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« Rien dans la vie n’est a craindre. Tout est a comprendre »
Marie Curie
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quand on explore »
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De nombreux marqueurs de l'obésité comme la dysbiose, la perméabilité
intestinale et 'inflammation intestinale mettent en lumicre un réle clé de I'intestin
dans cette pathologie, au-dela de sa fonction d’absorption. CD36 est un récepteur
scavenger ubiquitaire qui a une forte affinité pour les acides gras a longue chaine. Dans
Iintestin, CDD30 est tres exprimé dans les entérocytes, les cellules endothéliales et les
cellules immunitaires. Chez ’homme comme chez ’animal, la déficience en CD36
est associée a un défaut de synthese de chylomicrons (CM). Afin d’évaluer le réle du
CD36 des cellules épithéliales intestinales (IEC) dans 'obésité, nous avons comparé
des souris males et femelles délétées en CD36 dans les IEC (ENT-KO) avec des
souris controles (ENT-FL), en régime standard ou enrichi en lipides. Nous montrons
ici que les ENT-KO sont plus susceptibles a 'obésité induite par le régime. Les ENT-
KO présentent également un défaut de syntheése des CM, une endotoxémie, une
perméabilité intestinale ainsi qu’une modification de la composition microbienne au
cours de I'absorption de lipides. Ce travail démontre que le CD36 des IEC joue un

role fondamental dans I’étiologie de obésité.

Intestinal dysbiosis, increased permeability and inflammation are the hallmarks
in obese patients, highlighting the role of small intestine beyond providing with
calories. CD36 is a ubiquitous scavenger receptor that exhibits high binding affinity
for long-chain fatty acids and is highly expressed in enterocytes, endothelial and
immune cells. Interestingly, CD367/" mice and humans with CD36 polymorphisms
have an impaired synthesis of triglyceride-rich lipoprotein (TRL). To evaluate the
role of CD36 expressed by intestinal-epithelial cells (IEC) in obesity, we conducted
experiments on male and female mice deleted in CD36 in IEC (ENT-KO) and
control mice (ENT-FL), under standard and high-fat diet conditions. We showed
that ENT-KO mice are more sensitive to diet-induced obesity. This phenomenon
was associated with impaired synthesis of TRL, enhanced endotoxemia, intestinal
permeability, and alterations in gut microbiota throughout lipid absorption. The

present study highlights that CD36 of IEC is a key player in obesity.
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A. DEFINITIONS ET PREVALENCE DE L’OBESITE

Le mot « obésité » vient du latin obesus : « bien nourri, gras, grossier ». Au début du
Moyen-Age, période marquée par de nombreuses famines, la grosseur était plutot
synonyme de prestige, de vigueur et de bonne santé pour les hommes - les femmes,
elles, devaient rester graciles. Mais des le X1I¢ siecle, les médecins recommandent la
sobriété, et le clergé, garant des bonnes mceurs, fait de la gourmandise un péché
capital. La grosseur devient dés lors synonyme de paresse et d’inintelligence. Au XV¢
siecle, le « diagnostic » de I'obésité repose encore sur des appréciations qualitatives
de « forme » du corps et de « répartition » des rondeurs, mais les premiers conseils
nutritionnels font leur apparition. C’est seulement a la fin du XVIII° siccle, grace a
I’évolution des techniques mais aussi des mceurs, que des valeurs quantitatives (tour
de taille et masse corporelle) simposent comme des indicateurs de la grosseur. En
1777, le naturaliste Buffon est le premier a proposer une définition de la grosseur

selon le poids et la taille (Figure 1).

e Beaucoup
Normal Déja gros Trop gros trop épais
Masse corporelle conseillée (kg)
pour un homme de 1,81m 80 90 100 115 125
Equivalent IMC (kg/m?) 24,4 27,5 30,5 35,1 38,2

Figure 1: Classification de la grosseur par Buffon dans Histoire Naturelle (1777) et
son équivalence selon ’'IMC (indice de masse corporelle).

De fagon tres intéressante, les valeurs d’IMC correspondant a la classification de Buffon
sont proches des valeurs utilisées dans la classification de TOMS (2016) (voir Figure 2).

a. L’obésité, une question d’'IMC

Lobésité est définie par ’'Organisation Mondiale de 1a Santé (OMS, WHO en anglais)
comme « une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui peut
nuire a la santé » (WHO 2016). Sa gravité chez les adultes est classée selon la valeur

de l'indice de masse corporelle IMC) (Figure 2). Cest la définition de obésité la
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plus utilisée pour le diagnostic. Des courbes de valeurs utilisables avant 18 ans sont

proposées par Ulnternational Obesity Task Force (Cole and Lobstein 2012).

Obésité Obésité Obésité
Maigreur  Référence  Surpoids modérée sévére massive
(typel) (type II) (type )

IMC (kg/m?) 18,5 25 30 35 40

Figure 2 : Classification de ’obésité selon 1'indice de masse corporelle (IMC)
(Données : OMS 20106)

Cette définition de Pobésité a partir de 'IMC est critiquée par les professionnels de
santé car elle a été construite en se basant sur la morphologie européenne et ne prend
en compte ni le sexe ni 'ethnie. De plus, 'FIMC prend en compte la masse corporelle
totale et non la masse grasse ni sa localisation, ce qui n’est pas tres cohérent avec la
définition méme de 'obésité. Depuis les années 50, la localisation de la masse grasse
précisément au niveau abdominal est associée a d’autres syndromes comme le diabéte
ou les maladies cardiovasculaires (I.essard et al. 2014; Tchernof and Després 2013;

Vague 1956), nous y reviendrons.

Il a donc été proposé de prendre en compte ces autres syndromes pour compléter
cette définition de 'obésité. Ainsi, d’apres le National Institute for Health and Care
Excellence NICE), obésité se définit comme un tour de taille supérieur a 94cm chez
I'homme et 88cm chez les femmes. En 1988, G. M. Reaven introduit méme un
nouveau terme pour prendre en compte les syndromes associés a ’'obésité comme
les dyslipidémies ou encore linsulinorésistance : le «syndrome métabolique »

(Reaven 1988).

b. Le syndrome métabolique : 'IMC ne suffit pas

A la suite de la proposition de Reaven, plusieurs définitions du syndrome

métabolique ont émergé (Parikh and Mohan 2012). Une des principales différences
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entre ces définitions est la prise en compte ou non du tour de taille, de I'insulino-

résistance, ou encore du sexe (Tableau 1).

Tableau 1: Principales définitions du syndrome métabolique selon différents

organismes.

WHO : World Health Organisation ; EGIR : European Group for the study of Insulin
Resistance ; NCEP : National Cholesterol Education Program ; IDF: International
Diabetes Federation.
(Adapté d’apres Parikh & Mohan, 2012)

CRITERES WHO (1999) EGIR (1999) NCEP (2001) IDF (2005)
Rapport tour de taille/tour Tour de taille Tour de taille Tour de taille
de hanches

Masse grasse

>0,85 chez les femmes
>0,9 chez les hommes

ou

IMC >30 kg/m?

