantification of Leptin (A) and adiponectin (B) mRNA were measured by RT-gPCR and
normalized to non-POU domain containing, octamer-binding (NoNo) mRNA level.
Measurements were performed in cells exposed to 0 (CTRL) or 50 uM of ALA, EPA or DHA
during the differentiation process at day 0 (before FA treatment) and days 2, 4, 6 and 8. Data
are expressed as mean = SEM of the relative abundance of each mRNA (n=4-6 per group). *:
p < 0.05 vs DO, ¥ p< 0.05 vs all other days in the same treatment (ANOVA); $ p < 0.05 vs
other treatments at the same day.
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Figure 8: Glucose and Insulin tolerance test in Ob/Ob mice

Experiments were performed 5 weeks after the beginning of dietary treatments with LF
(control), HF or n-3 PUFA-supplemented HF (HF-A, HF-E and HF-D) diets. Glucose
tolerance test (A-B) or insuline sensitivity (C—D) were performed in the same animals. (A)
Plasma glucose concentrations following intraperitoneal glucose injection to fasted mice. (B)
Area under the glycaemic curve values from glucose tolerance test (A). (C) Plasma glucose
concentrations following intraperitoneal insulin injection to fasted mice. (D) Area under the
glycaemic curve values from insulin sensitivity test (C). Data are means + SEM (n=7-8). (A):
* significantly different from the other groups, #: value did not differ from control. Means
with different superscripts differ at p < 0.05 (ANOVA).
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Figure 9: Insulin-dependent Akt phosphorylation in
the liver skeletal muscle and eWAT from Ob/Ob
mice.

Histograms represent means of Akt phosphorylation
in the liver (A), skeletal muscle (B) and adipose
tissue (C) from O/Ob mice following insulin
injection after 6 weeks of feeding with LF (control),
HF or n-3 PUFA-supplemented HF (HF-A, HF-E
and HF-D) diets. The abundance of Akt
phosphorylated at Ser 473 was normalized to total
Akt abundance using specific antibodies. Data are
means £ SEM (n=06-8 experiments per group).
Representative pictures of samples from each group
are reported. Means with different letters were
significantly different (ANOVA).
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Figure 10: Adiponectin gene expression in eWAT from Ob/Ob mice :
Quantification of mRNA was measured by RT-qPCR and normalized
to non-POU domain containing, octamer-binding (NoNo) mRNA
level. Mice were fed during 6 weeks with LF (control), HF or n-3
PUFA-supplemented HF (HF-A, HF-E and HF-D) diets Data are
expressed as mean = SEM of the relative abundance of adiponectin
mRNA (n=5-7 per group). Means with different letters were
significantly different (ANOVA); *: p < 0.05 vs HF-D; # p < 0.05 vs
HF (t test).
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Supplementary Tables

Supplementary Table 1: Fatty acid composition of skeletal muscle phospholipids from
C57BL/6J mice. Mice were fed during 16 weeks with LF (control), HF or n-3 PUFA-
supplemented HF (HF-A, HF-E and HF-D) diets. Data are means of relative percentage of
indicated FA + SEM (n=8). Means within a row with different superscripts differ at p < 0.05

(ANOVA).

Fatty acid (rel%)

Control

HF

HF-A

HF-E

HF-D

C14:.0
C15:.0
C16:0
C16:1 n-9
C16:1 n-7
C17:0
C18:0
C18:1 n9
C18:1 n-7
C18:2 n-6
C20:1 n-9
C18:3 n-3
C20:2
C20:3 n6

0.64 +0.05°
0.61 +0.26°
27.51 + 0.99
0.68 +0.03
212 +0.07°
0.24 +0.01°
10.5 + 0.54°
6.93 +0.20
3.58 +0.13°
6.78 +0.13°
0.15 +0.012
0.26 +0.01°
0.26 +0.01°
1.05 +0.03?

C20:4 n6 11.81 +0.26%°

C20:5n-3
C22:4 n-6
C22:5n6
C22:5n-3

0.15 +0.02°
0.96 +0.04°
2.78 +0.09°
2.07 +0.06°

C22:6:n-3 20.85 + 0.64°

0.51 + 0.03%°
0.63 +0.20°
26.07 +0.56
0.71 £0.03
0.74 +0.06°
0.36 +0.012
12.34 +0.382
8.11+0.32
23+0.07°
7.26 +0.34°
0.16 +0.01°
0.17 £0.01°
0.54 +0.02°
0.89 + 0.05°
12.23 + 0.29°
0.12 +0.01°
1.63 +0.10°
3.38 +0.142
2.77 +0.09°

0.5 +0.02%
1.38 + 0.09
2462 +0.72
0.64 +0.03

0.68 + 0.04b°

0.38 + 0.00°
13.7 + 0.41°
7.91+0.17
2.1+0.08°
7.35+0.4°
0.15+ 0.01°
0.43 +0.03°
0.51 +0.01°
0.83 + 0.06°
9.66 + 0.32°
0.19+ 0.01°
0.96 + 0.06°
0.99 + 0.03°
364 +0.13°

0.5 +0.05%°
0.55+0.17°
26.15+1.26
0.68 + 0.04
0.63 + 0.04b°
0.34 + 0.03°
12.79 + 0.63°
7.43+0.53
2.06 +0.12°
6.66 + 0.47°
0.16 + 0.02°
0.18 + 0.02°
0.53 + 0.02°
0.62 + 0.05°
534 +0.23°
1.15 £ 0.07°
0.43 + 0.04°
0.22 +0.01¢
8.08 + 0.23°

0.43+0.03°
0.84 +0.16%°
26.23 +0.71
0.69 + 0.04
0.51 +0.04°
0.39 +0.012
13.26 + 0.37°
7.31+£0.50
1.46 + 0.05°
3.87 +0.28°
0.11 £0.01°
0.11 +0.01¢
0.36 + 0.01°
0.37 £0.02°
2.88 + 0.09¢
0.13 + 0.01b°
0.15 + 0.01¢
0.07 £ 0.01°
0.83 + 0.03¢

19.04 + 0.83% 23.35+0.85°° 2552 + 1.36° 39.91 + 0.53°

sum n-325.08 +1.84°¢ 221 +0.90°
sum n-6 21.87 +1.52°

n-6 : n-3

0.92 +0.09°

254 +£0.63°
1.17 +0.08°

0.73+0.04°

0.39 + 0.03°

27.61 + 0.90° 3464 + 1.30° 40.99 + 0.52°
19.78 £+ 0.61° 13.28 + 0.67° 7.33 +0.21¢

0.18 +0.01¢
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Supplementary Table 2: Fatty acid composition of liver phospholipids from C57BL/6J mice. Mice were fed
during 16 weeks with LF (control), HF or n-3 PUFA-supplemented HF (HF-A, HF-E and HF-D) diets. Data are
means of relative percentage of indicated FA = SEM (n=5-8). Means within a row with different superscripts differ
at p<0.05 (ANOVA).