>80cm chez les femmes
>04 cm chez les hommes

>88cm chez les femmes
>102 cm chez les hommes

Valeurs selon sexe et ethnie

Dyslipidémie

Hyper triglycéridémie

(valeur & jeun > 1,5 g/L)

Hyper triglycéridémie

(valeur & jeun > 1,7 g/L)

HDL-cholestérol abaissé

<0,5 g/L chez les femmes
<0,4 g/L chez les hommes

HDL-cholestérol abaissé

<0.39g/L ches les femmes et
chez les hommes

HDL-cholestérol abaissé

<1,29 g/L chez les femmes
<1,03 g/L chez les hommes

Tension artérielle

Hypertension arté

rielle (140/90mmHg)

Hypertension artérielle {130/85mmHg)

Anomalie de la glycémie

Insulino-résistance ou DT2

(glycémie a jeun>1,1g/1)

Insulinémie élevée

mais sans DT2

Insulino-résistance Insulino-résistance

(glycémie a jeun>1,1 g/L) (glycémie a jeun>1,0 g/L)

DIAGNOSTIC

Anomalie de la glycémie

+ au moins 2 critéres

Anomalie de la glycémie

+ au moins 2 criteres

IMC

Au moins 3 criteres .
+ au moins 2 autres

critéres

Etant donné la difficulté d’obtenir des valeurs seuil de tour de taille universelles,
VIDFE (International Diabetes Federation) propose une métrique alternative : I'Index of
Central Obesity (1CO). L’ICO est le ratio du tour de taille par la taille. D’apres les
auteurs, 'ICO serait une bonne métrique pour le diagnostic de 'obésité et de la
résistance a I'insuline notamment chez les enfants, mais reste peu utilisée (Parikh and
Mohan 2012). La définition et le diagnostic de 'obésité peuvent donc parfois s’avérer
complexes, et on comprend d’ores et déja tout I'intérét de la recherche, pour apporter
des données complémentaires a ce sujet. Compte tenu des nombreux parametres
plasmatiques et hormonaux modulés, I'obésité est aujourd’hui classée dans la
catégorie des « maladies endocrines, nutritionnelles et métaboliques » du code

international des maladies (ICD, international code of diseases) par TOMS.
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c. Une prévalence en hausse dans le monde...
La diversité de définitions de I'obésité et du syndrome métabolique rend également
complexe I’évaluation précise de leur prévalence. Par exemple, des pays comme la
Chine ou le Japon ont abaissé les valeurs seuil des définitions Tableau 1 pour prendre
en compte la morphologie des habitants, ce qui surestime légérement le nombre
d’obéses dans ces pays. Avec ces adaptations, la part de la population en surpoids ou
obése atteint aujourd’hui 60% dans les pays de I'OCDE (Organisation de
Coopération et de Développement Economiques), et pres de 20% sont obeses. C’est
plus que le nombre de personnes sous alimentées et c’est 3 fois plus que dans les
années 70! Peut-étre plus grave encore, 'obésité infantile concerne aujourd’hui 1
enfant sur 6 (Cole and Lobstein 2012; Devaux and Vuik 2019; OECD 2017; WHO
2016). IOMS qualifie 'obésité d’épidémie mondiale mais de grandes disparités de
prévalence existent selon les pays (Figure 3). Les USA, le Mexique et la Nouvelle-
Z¢lande sont les Etats les plus touchés par cette épidémie avec plus d’un tiers de leur
population atteinte, tandis que le Japon, la Corée et I'Italie sont les pays les moins
touchés. On peut également noter la forte différence de prévalence selon le genre

pour certains pays.

Cette hétérogénéité peut s’expliquer par des différences culturelles. Au Japon ou en
Europe, la minceur est bien plus valorisée culturellement que dans les iles pacifiques
(Bluher 2019; Hayashi et al. 2000), tres touchées par cette épidémie. Certains auteurs
vont méme jusqu’a établir un lien de corrélation entre le taux de divorce d’un pays et
I'IMC des couples mariés, concluant que si le divorce est plus facile, les habitants
feraient plus attention a leur poids (Lundborg, Nystedt, and Lindgren 2007) | Plus
sérieusement, cette hétérogénéité peut s’expliquer par la diversité de causes possibles
de I'obésité, développée partie B ci-dessous. Enfin, 'obésité a d’abord touché les pays
développés ou 'acces a une nourriture riche devenait de plus en plus facile, puis
uniquement les populations a fort revenu dans les pays en développement (Monteiro,
Conde, & Popkin, 2007 ; OECD, 2017). Mais les déterminants de I'obésité sont

tellement complexes qu’il s’avere difficile de conclure sur la dimension financicre.
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Figure 3 : Prévalence de 'obésité dans la plupart des pays de POCDE en 2017.
(Page précédente)

On observe de grandes disparités de prévalence selon les pays et parfois selon le
genre. En France, la prévalence est identique chez les hommes et les femmes, et
inférieure (15.3%) a la prévalence moyenne de TOCDE (19.5%). (Données : OECD
Health Statistics 2017).

d. ...eten France

L’enquéte ObEpi menée tous les 3 ans (entre 1997 et 2012) a été la premicre a
collecter des données nationales. D’aprés cette étude, prés de 15% des francais
étaient obeses et 32.3% en surpoids, ce qui témoigne d’une augmentation
considérable de plus de 76% de la prévalence entre 1997 et 2012 (ObLipi 2012). On
observe aussi une légere disparité selon le genre (Figure 4). L’étude déclarative
INCA3 (Individuelle Nationale des Consommations Alimentaires, n°33) encadrée
par PANSES (Agence nationale de sécurité sanitaire de Dalimentation, de
I'environnement et du travail) montre également une augmentation de la proportion
d’obeses tant chez les hommes que chez les femmes entre 2012 et 2014 (ANSES

INCA3 2017).

’étude ESTEBAN (Etude de Santé sur I'Environnement, la Biosurveillance,
I'Activité physique et la Nutrition) publiée en 2017 sur des données recueillies par
des médecins entre 2014 et 20106, confirme l'augmentation de la prévalence de
I'obésité avec une part de 17.2% (tous sexes confondus), ce qui monte a pres de 50%

le nombre de francais adultes obéses ou en surpoids, notamment chez les 55-74 ans

(ESTEBAN, 2017).
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Figure 4 : Répartition de la population adulte selon I'IMC en 2012 et 2015

Le surpoids et 'obésité chez les femmes (orange) et 'obésité chez les hommes (bleu) sont
légerement supérieurs dans 'étude INCA3 que dans I’étude ObEpi.

(Données : ObEpi 2012 et INCA3 2014)

Dans la méme étude, une analyse géographique montre une hétérogénéité selon les
régions, le Nord de la France ayant la prévalence la plus élevée (21,8 %), I'Ouest et
le Sud-Est ayant les prévalences les plus faibles (12,3 % et 12,9 % respectivement)
(Figure 5). Cette étude montre également que la prévalence de I'obésité a largement
augmenté entre 1997 et 2012 dans toutes les régions (entre +49% en Midi-Pyrénées
et +149% en Champagne-Ardenne) sauf en Auvergne (+29%, ns). Enfin, ces trois
études s’accordent a dire que la prévalence de l'obésité diminue avec le niveau
d’études (voir Annexe 1), alors que les résultats mondiaux compilés par TOCDE sont
plutot équivoques (Devaux and Vuik 2019). Les résultats de 'étude ESTEBAN 2019

devraient paraitre début 2021.
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Figure 5 : Analyse de la prévalence de 1'obésité en France métropolitaine en 2012,
selon les régions.