Fatty acid (rel%) Control HF HF-A HF-E HF-D
C16:0 2163+ 1.4° 18.54 + 0.82%° 17.16 + 0.6° 1769 +1.21°°  20.31 £ 1.01%
C16:1n9  0.4+0.11 0.38 +0.05 0.31 +0.03 0.28 +0.05 0.41+0.05
C16:1 n-7  1.95+0.44° 0.51+0.11° 0.48 + 0.08" 0.6+023° 0.53 +0.08°
C17.0 042+0.12 0.36 + 0.02 0.38 +0.01 0.39 +0.03 0.37 + 0.01
C18:0 1236+ 1.15° 15.27 + 0.7%° 16.01 £ 0.77%° 17.34 £ 0.93°  14.37 + 0.68™
C18:1n9 1414 +173 12.3+1.09 11.88 + 1.04 10.82 +1.14 11.53 + 1.14
C18:1 n7 2.4+029° 1.21 + 0.04° 1.19 + 0.03° 117 +0.11° 0.84 +0.02°
C182n6 16.73+1.11 17.56 + 0.71 18.76 + 0.37 17.79 + 0.61 18.45 + 0.54
C20:0 0.26+0.09 0.20 + 0.03 0.24 +0.04 0.23 +0.03 0.23 +0.04
C18:3n6  0.43+0.11 0.42 +0.06 0.32 +0.04 0.26 + 0.04 0.27 +0.05
C201n9 0.28+002 0.25 + 0.01 0.28 + 0.03 0.24 +0.02 0.23+0.02
C18:3n-3  0.41x0.07° 0.18 £ 0.04° 0.73 £ 0.1 0.22 £ 0.04° 0.26 £ 0.05>
C20:2 0.25+0.02° 0.43 +0.02° 0.45 + 0.02° 0.46 + 0.02° 0.37 £0.02°
C22:0 027+007 0.38 +0.03 0.46 + 0.04 0.38 +0.03 0.38 + 0.04
C20:3n6  1.03+02 0.51 +0.08 0.85+02 0.76 +0.16 0.96 +0.14
C20:4 n-6  15.08 + 0.95" 18.45 + 0.95° 15.95 + 0.88%° 13.00 £ 0.79° 9.89 +0.51¢
C24:0 026009 0.28 + 0.03 0.26 £ 0.02 0.26 +0.02 0.26 + 0.03
C20:5n-3 027 +0.02° 0.17 £ 0.01° 0.62 + 0.06° 3.38 £ 0.34° 1.83+0.12°
C22:4n6 0.31+0.02° 0.31+0.01° 0.23 +0.01° 0.13 +£0.01° 0.08 +0.01¢
C22:5n-3  0.41+0.03° 0.42 +0.03° 0.64 +0.02° 1.56 + 0.07° 0.34 +0.02°
C22:6n-3 9.96+0.38° 11.25 + 0.76% 12.53 + 0.31" 14.32 £ 0.94°  17.76 + 0.54%
sumn-3 11.05 + 0.58° 12.02 +0.77° 14.52 + 0.26" 19.47 + 0.87° 20.2 + 0.58°
sumn-6 34.03+0.31° 37.73 £0.51° 36.24 + 0.69° 32.4+058° 29.63 +0.31°
n6:n3 3.00+0.04° 3.21+0.19° 2.5+ 0.07° 1.69 + 0.09° 1.48 + 0.04°

128



L'oFCl’L 800F 180 SL'0F80'L BO0OFCOL S00FS0L [eLpuoL0y W ‘aselsjsuelyfoe ajeydsoyd-¢-joiadk|b weds
600F680 POOF80 B00FLLO GO0FGLO S00F680 t swlzusos ‘sseuny aseusfoipiyap syeaniid ppd
800 F58°0 FL0FPS0 BSO0FB90 . 600F880 €00 F8G°0 aseun 08249 WMo
SL0FFE L 9L 0FFEL 600F8C'L aL'0F el LLOF LF'L [BLpUOL0Y W Z @seunifixoqued ajeantidiousoydsoyd 2¥2d
6C0F86°0 BC0F86°0 JO0F6EE0 BETO0F860 B8P 0F6E8'L Jljosoifa || eseurihxoqied sjeanifdiousoydsoyd 119d
a-4H 3-4H v-dH 4H |0JjuoD 8uleu suso [0qWAS BuUBD
(|)
,600F0L0 R0TOFCIT LTOFPE0 QT 0FSHT 2STOFCIT asejeydsoyd-g-asoon|3 2dgo
0T'0F8L0 800F 0280 L00F0L0 Y00F 90 60°0F89°0 [elpUOyJ0) W ‘aselsisuelyi oe speydsoyd-g-ola 4B wedy
JSTOFSTT SFTOFLLO JIZ0F00T Q07907 JIS0F057 ¥ swAzusos ‘sseu sseusboipiysp sjeaniid #ipd
T0¥990 80°0F19°0 vO'0F890 £0°0F09°0 80'0F£8°0 aseun 01849 WD
60°0F8L0 8T0F6CT 9T’ 0560 ET0FTI0T 80°0%F£8°0 [elpUOyIoy W |z eseuniixogies seaniidiousoydsoyd Z349d
LL00F0L0 LOT0FLTT JFT0FS80 JTOFSTT OTOFELD Jlj0s0140 {| aseunixogle s sleansidousoydsoyd 1424
d-4H 3-4H V-4H 4H |oa1uo) Sweu susn Joquiis susg

(v)

(VAONY) S0°0 > d 1e 1op1p syduosiodns JuaIofJip yiim sued]A "(A[oanoadsal JoAl] 9y} pue o[osnul
[eIO[2Ys Ul g pUR /=U) YW [OBS JO 20ULPUNGE 2ATR[AI 91} JO JNHS F UBSW se passaldxd aIe je(] "[eA9] YN YW (31d[) osersjsuern
[Asoquoydsoyd auruen3d ounpuexodAy o} pazijeuniou pue sAelle Aysuep moT uewbe] Sursn YHJIb-I Aq pamseswr sem yYNJW
Jo uoneoynueny) ‘sie1p (I-4H Pue d-4H V-IH) JH paiuewe[ddns-yingd ¢-u 10 JH (Jonuood) JT Y syoam 9T SULINP PaJ a1am DI

"0IW [9/ T/ G PAISE] wogy (g) 2[osnu [e1o[ays pue () I9AI] 9y ul uorssaidxo ouar) :¢ ajqe], Areyuswajddng

129



Supplementary Table 4: Fatty acid composition of adipose tissue lipids from CS7BL/6Jmice. Mice
were fed during 16 weeks with LF (control), HF or n-3 PUFA-supplemented HF (HF-A, HF-E and
HF-D) diets. Data are means of relative percentage of indicated FA £ SEM (n=6-10). Means within a
row with different superscripts differ at p <0.05 (ANOVA).

Fatty acid (rel%) Control HF HF-A HF-E HF-D
C140 1.67 £0.09° 1.11+0.02° 1.20 +0.05° 1.25+0.05 1.24 +0.05°
C150 0.160.01° 0.11 £0.01° 0.12 £0.01° 0.12+ 0.01° 0.12 £ 0.01°
C16:0 205zx04° 16.5 +0.8° 17.2 + 0.4°° 18.0 £+ 0.5 183+0.7°

C16:1n-9 0.94 +0.03° 1.23 £+0.09%° 1.21+0.06% 1.05 +0.07°¢ 1.25 +0.07°
C16:1n-7 85+0.3° 39+06° 42+05° 37+04° 32+04°
C17:0 0.14+0.01° 0.20 +0.01° 0.22 + 0.01%° 0.23+0.01? 0.25 + 0.01°
C180 17+02° 32+057 32+047 39+06° 41+05°
C181n-9 375+05° 461 +£1.5° 449 + 0.5%° 442 +0.7% 432+0.9°
C18:1n-7 36+0.1° 202+0.1° 1.9+0.1° 19+0.1° 1.8+0.1°
C18:2n-6  224%07 23.4+08 21.9+0.3 229+05 23205
C20:1n-9 0.70+0.08 0.65+0.11 0.60 + 0.06 0.57 +0.05 0.61+0.10
C18:3n-3  1.22 £0.05° 0.70 £0.07° 229+0.12° 0.78 + 0.03° 0.79 + 0.07°
C202 0.22+0.02° 0.44 +0.04° 0.24 + 0.06°¢ 0.38 + 0.04° 0.34 +0.04%°
C20:4n-6 0.27 +0.02° 0.27 £0.017 0.20 +0.01° 0.12+0.01° 0.13 £ 0.01°
C20:5n-3 nd nd nd 024 +0.02 nd
C22:5n-3 nd nd 0.07 £0.01° 0.21 + 0.01° 0.07 +0.01°
C22:6n-3 0.10+£0.01°° 0.08 +0.01° 0.13+0.01°¢ 0.21+001° 1.02 + 0.08°
sumn-3 1.34+0.06° 0.78 £+ 0.07° 250 +0.13° 1.44 + 0.06° 1.88+013°
sumn-6  242+07 246+08 248+0.3 246+06 253+ 05
n-6:-n-3 183+068" 327 +2.3° 10.1+0.5° 173+06° 140+09°
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Supplementary Table 5: Fatty acid composition of liver neutral lipids from C57BL/6J mice. Mice were fed during 16 weeks
with LF (control), HF or n-3 PUFA-supplemented HF (HF-A, HF-E and HF-D) diets. Data are means of relative percentage
of indicated FA + SEM (n=5-8). Means within a row with different superscripts differ at p < 0.05 (ANOVA).