Les résultats sont donnés pour les anciennes régions. Dans la catégorie « entre 14.3% et
17% », seules les régions Ile-de-France et Auvergne ont une prévalence inférieure a la
moyenne nationale. (Données : ObEpi 2012 ; réalisé avec Philcarto)

B. L’ETIOLOGIE COMPLEXE DE I’OBESITE
L’obésité, caractérisée d’abord par une augmentation de la masse grasse, contribue
tres fortement a lapparition d’autres maladies chroniques comme les maladies
cardio-vasculaires, la stéatose hépatique, le diabéte de type 2, des anomalies
respiratoires, ou encore certains cancers. Cette section non exhaustive vise a
présenter la diversité des conséquences physiologiques de 'obésité et la diversité les

organes clés de cette maladie.
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a. _Expansion et inflammation du tissu adipeux

Crotssances et localisations

L’accumulation d’énergie sous forme de lipides s’est imposée comme une question
de survie au cours de I'évolution des animaux, les lipides étant les composants
alimentaires les plus denses en énergie (9kcal/g) et donc les moins couteux a stocket.
Le stockage de lipides dans le tissu adipeux permettrait a lui seul d’assurer la survie

pendant 6 a 7 semaines en cas d’absence d’apport énergétique (Brozek 1960).

Apres la prise alimentaire et sous controle de plusieurs hormones dont I'insuline, le
tissu adipeux synthétise des triglycérides (T'G) a partir des acides gras (AG) et du
glucose circulant et les stocke dans les adipocytes : c’est la lipogenese. La lipogenese
au niveau du tissu adipeux est un événement majoritairement post prandial
(Bickerton et al. 2007). Au contraire, en période de jetine, le niveau d’insuline diminue
et le tissu adipeux peut hydrolyser les TG en AG et glycérol : c’est la lipolyse.
I’accumulation excessive de graisse corporelle qui définit 'obésité repose d’abord
sur la capacité du tissu adipeux et des autres organes a accumuler des lipides, ce qui

est possible selon 2 mécanismes (Iigure 0) :

L’hypertrophie : augmentation de volume des adipocytes existants
- L’hyperplasie : recrutement de pré-adipocytes

Chez 'homme, le tissu adipeux représente déja 15% de la masse corporelle a la
naissance, contre a peine plus de 2% chez 'ours ou la souris (Kuzawa 1998). Et une
¢tude sur 600 hommes et femmes montre que le nombre d’adipocytes reste stable
apres I'age de 20 ans chez les individus minces comme chez les obéses et donc que
I’hypertrophie est majoritaire a 'age adulte (Spalding et al. 2008). Ainsi, 'adipogencse
chez ’'homme est un phénomene précoce et stable a I’age adulte. I’obésité infantile
est donc d’autant plus dangereuse puisqu’elle conditionne au moins partiellement

Pobésité adulte.
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L’hypertrophie des adipocytes est significativement corrélée avec des dyslipidémies,
une inflammation chronique mais aussi une dérégulation du métabolisme glucidique,

contrairement a I’hyperplasie (Hoffstedt et al. 2010; Kloting et al. 2010). Pour de

)
nombreux auteurs, hypertrophie du tissu adipeux en cas d’obésité est donc
considérée comme « maligne » (unbealthy) Figure 6 tandis que I’hyperplasie est
considérée comme « bénigne » (healthy) (Hersoug, Moller, and Loft 2018; Lessard et

al. 2014).

En effet, les sujets obé¢ses plutdt « hypertrophiques » sécretent davantage de
cytokines pro-inflammatoires dans la circulation, ce qui pourrait expliquer pourquoi
I'obésité est associée a une inflammation systémique dite de bas-bruit (Sun et al.
2013). 11 a également été décrit que les macrophages du tissu adipeux des obeses ont
plutot un profil M1 pro-inflammatoire (sécrétion d’interleukines IL1 et I1.6), comme
les macrophages du tissu adipeux hypertrophique ; tandis que chez les patients
minces, les macrophages ont plutot un profil M2 (Figure 6) (Choe et al. 2016; Gregor
and Hotamisligil  2011).  Aussi, les macrophages a profil M1 utilisent
prétérentiellement du glucose ou du pyruvate comme substrat énergétique, tandis

que les M2 utilisent plutot les lipides (Mcnelis and Olefsky 2014).

Un autre facteur pourrait expliquer 'expansion du tissu adipeux et sa sécrétion de
cytokines. En effet, 'obésité est associée a une augmentation de 'endotoxémie post
prandiale liée a une augmentation des lipopolysaccharides (LPS) circulants (Cani et
al. 2008; Lundgren and Thaiss 2020; Vors et al. 2015). Les LPS, d’origine
microbienne, peuvent étre internalisés dans les adipocytes (voir aussi p39 et p123) et
favoriser la sécrétion de cytokines pro inflammatoires (IL13, IL18). Il a été montré
chez ’homme et la souris que les LPS entrainent la prolifération des adipocytes,
favorisent leur hypertrophie et peuvent, a terme, causer une mort cellulaire
prématurée. De plus les LPS augmentent aussi 'accumulation des macrophages au
niveau du tissu adipeux (Caesar et al. 2015; Clemente-Postigo et al. 2019; Hersoug et
al. 2018; Luche et al. 2013). I’endotoxémie liée a 'obésité est donc associée a une

dérégulation des fonctions du tissu adipeux.
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Figure 6 : Bilan des caractéristiques du tissu adipeux hyperplasique ou
hypertrophique

L’expansion du tissu adipeux peut se faire par hyperplasie ou hypertrophie. L’hyperplasie
est caractérisée par une augmentation du nombre d’adipocytes et s’accompagne de
phénomenes bénéfiques (en vert dans le tableau) tels que 'augmentation de la sensibilité a
I'insuline ou encore laugmentation de la sécrétion d’adiponectine. Au contraire,
I'hypertrophie est caractérisée par une augmentation de la taille des adipocytes existants et
s’accompagne de phénomenes déléteres (en rouge dans le tableau) comme 'augmentation
de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et 'augmentation de la fibrose (Adapté
d’apres : Choe et al. 2016 et Gregor and Hotamisligil 2011)
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La localisation du tissu adipeux a I’échelle de 'organisme est aussi un parametre
important et semble méme étre un meilleur indicateur des risques métaboliques que
I'exces de tissu adipeux global. Le tissu adipeux est majoritairement sous-cutané mais
il peut se développer aussi au niveau viscéral (au niveau mésentérique, péritonéal,
péri-cardiaque ou périrénal). L’obésité viscérale, dite « androide » est davantage
corrélée aux maladies métaboliques que 'obésité dite « gynoide » (Figure 7). Ceci
pourrait s’expliquer par une plus forte sensibilité du tissu adipeux viscéral aux
hormones androgeénes qui inhibent la sécrétion de leptine (hormone satiétogene) et
aux glucocorticoides, qui favorisent le stockage de lipides. (Samsell et al. 2014;

Tchernof and Després 2013; Vague 1956).

Obésité « androide »
Tissus adipeux répartis sur la
partie supérieure du corps :
abdomen, cou, ventre

Obésité « gynoide »
Tissus adipeux répartis sur la
partie inférieure du corps :
fesses, jambes, ventre

Figure 7 : I’obésité androide ou gynoide.

Les deux grands types de localisation du tissu adipeux sont de potentiels indicateurs de
risques métaboliques. I obésité dite androide, pour laquelle le tissu adipeux est localisé dans
la partie supérieure de 'organisme (gris) est davantage corrélée aux maladies métaboliques
que 'obésité dite gynoide, pour laquelle le tissu adipeux est localisé dans la partie inférieure
de 'organisme (vert).



L’OBESITE : SURCONSOMMATION OU MALADIE ?

Altération de la fonction endocrine

Le tissu adipeux est également un tissu endocrine, qui sécrete des adipokines dans la
circulation.

o La leptine est sécrétée par le tissu adipeux en permanence, en fonction de la
quantité de tissu adipeux et d’insuline circulante. Elle inhibe la prise alimentaire en
agissant sur ’hypothalamus et inhibe la sécrétion d’insuline par le pancréas. La leptine
a également des effets paracrines puisqu’elle inhibe la lipolyse dans les adipocytes et
augmente la thermogenese dans le tissu adipeux brun (Pandit, Beerens, and Adan
2017; Stern, Rutkowski, and Scherer 2016). Des études suggerent que la leptine a
également des effets pro-inflammatoires au niveau du tractus digestif et controle, via
ses récepteurs exprimés dans lintestin, 'absorption de lipides et de glucides mais
ausst la prolifération cellulaire (Tavernier et al. 2014; Weidinger et al. 2018; Yarandi
et al. 2011). Enfin, la leptine est surtout sécrétée par le tissu adipeux sous-cutané et
moins par le tissu adipeux viscéral, ce qui pourrait aussi expliquer les effets néfastes
de 'obésité « androide ». Iobésité est trés souvent associée a une résistance a la
leptine : la leptine est bel et bien sécrétée mais elle ne déclenche pas ou peu
d’inhibition de la prise alimentaire. Ceci peut s’expliquer par exemple par une
diminution de Pexpression des récepteurs a la leptine au niveau hypothalamique, ou
par un défaut de déclenchement des cascades de signalisation (Sainz et al. 2015).
Certains auteurs suggerent que cette résistance hypothalamique est une conséquence

de hypertriglycéridémie associée a 'obésité (Banks et al. 2017).

o Le tissu adipeux sécrete également de ’'adiponectine, qui a des effets inverses
a la leptine. L’adiponectine favorise la sensibilité a I'insuline et a un effet anti-
inflammatoire. Cet effet de I'adiponectine pourrait s’expliquer par son inhibition de
la voie NFub et de l'expression du TNFo (tumor necrosis factor a) au niveau des
macrophages (Nicolas et al. 2018). De plus, il a été montré que Padiponectine protege
des effets pro-inflammatoires des LPS 7z vivo au niveau du foie, et 7z vitro au niveau
des macrophages, en modulant le TNFo (Masaki et al. 2004; Pun et al. 2015). Plus il

y a de tissu adipeux, plus 'insulinémie augmente, et moins I’'adiponectine est sécrétée.
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Des expériences sur des animaux transgéniques knock-out (KO) pour le récepteur a
insuline spécifiquement au niveau du tissu adipeux ont permis de confirmer le role
majeur de I'insuline dans la régulation des genes clés de 1a lipolyse et de la lipogenese,
dans T’hypertrophie des adipocytes, ainsi que dans la sécrétion de la leptine et de
I'adiponectine (Hoffstedt et al. 2010; Kloting et al. 2010). Or, dans un contexte
d’obésité, on voit souvent apparaitre une résistance a I'insuline : I'insuline sécrétée
n’a pas ou peu d’effet sur les tissus cibles. Dans ce cas, on observe une
hyperinsulinémie, une diminution des récepteurs a I'insuline, une hyperglycémie et
une diminution de la lipolyse. Cette résistance caractéristique chez les obéses, peut

entrainer I'apparition d’un diabéte de type 2 (DT2).

o Le tissu adipeux sécrete également le PAI-1 (plasminogen activator inbibitor-1) en
réponse a I'insuline. Le PAI-1 est un inhibiteur de la lyse des fibrines et participe ainsi
a l'apparition de fibroses. Les concentrations plasmatiques de PAI-1 sont plus
importantes chez les obéses, notamment en cas d’obésité « androide », ce qui pourrait
expliquer 'augmentation du risque de thromboses et maladies cardio-vasculaires

observée chez ces obeses (Ailhaud 1998).

L’obésité entraine donc une modification a la fois de ’abondance, des fonctions
physiologiques et de I’état inflammatoire du tissu adipeux. Bien que les mécanismes
ne soient pas ¢lucidés, on sait depuis longtemps que d’autres maladies secondaires
comme la résistance a I'insuline, la résistance a la leptine et 'inflammation systémique
de bas grade sont étroitement liées a 'obésité (Reaven 1988). L’obésité est donc une
maladie endocrine et métabolique, associée a une modification qualitative et
quantitative du tissu adipeux, qui ne se diagnostique pas seulement par une

augmentation quantitative de la masse grasse.
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b. Augmentation du risque de maladies cardio-vasculaires

Les principales maladies cardio-vasculaires sont I'athérosclérose et la thrombose.
Elles peuvent causer des symptomes allant jusqu’a linfarctus ou a laccident
vasculaire cérébral. L’OMS estime que les déces imputables aux maladies cardio-
vasculaires représentent 31% de la mortalité mondiale totale, ce qui fait souvent des
maladies cardio-vasculaires la premicre cause de mortalité dans le monde (World

Health Organisation 2017).

L’obésité, notamment androide, est un facteur de risque indépendant pour les
maladies cardio-vasculaires. En effet, les nombreux parametres plasmatiques
modifiés pendant 'obésité (hypertriglycéridémie, cytokines circulantes, ...) (Tableau
2) entrainent une usure mécanique et chimique des vaisseaux sanguins, ce qui favorise
l'oxydation des lipoprotéines LDL (low-density lipoprotein) circulantes. Un taux élevé de
LDL oxydées (LDL-Ox) dans les vaisseaux déclenche le recrutement de monocytes
circulants et 'accumulation de macrophages dans la paroi du vaisseau, qui vont capter
les LDL-Ox, notamment grace au récepteur CD36 (cluster of différenciation 36) (Glatz
and Luiken 2018). L’internalisation des LDL-Ox déclenche la transformation des
macrophages en cellules spumeuses et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
(TNFa, IL1). Cette inflammation localisée et chronique peut, a terme, induire une
fibrose etla formation de plaques d’athéromes (Verges 1998; Verges et al. 2018). Ceci
peut ensuite causer un rétrécissement du volume de I'artére, une diminution du débit

sanguin et a terme a une ischémie.
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Tableau 2 : Principales anomalies plasmatiques associées a ’obésité abdominale
(Adapté d’apres Poirier and Després, 2003)

Effets de 1'obésité abdominale sur les parameétres plasmatiques

Triglycéridémie post-prandiale
VLDL
Apolipoprotéine B
Molécules pro-inflammatoires (TNFa, IL6, CRP, ...)
Protéines d'adhésion de la matrice extracellulaire (VCAM, ICAM, ...)
Proteines hypercoagulantes (PAI-1, fibrinogene, facteur VIIL, ...)
HDL-Cholesterol

— = = = = — —

c. Dépots adipeux ectopiques et complications

Lorsque les capacités de stockage du tissu adipeux sont insuffisantes, on observe une
accumulation ectopique de lipides, dans des organes non spécifiques de ce stockage.
Ce stockage concerne d’une part, les acides gras libres (AGL) circulants issus de
I’hydrolyse des TG par le tissu adipeux en période interprandiale, et d’autre part, les
TG des lipoprotéines circulantes qui ne seront pas captés par le tissu adipeux en
période post-prandiale. De plus, un niveau élevé d’AGL inhibe le stockage dans le
tissu adipeux des TG circulants, ce qui augmente encore davantage le stockage
ectopique. Ainsi, en cas d’obésité et/ou d’insulinorésistance, on observe un dépot
ectopique de lipides notamment au niveau du foie, mais aussi au niveau du cceur, du
rein, ou encore des poumons (Elliot et al. 2019; Montani et al. 2004). Ces dépots
ectopiques favorisent l'apparition d’autres maladies inflammatoires comme la
stéatose hépatique, la maladie chronique rénale ou encore les maladies cardio-

vasculaires.
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La stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD, non aloolic fatty liver disease)
caractérisée par une accumulation pathologique de TG dans le foie concerne pres de
90% des obeses (Younossi 2019). C’est la maladie du foie la plus prévalente au
monde. La NAFLD est associée au diabete de type 2 (DT2), a la résistance a
Iinsuline, a I’hypertriglycéridémie et au syndrome métabolique (Tableau 1). La
NAFLD peut s’aggraver en stéatose hépatique non alcoolique (NASH) pouvant aller

jusqu’au cancer du foie.