Fatty acid (rel %) Control HF HF-A HF-E HF-D
C16:0 17.2 + 3.1 167+ 16 176 +0.5 191 +14 193+04
C16:1n9 1.03+0.11 0.92+0.17 1.02 +0.08 0.93 +0.09 1.11 +0.12
C16:1n7 449+175 1.21+0.29 1.47 +0.20 1.32+0.19 1.36 +0.18
C180 261+094 465+ 132 346 +1.23 3.38 +0.43 269+ 047
C181n9 378%15 368+ 20 36.6 +2.1 343+08 333+07
C18:1.n-7 2.85+0.50° 152 +0.08° 1.51+0.13° 1.31 + 0.06" 1.16 £ 0.03¢
C182n6 22310 243+13 245+14 236+09 242+06
C183n6 064 +0.20 0.83+0.13 0.56 +0.11 0.45 + 0.09 0.41+0.06
C2001n9 089+017 0.70+0.14 0.74 +0.16 0.67 +0.08 0.48 + 0.07
C18:3n-3 092 +0.26° 0.85+0.11° 273 +0.24% 0.84 +0.06° 1.05 + 0.03°
C20:4n6 387 +1.16° 6.11 + 2.21° 3.29 + 1.44%° 2.25+0.42%° 1.32 +0.25°
C20:5n-3  0.25+0.03° 0.23 +0.03¢ 0.55 + 0.06° 2.41+0.22° 1.43 +0.14°
C225n-3 047 +0.12% 0.36 + 0.05° 0.65 + 0.08° 2.20+0212 0.65+0.11°
C226n-3 255+059 2.44 + 0.45° 3.00 + 0.39° 4.77 + 0.45° 9.85 + 0.962
sumn-3 419 +0.89° 3.78 + 0.45° 6.61 +0.54° 10.23 + 0.66° 12.58 + 1.03°
sumn6 276+19° 323+12° 29.1+0.8%® 26.8 +0.9° 26.6 +0.4°
n6:n3 7.45+1.128 9.03 + 0.69° 464 +052° 268+018° 223 +0.20°
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2.2. Oméga-3, lipotoxicité hépatique et musculaire

IMPACT DES OMEGA-3 SUR LE METABOLISME MUSCULAIRE ET
HEPATIQUE : ROLE DE L’OXYDATION MITOCHONDRIALE ET DE
L’ACCUMULATION DE DIGLYCERIDES

Données complémentaires a I’article précédent
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Afin de proposer un article cohérent sur I’homéostasie du glucose et I’expansion du
tissu adipeux, nous avons mis de coté certains résultats obtenus sur le modele in vivo. Ces
données, présentées ici, concernent 1’évaluation du métabolisme des lipides dans le foie et le
muscle et notamment 1’oxydation mitochondriale dans ces deux tissus (analysée ex vivo a
I’aide de palmitate marqué au **C). Cette partie comporte aussi des données sur I’expression
des génes impliqués dans le métabolisme oxydatif du muscle et du foie, évalués a 1’aide de
cartes microfluidiques qui ont aussi permis d’explorer I’expression des génes de la
néoglucogeneése (cf. article précédent). Nos résultats nous ayant conduit a nous intéresser au
foie, nous avons exploré la régulation de la lipotoxicité dans ce tissu par le dosage hépatique
de DG et TG par CCM et dosage colorimétrique ainsi que par 1’exploration de 1’activation de
la PKCO dans le foie des souris sauvages et ob/ob. Pour de plus amples informations sur les
protocoles expérimentaux employés, se reporter au chapitre Ill, section 2. ou a Iarticle

précédent.
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Matériels et méthodes

Oxydation mitochondriale du 1-**C palmitate ex vivo

Lors de I’abattage des animaux, 90mg de foie ou de muscle ont été broyés dans un milieu de
maintien (25mM de sucrose, 2mM d’EDTA, 10mM de Tris base) et incubés dans de la glace.
Du tampon d’oxydation (9mM d’ATP, 2mM de NAD, 0,6mM de cytochrome C, 0,2mM de
Coenzyme A, 1,2mM de L-carnitine, 0,.9mM d’acide malique) a été ajouté. Les Homogénats
(75uL) ont ensuite été incubés a 37°C sous agitation pendant 30min dans des fioles
hermétique pour piéger le CO, libéré lors de 1’oxydation compléte du palmitate. Pendant
I’incubation, 100uL de [1-*C] palmitate (0.25uCi/mL, 0.5mM) ont été injectés toutes les 30
secondes. A la fin de I’incubation, 200uL d’acide perchlorique ont été ajoutés dans le milieu
pour faire précipiter les acides gras. Les tubes sont conservés a 4°C pendant 1h30. Le piégeur
de CO; a été récupéré séparément pour le comptage par scintillation de 1’oxydation totale. Les
milieux sont centrifugés a 200g pendant 5min puis 500uL ont été utilisés pour le comptage

des corps acido-solubles.

Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Les acides ribonucléiques (ARN) ont été extraits en utilisant du TRIzol® (Invitrogen,
1ml/10cm?2) conformément aux indications du fabricant. Du chloroforme a ensuite été ajouté
(0,2mL/mL de TRIzol®) et les échantillons ont été mélangés et centrifugés pendant 15
minutes a 12000g et 4°C. La phase aqueuse contenant les ARN a été collectée et mélangée
avec de I’isopropanol pour faire précipiter les ARN avant centrifugation pendant 15 minutes a
12000g et 4°C. Apres centrifugation, les culots ont été lavés avec de 1’éthanol a 70%
(volume/volume), séchés et resuspendus dans de I’eau. La quantification des ARN et leur
intégrité ont été vérifiées par la mesure du ratio optique a 260nm et 280nm et par migration
sur gel d’agarose, respectivement. Deux microgrammes d’ARN totaux ont été utilisés pour
réaliser la transcription inverse des ARN en acides désoxyribonucléiques complémentaires
(ADNCc). La technologie Tagman Low density array sur plaque 384 puits a été utilisée pour
réaliser la PCR quantitative dans un systeme 7900HT (Applied Biosystems).

Dosage des DG et TG hépatiques

Apreés sacrifice, une partie du foie des souris sauvages a été récupérée pour extraire les lipides.
Les foies ont été broyes en Méthanol/EGTA (6mL) avant separation des lipides selon la
méthode de Folch et al. (Folch et al. 1957). La phase de chloroforme est récupérée et séchee
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apres passage a travers du sulfate de sodium anhydre pour enlever 1’eau résiduelle. Le dépot
de lipides est alors repris dans 1mL de méthanol et conservé en pilulier en verre a -20°C
jusqu’a utilisation. Un volume fixe de lipides est déposé en CCM et migre dans une phase
mobile constituée d’hexane, de diéthyléther et d’acide acétique (74:25:1, volume/volume).
Les fractions (DG et TG) séparées sont visualisées par coloration a la vapeur d’iodine avant
excision des spots et élution a I’aide d’acétone. La quantification des DG et TG est réalisée a
I’aide d’un kit enzymatique dégradant le glycérol (Diasys). La quantité relative de DG et TG

(en %) est rapporté au poids du tissu de I’échantillon utilisé.

Western Blot

Aprés injection intrapéritonéale d’insuline et sacrifice des animaux, une partie des foies de
souris sauvages et ob/ob a été récupérée et congelée a -80°C jusqu’a utilisation. Ces
échantillons ont été broyés en présence de tampon de lyse (50mM d’HEPES, 150mM de
chlorure de sodium, 10mM d’EDTA, 10mM de NaPPi, 25mM de B-glycérophosphate,
100mM de fluorure de sodium, 10% de glycérol, 1% d’orthovanadate de sodium, 1% de
Triton X-100 et 0.5% de cocktail inhibiteur de phosphatases) a 1’aide d’un broyeur a billes. La
concentration protéique des lysats a été déterminée a 1’aide du kit de dosage BCA pour
garantir un dép6t de 20ug de protéines pour la migration et la séparation en électrophorése
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Les protéines ont
ensuite été transférées sur des membranes en (PVDF). Aprés I’incubation des anticorps
primaires et secondaires, la fixation a été¢ détectée en utilisant ’ECL, substrat de 1’enzyme
couplée aux anticorps secondaires. La chimiluminescence a été enregistrée grace au systéeme
d’imagerie MF ChemiBIS 2020 (DNR Bio-lmaging Systems, Israél). Les bandes obtenues ont

été quantifiées avec le logiciel MultiGauge V3.2 (Fujifilm, Asniéres, France).