d. Altération des fonctions intestinales

D’intestin est un organe complexe formé de nombreux types cellulaires, nous le
verrons dans un chapitre dédié p62. Sa fonction majeure est 'absorption des
nutriments, mais il constitue également une barricre permettant une protection
contre le microbiote qu’il héberge. De facon tres intéressante, en plus d’altérer
I’homéostasie énergétique de 'organisme, 'obésité altere également de nombreuses

fonctions intestinales.

Modification des capacités d’absorption

On sait depuis longtemps que lintestin gréle possede de grandes facultés
d’adaptation et peut augmenter sa capacité d’absorption, notamment selon la
composition du régime alimentaire (Poirier et al. 1997; Singh et al. 1972). Chez un
modele murin d’obésité génétique, il a été montré que la capacité d’absorption
intestinale est aussi augmentée de fagon globale, pour tous les nutriments (Ferraris
and Vinnakota 1995). Par ailleurs, il a été observé au laboratoire qu’un modéle murin
d’obésité induite par les lipides présente également une augmentation de la capacité
d’absorption intestinale des lipides, mais aussi un défaut d’induction des genes clés
de 'absorption des lipides et une sécrétion de plus petits chylomicrons (Buttet et al.

2010; Petit et al. 2007).
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Réciproquement, les modeles murins résistants a I'obésité induite par les lipides
présentent une augmentation de I'expression de certains genes clés de I'absorption
intestinale des lipides, dont CD36 (Kondo et al. 20006; Love-Gregory et al. 2008).
L’ensemble de ces résultats suggere donc que Pobésité est associée a une absorption

quantitativement augmentée, mais qui pourrait étre qualitativement différente.

Dysbiose microbienne

La découverte du microbiote intestinal n’est pas récente mais I'intérét de la recherche
pour celui-ci a explosé ces 15 dernicres années, notamment par ’'amélioration des
moyens techniques pour I’étudier. Le microbiote intestinal représente pres de 2 kg
chez un adulte sain. La richesse de I'intestin en microorganismes suit un gradient de
concentration, pour atteindre pres de 10" CFU/mL dans le colon (Figure 10). De
nombreuses études sur du contenu caecal ou fécal de différents modeéles animaux,
ont montré que l'obésité induite par un régime alimentaire est associée a une
dysbiose, donc a une modification de la composition et des fonctions du microbiote
intestinal (Backhed et al. 2004; Cani, Amar, et al. 2007; Moreira et al. 2012). Cette
dysbiose est souvent caractérisée par une augmentation des bactéries Gram-, une
augmentation du rapport des deux phyla Firmicutes/ Bacteroidetes et une surproduction

d’acides gras a courte chaine (AGCC) (Ley et al. 2000; Schwiertz et al. 2010).

Un des principaux résultats des études récentes est la mise en évidence du réle clé du
microbiote de I'intestin gréle (LLema et al. 2020; Martinez-Guryn et al. 2018). Des
études de transfert de microbiote d’animaux rendus obéses par un régime
hyperlipidique vers des animaux axéniques suggerent que la dysbiose microbienne
pourrait apparaitre en amont de 'obésité et moduler les capacités d’absorption des
lipides (Martinez-Guryn et al. 2018). Malheureusement, la composition des
microbiotes murin et humain est tres différente (Ley et al. 2005) et il est encore
difficile de transposer a ’homme ces liens de causes a effets (Garrett, Gordon, and

Glimcher 2010; Ley et al. 2006; Martinez-Guryn et al. 2018).
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Permiéabilité intestinale

L’altération de la barri¢re intestinale a également été décrite chez les obéses ou dans
des modeles murins d’obésité (Genser et al. 2018; Zhang et al. 2018). Certains auteurs
proposent que cette perméabilité soit la conséquence d’une dysbiose microbienne et
en particulier d’une diminution du phylum Bacteroidetes (Cani et al. 2008). D’autres
proposent que ce soit la variation du régime alimentaire et notamment
laugmentation de la consommation de lipides qui, en modulant I'intégrité de
’épithélium intestinal et/ou le microbiote, puisse affecter l'intégrité de la barriére.
Nous détaillerons ce phénomene plus loin (p108). ’augmentation de la perméabilité
intestinale observée chez les obéses semble médiée par des cytokines pro-
inflammatoires (Genser et al. 2018; Ji, Sakata, and Tso 2011; Zhang et al. 2018), ce

qui traduit une inflammation intestinale.

Inflammation intestinale

Comme exposé dans la partie Expansion et inflammation du tissu adipeux p.28, le
tissu adipeux sécrete des hormones et des cytokines qui peuvent moduler I’état
inflammatoire de lintestin (Tavernier et al. 2014; Weidinger et al. 2018). Une étude
sur des sujets obeses comparés a des sujets sains montre que I'obésité est associée a
une inflaimmation intestinale et a une augmentation de la surface intestinale

(Monteiro-Sepulveda et al. 2015).

L’obésité est également associée a une augmentation des lipopolysaccharides (LPS)
dans le plasma. Les LPS sont des molécules présentes sur la paroi des bactéries
Gram- du microbiote intestinal, dont la proportion peut augmenter en cas d’obésité.
Les LPS pro-inflaimmatoires proviennent essenticllement du phylum des
Proteobacteria, tandis que les LPS anti-inflammatoires proviennent plutoét du phylum
des Bacteroidetes (1in et al. 2020), qui diminue chez les obéses. Leur pouvoir
inflammatoire provient du lipide A, qui a une structure proche des phospholipides

et qui assure 'ancrage des LPS dans la paroi bactérienne (Figure 8).
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Figure 8 : Schéma de structure des lipopolysaccharides (LPS) et comparaison avec
la structure des phospholipides.

Les LPS sont présents dans la paroi des bactéries Gram-.

A. Structure des LPS, divisée en 3 parties principales : Pantigene-O (en vert) composé de
motifs de polysaccharides répétés n fois ; le cceur (en gris), composé de plusieurs oses et
d’un domaine KDO ; et un lipide A (en bleu), composé d’un disaccharide phosphorylé
portant des chaines carbonées (6 le plus souvent). Le lipide A permet I'ancrage dans la paroi
bactérienne. B. Structure des phospholipides, proche de celle du lipide A.

Des études 77 vivo et chez ’homme ont montré qu’une infusion de LPS au niveau
intestinal induit une réaction inflammatoire, dépendante du TLR4 (#0/-lire receptor 4)
et du CD14 (cluster of différenciation 14) (Guo et al. 2013; Lebrun et al. 2017). De méme,
mn vivo chez la souris, I'injection de LPS induit une hyperplasie du tissu adipeux

dépendante de CD14.

Par ailleurs, il a été montré sur le modele de souris obeses 0b/0b qu’un déficit en
leptine est associé a une augmentation de la mortalité apres une injection de LPS.
Réciproquement, les LPS induisent la sécrétion de leptine et favorisent hyperplasie
du tissu adipeux (Faggioni et al. 1999; Hersoug et al. 2018). La leptine est donc

également un médiateur des effets inflammatoires des LPS bactériens.
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L’augmentation de LPS plasmatique dans un contexte d’obésité pourrait s’expliquer
par une augmentation de la perméabilité intestinale ou encore par une dysbiose (Cani
etal. 2009; Genser et al. 2018; Janssen and Kersten 2017). Certaines études montrent
que le récepteur CD306, objet de ce travail de these, est impliqué dans les réponses
inflammatoires au LPS 7z vitro dans le poumon (Bocharov et al. 2016), dans la glande
mammaire de chevre (Cao et al. 2016) ou encore dans les macrophages (Stewart et
al. 2010). Cect suggere donc que le CD36 intestinal pourrait étre un vecteur de
I'inflammation liée a 'obésité en modulant la réponse au LPS dans l'intestin (voir

p130).

e. Troubles du comportement alimentaire

En dehors de tout contexte pathologique, la prise alimentaire est un comportement
tres régulé, par des systeémes a la fois redondants et complexes. Dans un contexte
normal, en période inter-prandiale donc avant le repas, la présence d’hormones
orexigenes (ghréline, neuropeptide Y, ..) déclenche un signal au niveau de
I’hypothalamus qui déclenche la sensation de faim et prépare la prise alimentaire. Au
contraire, en période prandiale, la distension stomacale et la présence d’aliments dans
le systeme digestif déclenchent une sensation de satiété et inhibent la prise
alimentaire, zia le nerf vague (Williams et al. 2010). Ce signal nerveux anorexigene est
lui-méme inhibé par la sécrétion de ghréline (Meleine et al. 2020). Enfin, en période
post-prandiale I'insuline, la leptine et certaines hormones anorexigenes sécrétées par
Vintestin (le glucagon-like peptide-1, le peptide YY et la cholécystokinine notamment)
vont inhiber la prise alimentaire en agissant sur le systeme nerveux central
(hypothalamus, hippocampe et systeme cortico-limbique). De plus, la détection des
nutriments directement au niveau du systeme nerveux central contréle aussi la prise
alimentaire (Cansell et al. 2014; Schwartz et al. 2008). La durée, la fréquence et la
quantité de la prise alimentaire sont donc bien régulés par un ensemble de signaux

hormonaux et physiologiques complexes, dont certains ont une origine intestinale.
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Le systeme de récompense est particuliecrement impliqué dans ce contrdle, via 3
déterminants : la motivation ou wanting, la valeur hédonique ou /lking et
I'apprentissage ou /earning. Lors de la consommation d’un aliment palatable, le
systtme dopaminergique est activé. Ceci déclenche une sensation de plaisir
immédiate (/iking) mais aussi un apprentissage (learning) qui permettra ensuite de
prédire et d’anticiper la sensation de plaisir a la vue ou a I'idée de cet aliment (wanting).
Laliment prend alors une haute valeur hédonique mais aussi affective (Begg and
Woods 2013; Berridge 2009; Volkow, Wang, and Baler 2012). Or, les neurones du
systetme dopaminergique ont des projections dans de nombreuses autres zones
cérébrales comme I’hypothalamus ou le cortex orbito-frontal, qui modulent la prise
alimentaire. Ceci pourrait expliquer pourquoi lorsque le syst¢éme dopaminergique est
rendu non fonctionnel, les animaux réduisent leur prise alimentaire jusqu’a se laisser

mourir de faim tant ils manquent d’envie de se nourrir (Szczypka et al. 2001).

Dans un contexte d’obésité, on observe une augmentation de la prise alimentaire
caractérisée par une augmentation de la taille des portions, de la fréquence des repas
et/ou de la valeur énergétique des aliments consommés (Bluher 2019; Faucher and
Poitou 2016). D’une part, ceci peut s’expliquer par une diminution des seuils de
détection des nutriments, notamment des lipides et glucides qui sont hautement
caloriques et palatables. En effet, expression de certains récepteurs spécifiques au
niveau de la langue mais aussi de 'intestin, dont le CD306, est modifiée chez les obeses
(Chevrot et al. 2013, 2014; Melis et al. 2017; Pepino et al. 2012; Schwartz et al. 2008).
Cette moindre détection entrainerait la diminution de I’activation du systeme
dopaminergique par les aliments hautement palatables qui ne seraient, du coup, plus
percus comme tels. Une compensation par une augmentation de la prise alimentaire
(quantité, qualité et/ou fréquence) pourrait se mettre en place, entrainant a terme
Pobésité (Bliher 2019; Volkow et al. 2012). D’autre part, ceci peut s’expliquer par la
mise en place d’une résistance a l'insuline et a la leptine : les effets satiétogenes de
ces hormones sont inhibés au niveau du systeme nerveux central (Cornier et al. 2009;

Matsuda et al. 1999; Volkow et al. 2012).
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Grace a 'imagerie cérébrale, il a été mis en évidence que les régions d’activation du
systeme de récompense apres la consommation d’aliments varient selon 'IMC (Stice
et al. 2008). En examinant chaque zone cérébrale, les auteurs concluent que, chez
certains obeses, le fait d’imaginer une nourriture palatable ou d’aller la chercher
devient plus satisfaisant que le fait de la consommer. En d’autres termes, la sensation
de plaisir a I'issue de la consommation d’aliments est décevante par rapport a la
sensation de plaisir issue de lanticipation. Ce déséquilibre entre le plaisir
d’anticipation et le plaisir de consommation pourrait expliquer la prise alimentaire
compulsive et 'augmentation des quantités consommées chez les obeses (Farr et al.

2008; Stice et al. 2008; Volkow et al. 2012).

Enfin, il a été démontré chez '’homme qu’une prise alimentaire désorganisée et
irrégulicre chez des sujets sains peut aussi entrainer des perturbations de
I’homéostasie énergétique (lipogenese, lipolyse, dépense énergétique) et des rythmes
circadiens (notamment le tissu adipeux) (Garaulet and Gomez-Abellan 2014,
Hernandez-Garcia, Navas-Carrillo, and Orenes-Pifiero 2020). C’est ce que certains
auteurs qualifient de chronodisruption ou perturbation circadienne. La chronodisruption
est également associée a la résistance a I'insuline, aux maladies cardiovasculaires et

métaboliques.

L’obésité peut donc aussi étre associée a des troubles du comportement
alimentaire, qui est, en plus, affecté par d’autres facteurs comme les habitudes
sociales, la culture, les moyens financiers ou encore la valeur affective
associée a certains aliments. Bien que la définition retenue par POMS s’en
tienne a la masse grasse, de nombreux organes et de nombreuses fonctions
fondamentales sont dérégulés dans P’obésité. On saisit encore mieux ici
Pintérét de comprendre les mécanismes sous-jacents et les causes probables

de cette maladie multifactorielle.
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C. DETERMINANTS ET CAUSES PROBABLES DE L’OBESITE

L’obésité (et ses nombreuses conséquences physiologiques) repose sur un
déséquilibre entre les deux plateaux de la balance énergétique: trop d’énergie
consommée par rapport a ’énergie dépensée, ce qui conduit a un exces de stockage.
Les facteurs influengant cette balance sont tres variables et souvent interdépendants
(Bluher 2019)(Figure 9). Dans cette section, je me focalise volontairement sur les

déterminants et les causes physiologiques probables de 'obésité.