Analyses statistiques

Toutes les données sont présentées sous forme de moyenne + erreur standard a la moyenne.
Une analyse de variance (ANOVA) a une voie a été utilisée pour comparer les traitements
entre eux. Si celle-ci était significative (p<0,05), elle a été suivie d’un test post-hoc de Fisher.
Toutes les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel Statview version 5.0
(SAS Institute Inc., Brie Comte Robert, France).
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Résultats

L oxydation mitochondriale n’est pas améliorée dans le foie des souris sauvages

L’oxydation du palmitate n’est pas altérée dans le foie des souris HF par rapport a ceux des
souris CTRL (cf. Figure 1). Malgré une ANOVA non significative (p=0.095), ’oxydation est
améliorée dans les groupes EPA et DHA si I’on considere les résultats au test de student.
Cependant, ces résultats n’ont pas été confirmés par les analyses de I’expression musculaire
des génes de Cptla, Cptlb et Pgcla et Acadl dans le muscle, ou aucun de ces genes ne
présente d’augmentation d’expression dans les groupes supplémentés par rapport au groupe
CTRL ou HF (cf. Table 1A). Une diminution de I’expression de la Cptla est méme observee
dans le groupe HF-E comparé au groupe HF. Dans le foie (cf. Table 1B), I’expression de
Pgcla est significativement augmentée dans les groupes HF et HF-E par rapport aux autres,
tandis que I’expression de Pgclb est augmentée dans tous les groupes HF supplémentés ou
non vs CTRL. Dans ce méme tissu, aucune différence d’expression génique de Cptla n’a été

enregistrée.

Les oméga-3 réduisent I’accumulation hépatique de DG au profit des TG chez les souris
sauvages

Le contenu hépatique en DG tend a étre augmenté par le régime HF non supplémenté
(p=0,06) comparé au groupe témoin (cf. Figure 2A). La supplémentation, quel que soit I’®3,
réduit significativement le contenu en DG comparé au groupe HF non supplémenté. En
revanche, cette baisse des DG intracellulaires s’accompagne d’une augmentation significative
des TG dans les trois groupes supplémentés en o3 (cf. Figure 2B) par rapport aux groupes
HF et CTRL. Au contraire, le régime HF seul a réduit significativement I’accumulation de TG

par rapport au régime témoin.

L activation de la PKC6 est augmentée dans le foie des souris ob/ob sous régime HF non
supplémente.

L’activation de la PKCB, activable par I’accumulation intracellulaire de DG et de céramides a
été analysée par quantification de sa phosphorylation dans le foie. Aucune différence
intergroupe n’est observée chez les souris sauvages (cf. Figure 3A), tandis qu’une
augmentation significative de 1’activation de la kinase est observable chez les souris ob/ob

sous régime HF non supplémenté par rapport aux souris sous régime CTRL (cf. Figure 3B).
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Les supplémentations en ALA et DHA (p<0,05), et dans une moindre mesure en EPA

(p=0,079), réduisent I’activation de la kinase par comparaison au groupe HF.

Discussion

Nous avons montrés que 1’oxydation du palmitate n’était pas altérée dans le foie des souris
sauvages, en cohérence avec 1’expression des génes impliqués dans celle-ci. Malgré une
baisse des DG hépatiques, nous n’avons pas observé d’effet sur ’activation de la PKCO chez
la souris sauvage. L’obésité n’étant que modérée dans ce modele, il semblerait que la
perturbation du métabolisme musculaire et hépatique ne soit pas encore completement
installée, méme si des altérations de 1’homéostasie glucidique ont été retrouvées au niveau
corps entier. Nous avons toutefois observé que 1’oxydation musculaire du palmitate est
ameliorée dans les groupes supplémentés en EPA ou en DHA. Cet effet n’est cependant pas
associé a une amélioration de I’expression des génes du métabolisme oxydatif. Chez les souris
ob/ob, I’obésité séveére pourrait, quant a elle, étre accompagnée de désordres hépatiques et
musculaires. C’est ce que semblerait démontrer 1’augmentation de I’activation de la PKCO
dans le foie des souris HF par rapport aux autres. Il serait donc important d’effectuer des
analyses complémentaires de dosages des DG et TG dans ce mod¢le ainsi que d’évaluer
I’expression génique telle que nous 1’avons fait dans le modele d’obésité modérée pour
confirmer cette hypothese. Des différences de réponse aux régimes supplémentés ou non
pourraient, peut-étre, étre mises en évidence. L’amélioration de la tolérance au glucose chez
les souris ob/ob ayant recu de I’EPA (cf. article précédent) pourrait suggérer des effets
specifiques chez ces souris.

En conclusion, nous avons pu voir que le tissu adipeux était altéré dans les deux modeles
d’obésité mais qu’il était difficile d’observer des altérations hépatiques et musculaires
marquées chez les souris sauvages présentant une obésité modérée. Il serait donc important
d’approfondir les recherches chez les souris ob/ob pour caractériser I’effet de Ia
supplémentation en ®3 sur le métabolisme des lipides dans le muscle et dans le foie dans un

contexte d’obésité sévere.
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Figure 2 : Dosage hépatique des DG (A) et TG (B) intracellulaires.

Apres 16 semaines de régime témoin (CTRL), HF ou HF
supplément¢ en ALA, EPA ou DHA (HF-A, HF-E, HF-D,
respectivement), une partie du foie des souris sauvages a ¢€té utilisée
afin d’extraire les lipides et de quantifier les DG et TG par
séparation en CCM et quantification a 1’aide d’un kit enzymatique.
Différentes lettres indiquent une différence significative (p<0,05) a
I’ANOVA suivie d’un test post hoc.
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Figure 3 : Evaluation de I’activation de la PKCO dans le foie.
Les souris C57BL/6J (A) et ob/ob (B) ont ét€¢ soumises a un
régime témoin (CTRL), HF ou HF supplémenté en ALA, EPA
ou DHA (HF-A, HF-E, HF-D, respectivement) pendant 16 et 5
semaines, respectivement. Au sacrifice, le foie des animaux a
¢té prélevé pour extraire les protéines et pour quantifier
I’activation de la PKCO par phosphorylation. Différentes lettres
indiquent une différence significative (p<0,05) a ’ANOVA
sutvie d’un test post hoc.
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Corps entier
f Insulino-résistance <« EPA
T Intolérance au glucose <« EPA
1 Adiposite par le DHA
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/ Palmitate
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« Amélioration du parametre

Figure 29 : Schéma récapitulatif des principaux résultats



V. Discussion et perspectives

La lutte contre I’obésité et le syndrome métabolique est de premicre importance pour
limiter I’incidence de certaines pathologies telles que le diabéte de type 2 et les maladies
cardiovasculaires. L’excés de masse grasse provoque une ¢lévation des taux d’AGNE
circulants et une accumulation de métabolites lipidiques dans les tissus insulino-sensibles,
perturbant ainsi le fonctionnement de ces derniers. Ce processus est plus communément
nomme « lipotoxicité ». Afin de prévenir les perturbations métaboliques dans ces tissus,
diverses données expérimentales et épidémiologiques ont suggéré que les acides gras ®3
pourraient avoir un intérét. Toutefois, trés peu de travaux ont portés sur les effets propres des
trois principaux w3 retrouvés dans notre alimentation, ALA, EPA et DHA. Nous apportons ici
des réponses a cette question par I’é¢tude des mécanismes in vitro dans un contexte de
lipotoxicité et d’IR induites par le PAL, ainsi que par 1’é¢tude des effets propres de ces ®3
dans un modele in vivo afin d’apporter des éléments d’ordre plus physiologique.

Afin de discuter globalement les résultats de cette these (résumés dans la figure 29) et
de proposer des pistes pour 1’avenir, nous aborderons le travail effectué in vitro sur des
cellules musculaires puis nous élargirons la discussion au modele in vivo avant d’évoquer les

limites de ce modele et de proposer des perspectives a ce projet.

Intéréts des w3 dans I’IR et le métabolisme des lipides des cellules musculaires. Le
muscle squelettique est le principal contributeur a ’homéostasie glucidique en réponse a
I’insuline. Il est maintenant bien établi que 1’accumulation excessive de lipides dans ce tissu
perturbe son métabolisme, et notamment sa capacité a répondre a ’insuline. Nous avons
montré que les trois ®3 étaient capables de restaurer I’absorption du glucose en condition
d’IR induite par le PAL dans les cellules musculaires C2C12 en culture. Contrairement a
I’ALA, ’EPA et le DHA ont permis une amélioration de 1’activation de la voie de I’insuline.
Des mécanismes encore mal connus pourraient étre impliqués. Une diminution de
I’expression du géne Trb3 en présence d’EPA ou de DHA pourrait aussi participer a 1’effet
insulino-sensibilisant puisque la protéine TRB3 pourrait inhiber la voie de I’insuline (Du et al.
2003). Au contraire, I’ALA ne permet pas de réduire son expression et cette différence
pourrait expliquer les effets différentiels entre I’ALA et les deux autres ®3. Il faudrait
confirmer cette hypothése en recherchant notamment a quantifier la protéine TRB3 dans nos
conditions pour valider que I’expression génique refléte bien 1’abondance de la protéine ou a

travailler sur des mode¢les d’invalidation/surexpression ciblant cette protéine. Une étude, issue
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de notre équipe, avait auparavant démontré un effet bénéfique du DHA sur I’IR induite par le
PAL dans ce méme modele cellulaire (Capel et al. 2015). Nos résultats concernant I’ALA et
I’EPA sont également en accord avec la littérature utilisant des conditions de culture trés
similaires (respectivement (Chen et al. 2015) et (Sawada et al. 2012)). Cet effet n’est
cependant pas spécifique aux ®3, puisque I’AA, un AGPI »6 (Sawada et al. 2012) et I’OLE,
un AGMI ®9 (Coll et al. 2008) ont également un effet insulino-sensibilisant malgré
I’induction de I’IR par le PAL.

L’originalité de notre travail sur cellules musculaires réside dans la description de
I’effet de chaque 3 a une dose équivalente sur le métabolisme du PAL et de son orientation
vers 1’accumulation de DG et de céramides, ou vers l’oxydation. Cette orientation
différentielle participerait a I’amélioration (ou non) de la sensibilit¢ a I’insuline par
détoxification cellulaire. Contrairement a I’EPA et au DHA, I’ALA a eu un effet plus modéré
sur la baisse des DG et des TG et n’a pas amélioré significativement 1’oxydation du PAL. Il
pourrait étre intéressant d’étudier le devenir des ®3 dans le métabolisme musculaire des
lipides en reproduisant une expérience similaire avec un marquage au **C de ces 3 AG, tel que
nous avons pu le faire pour le PAL. En suivant leur devenir, nous pourrions déterminer si
I’oxydation des m3 est comparable a celle du PAL et si des différences peuvent étre observées
entre ’ALA, ’EPA et le DHA. Une étude au niveau cérébral chez la souris a montré que la
formation de corps acido-solubles était 2,5 fois supérieure dans les cerveaux perfusés avec de
I’EPA comparés a ceux perfusés avec du DHA, suggérant que I’EPA pourrait étre oxydé¢ en
proportion importante (Chen et al. 2009). Une étude parue en 1997 a montré que ’ALA
d’origine alimentaire serait oxydé a 84,9% (Cunnane and Anderson 1997), soit un taux de -
oxydation particuliérement important suggérant qu’il y a bien des différences dans le taux
d’oxydation des ®3. Ces différences sont probablement trés dépendantes du tissu considéré et
du statut physiologique des individus (par exemple mince vs. obése). Il serait également
intéressant de s’attarder plus spécifiquement sur 1’oxydation péroxysomale des AG a longue
chaine. La formation d’acylcarnitines spécifiques a celle-ci (glutaryl-carnitines et
acylcarnitines dicarboxyliques) a été mise en évidence suite a la consommation d’un régime
enrichi en huile de poisson comparativement a un régime riche en lard chez la souris
(Fiamoncini et al. 2015). L’activation de la w-oXxydation peroxysomale pourrait ainsi
compléter I’action de la B-oxydation mitochondriale afin de réduire I’accumulation des DG et
des céramides intracellulaires, permettant indirectement une amélioration de la sensibilité a
I’insuline.
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L’ALA n’étant pas capable de réduire 1’activation de la p38MAPK induite par le PAL,
nous avons exploré le réle de cette kinase dans les perturbations métaboliques musculaires.
L’activation de la p38MAPK par le PAL avait déja été décrite auparavant mais aucune étude
n’avait démontré 1I’importance de cette kinase dans la réponse inflammatoire induite par le
PAL. Cette kinase ne semble pas impliquée dans I'IR induite par le PAL mais semblerait
avoir un role important dans 1’inflammation causée par ce dernier. Certains points restent
toutefois a éclaircir a partir de nos résultats. Nous tentons actuellement de déterminer 1’effet
de I’inhibition de cette kinase sur des temps courts pour déterminer si elle pourrait étre
impliquée dans 1’activation de la voie inflammatoire NF-kB. Pour cela, nous avons initié des
expérimentations consistant a comparer 1’effet du LPS, connu pour induire la voie NF-«xB, et
I’effet du PAL sur la dégradation de la sous-unité inhibitrice IkBa en présence ou non de
SB203580. Nous aurons alors des élements concernant 1’implication de la p38MAPK dans
I’effet inflammatoire du PAL a court terme et la possible interaction entre 1’activation de la

p38MAPK et la voie NF-xB.

Intéréts des w3 dans I’homéostasie glucidique chez la souris. Chez la souris, nous
nous sommes intéressés a la supplémentation en w3 afin de valider et de compléter le travail
effectué in vitro. Nous avons considéré, a 1’échelle de 1’organisme, 1’impact des ®3 sur
I’homéostasie glucidique. Sur ce paramétre, I’EPA a été le plus efficace en maintenant la
sensibilité a I’insuline et la tolérance au glucose. Grace a cette supplémentation, I’homéostasie
du glucose a également été préservée dans le modele d’obésité sévere que représentent les
souris ob/ob sous régime HF. Contrairement aux expériences in vitro, I’exploration de la
sensibilité¢ de la voie AKT n’a pas montré de résultats positifs. Nous avons toutefois observeé
une amélioration de 1’oxydation totale du PAL dans le muscle squelettique avec les régimes
enrichis en EPA et en DHA. Ce travail mériterait toutefois d’étre confirmé, la variabilité
interindividuelle et entre chaque série de mesures étant importante. In vivo, nous n’avons pas
observé d’amélioration de I’insulino-sensibilité musculaire, évaluée par la mesure de
I’activation d’AKT par I’insuline suite a la consommation des »3 dans notre regime HF a
45% de 1’énergie apportés sous forme de lipides. Dans notre étude, les souris ont regu les ®3 a
hauteur de 2% de I’AET. Or nous avions précédemment observé que le DHA a 2% de ’AET
améliore ’activation de la protéine AKT chez la souris LDLR-/- dans des conditions
d’induction de troubles métaboliques mais avec un apport lipidique bien inférieur (Capel et al.

2015). La part plus importante de lipides totaux et la richesse en sucrose (17 % de 1’énergie)
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dans notre régime HF pourraient avoir participé & une moindre efficacité de la
supplémentation en ®3 et expliquer que nous n’ayons pas observé d’amélioration au niveau
musculaire. Cependant, une étude de Poudyal et al. a montré des effets positifs d’une
supplémentation en ALA, EPA ou DHA sur I’insulino-sensibilité au niveau corps entier lors
d’un régime HF a 50% de I’AET sous forme de lipides (Poudyal et al. 2012). Mais cette étude
ne s’est pas intéressée a la sensibilité a ’insuline dans les tissus. Le mod¢le d’étude (le rat) et
la durée du régime (8 semaines), le mode d’apport des ®3 (huiles enrichies, mais non pures)
pourraient expliquer les différences observées avec notre étude chez la souris pendant 16
semaines. Lors de I’apparition de I’obésité et des perturbations métaboliques, le muscle est le
tissu insulino-sensible le plus tardivement touché par I’IR (Kraegen et al. 1991), une durée
d’intervention prolongée ou un régime particulicrement drastique pourraient donc E&tre
nécessaires pour observer une IR musculaire, comme par exemple un régime a 60% de ’AET

sous forme de lipides.