Habitudes socio-culturelles
Fatigue chronique ou manque de sommeil
Etat émotionnel

Lieu et type d’activité professionnelle
Age, sexe, génétique et épigénétique

Thermogenése prandiale

Proportion de tissu adipeux brun
Microbiote
Prises de médicaments

Dépense Energétique

Prise Energétique

Figure 9 : Schéma des nombreux facteurs pouvant influencer la balance
énergétique, et donc pouvant moduler I'apparition de 1'obésité.

La prise énergétique est modulée par la prise alimentaire (Prise Alim.) et par I’anabolisme ;
la dépense énergétique est modulée par le catabolisme et Iactivité physique. I’équilibre
entre la prise énergétique et la dépense énergétique dépend de nombreux facteurs culturels,

psychologiques, physiologiques et sociaux. (Adapté d’apres Blither, 2019)
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a. FPacteurs génétiques et épigénétiques

Compte tenu des écarts de prévalence entre pays, il a été proposé que des inégalités
génétiques soient déterminantes dans I'installation et le maintien de 'obésité. Des
études sur des jumeaux adoptés vivants dans différents environnements ont
démontré une dimension héréditaire de 'IMC. En effet, avec I'explosion des
techniques d’exploration du génome et les nombreux modeles animaux
transgéniques, pres de 253 QTL (quantitative trait loci) ont été identifiés ou proposés
comme étant en lien direct avec 'obésité, mais seulement 20% de ces QTL ont fait
I'objet de plus d’une étude (Herrera, Keildson, and Lindgren 2011). Ainsi, il a été
proposé que ces genes puissent expliquer entre 6 et 11% de la variabilité inter-

individuelle de 'IMC (Volkow et al. 2012).

Les genes les plus souvent cités dans la littérature codent pour le systeme a
mélanocortine (MC3R ou MC4K), pour la leptine et son récepteur, ou encore pour
des protéines nécessaires au développement cérébral et notamment de
I’hypothalamus, centre de régulation de la prise alimentaire (BDNF, NEGRI,
TMEMT18, NPY).

Le gene FTO (fat mass and obesity-associated gene), découvert dans les années 2000, est
exprimé dans le cerveau mais aussi dans les cellules épithéliales intestinales (IEC),
chez 'homme et la souris. Ce gene est associé a une moindre réponse satiétogene,
une augmentation de 'apport énergétique, une variation de I’absorption intestinale,
mais aussi a une plus forte susceptibilité au marketing alimentaire. Bien que la
protéine codée par ce gene n’ait pas encore été identifiée, ce gene pourrait expliquer

a lui seul 1% de I’héritabilité de Pobésité (W. Wu et al. 2020).
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D’autres SNP (szngle nucleotide polymorphisn) sont associés avec 'obésité, méme s’ils ne
sont pas déterminants. C’est le cas des genes LLPR7B qui code pour un récepteur aux
LDL (low density lipoprotein), KREMENT qui code pour un récepteur qui forme un
complexe avec le récepteur aux LDL LDLR-6, ou encore L.YS6 qui code pour un
récepteur aux lipopolysaccharides (Herrera et al. 2011). Des SNP sur un autre gene
du métabolisme des lipides, le géne Cd36, qui fait 'objet de mon travail de these,
sont également associés a une plus forte susceptibilité a 'obésité, au syndrome

métabolique ainsi qu’a une modification des parameétres sanguins ([Koonen et al.

2010; Love-Gregory et al. 2008, 2016; Melis et al. 2017).

Les facteurs épigénétiques ont aussi une forte influence, notamment en potentialisant
Peffet d’'un exces d’apport énergétique. Les xénobiotiques (pesticides, phtalates,
dioxine, bisphénols, ...) ont des effets obésogenes parfois jusqu’a la 3¢ génération, et
les mécanismes en jeu font encore 'objet de nombreuses études (Brulport et al. 2019;

Brulport, Le Corre, and Chagnon 2017; Rosen et al. 2018).

Enfin, les habitudes alimentaires et 'apport nutritionnel de la mere peuvent moduler

le niveau de méthylation du génome et ainsi conditionner la susceptibilité a 'obésité

de Penfant (Herrera et al. 2011).

Les différences génétiques et épigénétiques, parfois influencées par notre
environnement avant et apres la naissance, ne sont donc pas du tout négligeables. Y
compris dans le domaine de expérimentation animale, ou il a été démontré que selon
les souches de souris C57BL/6 utilisées, la susceptibilité a Pobésité est
significativement différente (Heiker et al. 2014). Néanmoins, des études de
génomique a large échelle ont démontré que seulement 2% de 'obésité pouvait
s’expliquer par des SNP (Herrera et al. 2011). En effet, ces mutations donnent
souvent lieu a des syndromes tres spécifiques (Prader-Willi, Brader-Biedl, ...) qui
sont identifiés des le plus jeune age et comptabilisés comme des maladies génétiques.
Les facteurs génétiques n’expliquent donc pas laugmentation massive de la

prévalence depuis les années 1970.
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b. Manque d’activité physique

L’obésité est la conséquence d’un déséquilibre entre I'apport énergétique et la
dépense énergétique (Iigure 9, p.43). Chez ’homme, la dépense énergétique est

composée de 4 déterminants principaux :

- Le métabolisme basal : représente 40% de la dépense énergétique et permet

Ientretien des fonctions de l'organisme au repos. 1l augmente avec la masse
maigre. 11 est donc déterminé par le génotype mais aussi par les habitudes
sportives.

- La thermorégulation : dépend de la météo, de l'utilisation de climatiseurs, ...

- La thermogenese alimentaire: dépend de Dalimentation et du substrat
énergétique

- Lactivité physique : dépend de Iactivité professionnelle, des loisirs, ...

Lactivité physique est le déterminant le plus variable de la dépense énergétique.
L’activité physique totale dépend de la sédentarité (définit comme le temps
d’occupation en position statique allongée, assise, ou debout) et du temps en
mouvement (activité professionnelle modérée ou intense, sport, ménage,
déplacements, ...). Un individu peut donc étre qualifié de sédentaire tout en

pratiquant une activité physique plusieurs fois par semaine.

La derniere syntheése de PTOCDE montre que nous passons plus de la moitié de notre
temps d’éveil a des activités sédentaires (Devaux and Vuik 2019). Chez les adultes de
18 a 64 ans, PTOMS recommande de passer au moins 150 minutes par semaine
d’activité physique de type marche rapide ou jogging par tranche d’au moins 10
minutes (OMS 2010). Or, en France, d’apres 'OMS, pres de 30% de la population
ne pratique pas assez d’activité physique (voir Annexe 2). L’étude INCA3 vient
confirmer cette tendance en montrant que plus de 80% des adultes interrogés (18-79
ans) ont un comportement sédentaire. .’augmentation du temps de loisirs devant un
écran (+ 1h20 entre 2007 et 2015) et le type d’activité professionnelle sont
probablement en cause (ANSES INCA3 2017).
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Le manque d’activité physique est donc un déterminant de I’épidémie d’obésité. Par
ailleurs, la dépense énergétique dépend aussi de la thermogenése alimentaire, qui varie
selon les apports nutritionnels. L’alimentation impacte donc la balance énergétique a
la fois en modulant les apports énergétiques mais aussi en modulant directement la
dépense énergétique. Sans pour autant constituer de relation quelconque, en France,

le pourcentage d’inactifs correspond au pourcentage d’obéses ou en surpoids.

c. Surconsommation de macronutriments riches en énergie

L’autre déterminant majeur du déséquilibre de la balance énergétique est un exces
des apports. Les macronutriments n’ont pas tous la méme densité énergétique et les
plus denses en énergie sont I'alcool et les lipides (Tableau 3). L’alimentation aurait-
elle évolué quantitativement et/ou qualitativement vers une alimentation plus

obésogene ?