Impact des @3 sur le développement adipocytaire et le TA épididymal. Les
informations disponibles dans la littérature convergent vers un role majeur du TA viscéral
dans I’apparition des désordres métaboliques. Nous avons donc souhaité comparer les effets
des 3 sur le développement et le fonctionnement du TAe de nos souris. Ainsi, nous avons
observé que les o3 ont des effets distincts sur la taille des adipocytes tandis que la
différenciation des cellules 3T3-L1 in vitro est favorisée par le DHA. En effet, le DHA s’est
distingué des autres »3 par un effet pro-adipogénique. Aucune étude actuellement disponible
n’a observé un tel effet. A titre de comparaison, nous n’aurions peut-étre pas observé cet effet
a 6-8 semaines de régime dans nos conditions, car les souris sous DHA présentaient un poids
quasi identique au groupe témoin a cette période. Une analyse de la composition corporelle a
ce stade aurait pu nous permettre de déterminer si, a cette période, les souris sous DHA
présentaient déja une masse adipeuse plus importante.

Nos résultats suggerent que ’ALA et I’EPA pourraient favoriser I’expression des
geénes de la lipolyse. De plus, ’EPA limite 1’expression génique de PPARy impliqué dans
I’adipogenese. Une exploration fonctionnelle serait maintenant nécessaire pour caractériser
les effets spécifiques de I’ALA, de ’EPA et du DHA. 1l serait donc intéressant d’étudier la
lipolyse dans le modeéle in vitro des 3T3-L1. Une concentration de 50 a 200uM de DHA
induit une augmentation de la lipolyse dans des cellules 3T3-L1 (Kim et al. 2006). Or, une
réduction partielle de la lipolyse chez la souris LHS*" améliore la sensibilité a I’insuline et
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favorise la lipogenése de novo et I’absorption de glucose par le TA (Girousse et al. 2013). Les
effets de ’ALA et de I’EPA sur la lipolyse n’ont pas été étudiés. Pour répondre a nos objectifs
il serait donc judicieux de prévoir une comparaison entre SO0uM de PAL, d’ALA, d’EPA et de
DHA. Tandis que la lipolyse participerait a la régulation de la taille des adipocytes, 1’apoptose
des adipocytes serait, quant a elle, un moyen de controler le nombre d’adipocytes matures.
Encore une fois, Kim et al. ont étudié I’effet du DHA uniquement et ont rapporté que celui-ci
induisait une augmentation de 1’apoptose dés 24h d’incubation a 200uM et apres 48h a la
concentration de 100uM de DHA. Une autre étude a observé des effets similaires avec
250uM de DHA ou d’EPA dans des pré-adipocytes humains en culture (Hanada et al. 2011).
Aucune donnée sur I’ALA et I’apoptose des pré-adipocytes n’a été rapportée. Il serait donc
important d’étudier les effets de I’ALA, de I’EPA ou du DHA a concentrations
physiologiques variables (50, 100 et 200uM par exemple) sur ’apoptose des préadipocytes
pour caractériser les effets de ’ALA et les comparer a ceux de I’EPA et du DHA.

Comme décrit dans la partie bibliographie, le TA est capable de moduler le
métabolisme musculaire notamment via la sécrétion de cytokines et le relargage d’AGNE. Il
parait donc intéressant d’imaginer une étude in vitro de milieux conditionnés d’adipocytes
préalablement traités ou de mettre en co-culture des adipocytes matures et des myotubes en
présence de différents acides gras (OLE, PAL, ALA, EPA, DPA ou DHA) pour étudier plus
finement I’impact qu’ont les sécrétions adipocytaires sur le métabolisme des cellules
musculaires. Ces méthodes sont en cours de développement au laboratoire. Elles n’ont encore

jamais été utilisées pour étudier 1’effet des 3 sur la relation adipocyte/muscle.

Dans le prolongement de cette approche in vivo, nous avons également initié une étude
des effets préventifs de I’EPA sur ’obésité et I’IR sur trois générations de souris (cf. Figure
30). L’objectif est d’évaluer I’'importance de la nutrition lipidique, au cours du développement
feetal et durant les premiers mois de vie, sur la prédisposition des souris et de leurs
descendants a I'obésité. Dans la littérature, un régime maternel enrichi en ALA, en EPA ou en
DHA durant la gestation et la lactation a favorisé une réduction de I’IR chez les descendants
F1 a I’age de 3 semaines (Shomonov-Wagner et al. 2015). Une autre étude sur la déficience
d’un régime en ®3 (ALA a 0.16% de ’AET) a montré que les descendants de génération F3
présentaient une obésité accrue comparés a leurs homologues nourris sous régime a 1%
d’ALA (Hanbauer et al. 2009). Nous avons donc soumis des souris femelles sur trois
génerations (FO, F1 et F2) a un régime témoin (1% du poids du régime en huile de tournesol
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oléique) ou enrichi en EPA (1% du poids du régime) avant et pendant leur mise en
reproduction (avec des males de méme génération et soumis au méme régime que les femelles
sélectionnées), ainsi que pendant la gestation et 1’allaitement. Nous avons émis 1’hypothése
que les souris sous régime enrichi en EPA seraient plus résistantes a une diete obésogéne a
I’age adulte, méme si aucune ¢tude équivalente n’a été réalisée a 1’heure actuelle. Ainsi, des
descendants males (F1, F2 ou F3) sont ensuite nourris avec une diete HF (sans
supplémentation) ou avec un régime a teneur normale en lipides (low fat, LF non
supplémenté) pendant 3 mois. Une analyse de la composition corporelle est planifiée apres le
sevrage, ainsi qu’aprés un et trois mois de challenge HF en méme temps que des tests de
tolérance a I’insuline et au glucose. La consommation et le poids des souris sont suivis tout le
long de I’expérimentation, du sevrage au sacrifice. Une fois le protocole terminé, les données
recueillies (poids, composition corporelle, tolérance a 1’insuline et au glucose) pourront étre
analysées et des données complémentaires pourront étre obtenues par 1’analyse des foies,

TAe, muscles (gastrocnemius et quadriceps) et plasmas récupérés au sacrifice des animaux.

Réle du foie et impact des @3 sur son métabolisme en situation d’IR. Parmi les tissus
insulino-sensibles, le foie joue également un réle important dans 1’homéostasie glucidique et
lipidique. En conditions physiologiques, le foie contribue au stockage du glucose en
glycogéne, a la redistribution de glucose dans 1’organisme lors du jeline et a la captation et la
redistribution des lipides. Suite a I’observation d’une amélioration de 1’homéostasie
glucidique et de 1’absence d’effet de I’EPA sur la sensibilité a I’insuline au niveau musculaire,
nous avons voulu étudi¢ I’activation d’AKT par I’insuline dans le foie. Une amélioration de
son activation a été observée dans le foie des souris sauvages et ob/ob sous régime enrichi en
EPA uniguement. Ces résultats sont encourageants mais ne suffisent pas a affirmer
I’implication du foie. Les données d’expression des genes du métabolisme du glucose et du
glycérol suggerent des effets dans ce tissu qui mériteraient d’étre €élucidés. 1l serait donc
intéressant d’utiliser une méme approche transversale (culture in vitro d’hépatocytes et
analyse en profondeur de I’effet d’un régime HF sur le métabolisme hépatique in vivo) pour
étudier les mécanismes impliqués dans I’IR induite par I’obésité dans ce tissu. Ainsi, nous
serions capables de comprendre quels mécanismes sont impliqués. Globalement, les
perturbations de la voie de I’insuline et du métabolisme des lipides sont tres similaires a celles
observées dans le muscle au cours de 1’obésité. Ainsi, lorsque I’afflux de lipides est trop

élevée, les capacités métaboliques du foie sont dépassées et les DG et les céramides
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s’accumulent (Samuel and Shulman 2012). Cette accumulation de DG semble secondaire a
une augmentation de 1’activité DGAT2 et de la synthése des TG, la surexpression de la
DGAT2 induisant une augmentation des TG mais n’étant pas suffisante pour induire une
moindre accumulation de DG hépatiques (Jornayvaz et al. 2011). Ces DG peuvent activer les
PKC et induire une inhibition du signal de I’insuline au niveau de son récepteur (Samuel et al.
2004; Jornayvaz and Shulman 2012). L’insuline n’est donc plus en mesure d’inhiber la
production de novo du glucose (Boden et al. 2001) et la glycémie devrait alors augmenter.
Nos résultats chez les souris C57BL/6 et ob/ob convergent vers une meilleure
phosphorylation d’AKT dans le foie lors de la supplémentation en EPA tandis que tous les ®3
permettent une réduction des DG intracellulaires au profit de 1’accumulation de TG, moins
délétéres. Contrairement a nos observations, une étude a démontré que la supplémentation en
DHA chez des souris db/db limite fortement I’accumulation hépatique de TG en comparaison
avec des souris non supplémentées (Gotoh et al. 2009). Cette méme étude a montré que I’EPA
n’avait pas d’effet significatif (Gotoh et al. 2009). Chez le rat, I’EPA et le DHA ont eu un
effet supérieur a I’ALA sur la réduction du contenu hépatique en TG (lkeda et al. 1998), qui
serait liée a une diminution de I’activité de la FAS, impliquée dans la lipogenese. L’oxydation
mitochondriale des lipides pourrait aussi jouer un réle dans la détoxification lipidique du foie.
Cependant, nous n’avons pas observé d’effet de la supplémentation en ®3 sur la 3-oxydation
hépatique ex vivo. Dans la littérature, seule la supplémentation en EPA favorise 1I’expression
et I’activité des CPT mitochondriales lors un régime normo-lipidique chez le rat (lkeda et al.
1998). L’expression et I’activité de la CACT, impliquée dans le transfert des acyl-CoA vers la
matrice mitochondriale, sont augmentées dans le foie de rats recevant un régime riche en
I’huile de poisson comparées a celles de rats sous régime enrichi en huile d’olive (riche en
acides gras ®9) (Priore et al. 2012). L’EPA étant un meilleur activateur de PPARa que le
DHA (Pawar and Jump 2003), la présence d’un élément de réponse a ce récepteur nucléaire
(implique dans la B-oxydation) dans le promoteur du gene de la CACT, pourrait expliquer
I’effet préférentiel de I’EPA dans notre étude. Toutefois, la supplémentation en DHA pourrait
indirectement aboutir a 1’activation de PPARa, par la rétro-conversion du DHA en EPA
(Arterburn et al. 2006). L’importance du foie dans les adaptations métaboliques observées
dans notre étude murine n’est donc pas négligeable et des analyses complémentaires auraient
pu nous éclairer sur les effets distincts de I’ALA, de ’EPA et du DHA. Nous avons montré

que le phénomeéne de rétroconversion se produit dans le foie. Néanmoins, les teneurs en EPA
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Species Weight (kg) BSA (m¥) A, facton

Adult 60 1.6 37

Child 20 0.8 29
Baboon 12 (.6 20
Daog 10 .5 20
Monkey 3 .24 12
Rabbit 1.8 0.15 12
Guinea pig 0.4 0,05 b
Rat 0.15 0.025 6
Hamstes 0.08 0.02 5
Mouse 0.02 0.007 3

Formula for Dose Transiation Based on BSA

Animal Km

HED (mg/kg) = Animal dose (mg/kg) multiplied by ———
Human Km

Reagan-Shaw, FASEB journal : official publication of the Federation of American Societies for Experimental Biology , 2008
BSA: Body surface area; HED: Human equivalent dose

Figure 31 : Extrapolation d’une dose utilisée chez I’animal 4 I’Homme



observées sont nettement inférieures sous I’effet de la rétroconversion par rapport a la

supplémentation alimentaire en EPA.

Effet de la composition du régime alimentaire des animaux. Pour discuter plus
amplement des différences entre nos résultats et la littérature, il est important de s’intéresser a
la composition des régimes administrés aux animaux dans les différentes études. Comme dans
les études antérieures évoquees dans les paragraphes 5.4. et 5.5., les apports en 3 sont de
compositions (huile de poisson, graines et huiles de lin et de chia, EPA, ALA ou DHA seuls)
et de concentrations diverses. Il est donc tout a fait possible que ces éléments aient une
influence sur les effets observés. La dose que nous avons choisie (2% de I’AET, soit 0.8 a 1,0
g.kg™) correspondrait 4 une supplémentation chez I"'Homme d’environ 4 a 5 g.j”* pour un
individu de 60kg. Cette correspondance de dose tient compte de la différence de métabolisme
entre la souris et I’Homme et s’appuie sur la surface corporelle plutét que sur le poids de
I’individu pour extrapoler la dose utilisée chez I’animal (Reagan-Shaw et al. 2008) (cf. Figure
31). Sachant que les ANC préconisent 1.8 g.,j* d’ALA et 500mg.j* d’EPA et de DHA, cette
dose est déja tres élevée. Elle n’est pas pour autant incohérente avec les doses utilisées dans
certaines études cliniques. Pourtant, les supplémentations utilisées dans les autres études
disponibles dans la littérature peuvent étre encore plus conséquentes, atteignant jusqu’a 140
g/kg chez le rat (Peyron-Caso et al. 2003), soit 28 g.kg™ d’w3 (= 4,5 g.kg™ ou 27 g.j* chez
I’Homme) ou méme 80 g.kg™ d’huile de poisson soit 16 g.kg™* d’03 dans I’étude de Mori et
al. (Mori et al. 2007) chez la souris (= 1,2 g.kg™ ou 78 g.j* chez I’'Homme). L’effet dose-
réponse avec les ®3 n’est pas forcément linéaire, si I’on en croit des résultats obtenus sur des
paramétres impliqués dans les maladies cardiovasculaires notamment (Calzada et al. 2010).
En effet, les auteurs ont montré que les doses de 200 & 800 mg.j* de DHA avaient des effets
positifs sur la concentration en tocophérol dans les LDL alors qu’une supplémentation a 1600
mg.j”! n’avait pas d’effet (Calzada et al. 2010). Bien que cela soit difficile & démontrer, ceci
pourrait donc expliquer les différences entre notre étude et la littérature sur les différents
parametres mesurés. L’apport sous forme d’AGNE dans 1’alimentation des animaux pourrait
aussi avoir eu une influence, puisqu’il a ét¢ démontré qu’un apport sous forme de PL était
beaucoup plus favorable a une baisse de la cellularité du TAe que sous la forme de TG dans
un régime HF relativement modéré (20% de I’AET) (Awada et al. 2013). Notre objectif était

d’observer les effets spécifiques de chaque ®3, ce qui nous a contraints a apporter les ®3 sous
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Figure 32 : Protocoles expérimentaux d’étude du DPA



forme d’huile purifiée. Nous avons néanmoins pu observer une trés bonne incorporation des

AG dans les hématies, le plasma et les différents tissus.

Limite du modele in vivo choisi. Comme tout modéle, celui que nous avons choisi a
ses limites. Dans notre étude chez la souris C57BL/6, il est important de souligner que les
régimes témoins et HF ne sont pas exempt d’®3, ’ALA représentant 4,49% des AG totaux
dans le régime témoin, tandis que 1,49% sont retrouvés dans le régime HF non supplémenté.
Ceci pourrait donc partiellement expliquer que la supplémentation en ALA n’ait pas eu d’effet
net sur les parameétres mesurés, puisqu’il est le seul m3 a étre présent dans ces deux régimes.
Le rapport ®6/m3 dans le régime reste toutefois bien moins favorable dans le régime HF seul
(14,80) que dans les régimes témoin, ALA, EPA et DHA (8,36 ; 2,64 ; 3,71 et 4,43;

respectivement).

Role du DPA dans Deffet protecteur de I’EPA sur I’IR. Nous avons pu constater que
les souris sauvages nourries avec le régime enrichi en EPA étaient les seules a présenter une
augmentation trés forte des taux de DPA dans les membranes et les lipides neutres des tissus
et du plasma. L’ALA a eu un effet notable, mais bien moins franc. Cette observation n’est pas
surprenante, la désaturation du DPA en DHA est une étape limitante de la production de DHA
par I’organisme. Or, c’est justement le régime enrichi en EPA qui a eu les effets les plus
positifs sur I’IR. Selon une méthodologie proche de celles développées dans ce projet, nous
avons réfléchi a une perspective d’étude concernant le DPA qui ferait intervenir deux volets
complémentaires : une étude in vivo chez la souris et une étude in vitro dans les adipocytes
3T3-L1 et les cellules musculaires C2C12 dont les protocoles expérimentaux sont présentés
en figure 32. Les éléments novateurs par rapport a ce que nous avons déja réalisés sont les
suivants : le DPA serait étudié en tant que supplémentation chez la souris déja obése, les
souris ayant été soumises au régime HF durant 10 semaines avant la supplémentation. Nous
comparerions les effets du DPA par rapport a I’EPA et au régime HF seul durant 6 semaines
supplémentaires. Le choix de la méthode du gavage permettrait de contrdler I’apport en DPA.
Quant a la dose de 0,5% de I’AET, elle limiterait au maximum le gaspillage et serait aussi
plus proche des recommandations chez ’Homme. Suite a cette supplémentation, le foie, le
TA épididymal et le muscle seraient prélevés pour explorer la sensibilité a I’insuline et le
métabolisme des lipides comme nous I’avons fait ici avec toutefois une exploration plus

poussee dans le foie. La culture des adipocytes 3T3-L1 serait le point de départ de 1’étude in
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vitro. Ces cellules seraient soumises a un traitement au DPA a 50uM dés la mise en
différentiation des préadipocytes. Ce traitement serait comparé a un traitement a I’acide
oléique, connu pour son effet pro-adipogénique et a un traitement a ’EPA comme controle
positif. Aprés différenciation et maintien en culture, les cellules 3T3-L1 différenciées seront
alors soumises a un test d’adipogenése ou mises en co-culture sur des cellules musculaires
C2C12 lors de la mise en différenciation de ces dernieres. Les sécrétions adipocytaires
devraient influencer la différenciation et la sensibilité a I’insuline des cellules C2C12 lors du
test de sensibilité¢ a I’insuline, et de manicre différentielle selon le traitement préalable au

DPA, aI’EPA ou a I’OLE.

Réle des dérivés oxygenés des 3. Comme constaté (cf. Figure 29), les ®3 ont des
effets multiples et cette complexité d’action est décuplée si I’on considére les nombreux
dérivés oxygénés issues de 1’oxydation par voie enzymatique ou non. Les études disponibles
dans la littérature ont apporté quelques éléments de réponse concernant les effets des
résolvines et des protectines sur I’IR induite par 1’obésité. Ainsi, des souris ob/ob sous régime
HF contenant 6% des lipides sous forme d'®w3 présentent une augmentation de la
concentration intracellulaire en protectine D1 et resolvine D1, associée a une augmentation de
I’expression des geénes d’IRS-1 et de GLUT4 pouvant induire une amélioration de la
sensibilit¢ a 1’insuline (Gonzalez-Periz et al. 2009). La concentration musculaire et
adipocytaire en protectine D1 est également augmentée chez des souris fat-1 hétérozygotes.
Sous régime HF, ces souris présentent une moindre infiltration de macrophages dans le TA et
une restauration de la phosphorylation d’AKT dans le foie et le muscle comparativement aux
souris sauvages sous le méme régime (White et al. 2010). Ceci démontre que les dérivés
oxygénés du DHA tels que la protectine D1 pourrait limiter I’IR et I’inflammation
musculaires et confirmerait 1’intérét de la supplémentation en ®3. De la méme maniére,
I’infusion de protectine DX en simultané avec des lipides réduit I’IR et augmente 1’activation
de '’AMPK dans les muscles de souris C57BL/6, favorisant ainsi la régulation de
I’homéostasie glucidique corps entier (White et al. 2014). Chez des souris db/db déficientes
en récepteur & la leptine, une injection de 2pg.kg™.j* de résolvine D1 pendant 16 jours a
limité I’IR dans le TA. Le TA de souris injectées avec la résolvine D1 est plus sensible a la
phosphorylation d’AKT et a un profil moins inflammatoire que le TA de souris témoins
(Hellmann et al. 2011). Des hépatocytes en culture traités avec 10nM de résolvine D1 et

150uM de PAL accumulent moins de lipides que des hépatocytes traités uniquement avec du
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PAL (Jung et al. 2014). Les résolvines et protectines dérivant des 3 semblent donc avoir un
effet protecteur vis-a-vis des perturbations métaboliques liées a 1’obésité et limiteraient la
lipotoxicité aussi bien dans le muscle que dans le TA ou le foie. Il faut toutefois rester
prudents, car ces composes dérivent uniqguement du DHA et ne représentent qu’une infime
partie des dérivés oxygénés des ®3. Des études supplémentaires sont donc nécessaires pour
identifier les dérivés les plus actifs et quelle source (ALA, EPA ou DHA) serait la plus

intéressante pour lutter contre I’IR induite par un régime HF.
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VI. Conclusion

Pour conclure, nos résultats ont montré que les 3 ont des effets distincts sur I’'IR et le
métabolisme des lipides. L’EPA et le DHA améliorent nettement le métabolisme des cellules
musculaires, tandis que seul ’EPA permet une amélioration de la sensibilité a I’insuline in
Vivo chez la souris. Dans ce méme modéle, I’EPA réduit I’expansion du TA contrairement au
DHA favorise I’hyperplasie et I’hypertrophie du tissu. Il semblerait que cet effet différentiel
soit d0 & une augmentation de la différenciation des cellules adipocytaires en présence de
DHA. Le foie pourrait également étre une cible importante des 3 pour améliorer I’IR induite
en situation d’obésité. Des données supplémentaires sont nécessaires afin de confirmer ces

différentes observations.
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Résumé

L’obésité est un état physiopathologique d’origine multifactorielle caractérisé par une
accumulation excessive de tissu adipeux (TA). Elle est associée a une augmentation du risque
de développer une insulino-résistance (IR), un syndrome métabolique et, a terme, un diabéte
de type 2. L’altération des fonctions du TA au cours de 1’obésité joue un rdle central dans
I’apparition des troubles métaboliques, tels qu'une accumulation ectopique de graisse et une
IR périphérique, notamment dans le muscle. Dans ce contexte, la qualité des apports
énergétiques et plus précisément en lipides pourrait jouer un réle important dans I’adaptation
des tissus au cours de I’obésité. Ainsi le palmitate (PAL), un acide gras saturé (AGS) est pro-
lipogénique, pro-inflammatoire et lipotoxique, ce qui favorise I’apparition d’une IR. Les
acides gras polyinsaturés omega-3 (m3) auraient des effets antagonistes au PAL et donc
potentiellement protecteurs vis-a-vis des perturbations métaboliques associées a 1’obésité.
Parmi les w3, les effets spécifiques des trois principaux acides gras alimentaires, les acides
alpha-linolénique (ALA), éicosapentaénoique (EPA) et docosahexaénoique (DHA), ont été
trés peu décrits.

L’objectif principal de ce travail de thése a été d’étudier les effets propres de I’ALA,
de ’EPA et du DHA sur les altérations métaboliques induites en situation d’obésité. Des
explorations mécanistiques ont été réalisées sur les cellules musculaires C2C12 dans
lesquelles I’IR a été induite par le PAL et sur des adipocytes 3T3-L1 pour étudier I’impact des
AGPI ®3 sur la différenciation adipocytaire. Les effets des AGPI ®»3 ont ensuite été étudiés in
vivo, en supplémentant des souris C57BL/6 sauvages ou déficientes en leptine (ob/ob) lors de
la consommation d’un régime obésogene riche en lipides et en sucrose (mimant un régime
occidental).

Dans les cellules musculaires C2C12, les trois @3 co-incubés avec le PAL ont induit
de facon comparable une diminution du contenu en composés lipotoxiques et une
amélioration de la captation du glucose, mais seuls I’EPA et le DHA ont restauré la -
oxydation du PAL et I’activation de la voie de signalisation de I’insuline. De plus, I’EPA et le
DHA ont eu un effet protecteur supérieur a I’ALA vis-a-vis de I’inflammation induite par le
PAL. Dans le modéle in vivo, seul la supplémentation en EPA a amélioré 1’homéostasie du
glucose en comparaison avec les supplémentations en ALA et en DHA. Alors que I’EPA a
réduit la prise de masse grasse, le DHA a induit une hypertrophie des cellules adipeuses
associee a une augmentation de la sécrétion de leptine et une baisse de la sécrétion
d’adiponectine. Dans un modeéle d’adipocytes 3T3-L1 en culture, le DHA a accéléré la
différenciation des préadipocytes en comparaison avec I’ALA et I’EPA, pouvant expliquer
son effet hypertrophique in vivo.

En conclusion et dans nos conditions expérimentales, les ®3 ALA, EPA et DHA ont
bien des effets communs sur le métabolisme lipidique et glucidique in vitro mais également
des effets propres qui ont permis de montrer qu’une supplémentation nutritionnelle en EPA
serait plus intéressante pour limiter I’IR in vivo par rapport au DHA ou a I’ALA. Le DHA a
quant a lui favorisé I’hypertrophie du TA, perturbant ainsi la sécrétion des adipokines
participant a la régulation de la sensibilité a I’insuline des tissus périphériques, comme le
muscle squelettique.

Mots clés : acides gras oméga-3, résistance a I’insuline, obésité, syndrome métabolique