Tableau 3 : Paramétres d’utilisation et de stockage des différents macronutriments
La densité énergétique brute des macronutriments, obtenue par combustion, est supérieure
a leur densité énergétique physiologique, qui dépend d’un coefficient de digestibilité. Ces
macronutriments sont stockés et utilisés en quantités tres variables (valeurs données pour
un homme de 70 kg). La mesure du quotient respiratoire permet d’évaluer I'utilisation
métabolique des différents macronutriments.

Lipides Protéines Glucides
Chaleur de combustion (kcal/g) 9,45 4,35 4,1
Densité énergétique physiologique (kcal/g) 9,0 4,0 4,0
Coefficient de digestibilité 95% 92% 98%

Tissus adipeux, muscle  Muscles  Foie, Muscles, Sang
(env. 10-15kg) (env. 12kg) (env. 0,5 kg)
Glycogéne (98%)
Glucose (2%)

Organe(s) de stockage (quantité stockée)

Molécule utilisée pour le stockage Triglycérides Protéines

Utilisation quotidienne

0,7% 0,8% 60%
(% des réserves) ! !

Quotient respiratoire théorique (CO,/0,) 0,7 0,8 1
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La derniere grande étude de consommation des francais (ANSES INCA3 2017) tente
d’établir une relation entre la composition de l'alimentation en certains groupes
d’aliments et le risque d’obésité mais aussi le risque de maladies cardio-vasculaires.
Cette étude a interrogé plus de 3000 adultes et autant d’enfants sur leurs habitudes

et modes de vie grace a un questionnaire de 150 questions, générant des données sur

320 000 aliments.

Le seul lien qualifié par INCA3 de « convaincant » entre un groupe d’aliment et la
prise de poids concerne les boissons sucrées Tableau 4(ANSES 2010). En effet, ces
boissons sont souvent consommées a la place de 'eau et leur apport calorique
s’ajoute a lapport calorique de la nourriture. De plus, en absence de matrice
alimentaire, les sucres ingérés sous forme liquide sont d’autant plus rapidement

absorbés.

De nombreux auteurs accusent la consommation de sucres libres d’étre la principale
responsable de I'épidémie d’obésité, notamment infantile (Lustig, Schmidt, and
Brindis 2012). En effet, d’apres les travaux de R.H. Lustig et son équipe, la
consommation de sucres, en agissant a court terme sur hypothalamus et les
nombreux circuits de régulation du comportement alimentaire, pourrait modifier tres
rapidement le contréle de la prise alimentaire mais aussi la dépense énergétique

(Lustig et al. 1999; Weiss, Bremer, and Lustig 2013).

L’étude INCA3 souligne également le role de la consommation de boissons
alcoolisées ainsi que de la consommation de « viande » dans la prise de poids et les
maladies cardio-vasculaires, notamment de la charcuterie et des viandes rouges
Tableau 4. Les auteurs expliquent ces liens majoritairement par la haute densité
énergétique de ces produits. En effet, si le blanc de poulet est tres pauvre en graisses
(1,8¢/100g), les charcuteries, viandes rouges et certains produits animaux
transformés sont treés riches en lipides (jusqu’a 25g/100g pour certaines pieces

d’agneau) (Ciqual.fr).
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L’augmentation de la prévalence de Pobésité depuis quelques années serait donc la
conséquence d’une augmentation de I’apport calorique total, notamment par le sucre,
I'alcool et les lipides. En compilant les études INCA, des études INSEE et des
données provenant de panels de consommateurs, des auteurs ont effectivement
conclu récemment que les apports caloriques des francais auraient augmenté
d’environ 9% entre 1969 et 2010 (Cavaillet et al. 2019) pour atteindre une valeur de
2222 kcal/p/j. Mais les études INCA suggerent que 'apport énergétique est plutot
stable depuis les années 90 (ANSES INCA3 2017).

En outre, la disponibilité énergétique alimentaire n’a cessé d’augmenter ces dernicres
années, notamment grace a une augmentation massive des productions animales
(+70% en Europe) — grace notamment aux financements par la PAC (Politique
Agricole Commune, crée en 1954). D’apres PTOCDE, la disponibilité énergétique
alimentaire européenne a augmenté de pres de 20% sur les 50 dernieres années pour
atteindre les 3400 kcal/p/j en 2017 (2917 kcal/p/j dans le monde) (Devaux & Vuik,
2019; FAOSTAT). Cette augmentation de la disponibilité énergétique alimentaire est
associée a une diminution des prix des produits alimentaires. Notons au passage que
I'augmentation de la disponibilité énergétique alimentaire est aussi associée a une
augmentation du gaspillage alimentaire (prés de 1/3 des quantités produites, et
jusqu’a 1500 kcal/pers/jour rien qu’aux USA) (Van Den Bos et al. 2020; Devaux and
Vuik 2019).
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Plusieurs organismes proposent des recommandations nutritionnelles (Tableau 5).
Les recommandations officielles de TOMS pour combattre 'obésité sont de diminuer
les « apports totaux en graisses a moins de 30 % de 'apport énergétique total », ce
qui « permet aux adultes d’éviter de prendre trop de poids ». Pour TOMS,; il n’y a pas
de seuil minimal d’apport en lipides. L’ OMS conseille aussi de limiter les apports en
«sucres libres a moins de 10% des apports énergétiques totaux », voire « d’aller
encore plus loin et de passer en dessous de 5% des apports énergétiques totaux pour
augmenter les bienfaits pour la santé » (OMS 2018). La FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations), quant a elle, suggere de maintenir la part des lipides
dans Tl'apport énergétique de 15 a 35%. Et ni la FAO ni OMS ne font de
recommandation officielle pour les glucides.

Tableau 5 : Apports Nutritionnels Conseillés selon les organismes

ANSES : agence nationale de sécurité sanitaire de 'alimentation, de I'environnement et du
travail ; EFSA : Enropean Food Safety Authority ; OMS : Organisation mondiale de la santé

(ONU) FAO : Food and Agriculture Organization (ONU).
(Données : ANSES 2016; EFSA 2010; FAO/WHO 2010; OMS 2018)

EFSA 2016 - UE
ANSES 2016 - France [nstitute of Medicine 2004 - USA OMS 2018 FAO 2008
(Dietary Ref Values)

Lipides 35-40% 20-35% <30% 15-35%
Glucides 40-55% 45-65% Sucres libres <10%
Protéines 10-20% 10-35%

Pourtant, la synthése des études observationnelles ou interventionnelles (WHO-
MONICA, Women Health Initiative (1993-2005) ou encore de la Quebec Family Study
(1979-2002)) reprises par PANSES démontre clairement que P'abaissement de la
quantité de lipides sous les 35 a 40% de I'apport énergétique n’entraine pas de baisse
de poids ni de diminution du tour de taille significatives (Chaput et al. 2008; Halton

et al. 20006; Volek et al. 2009).
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Certains auteurs expliquent ces résultats par un maintien de I'apport énergétique
total, toujours supérieur aux dépenses: lorsque lapport en lipides est déclaré
inférieur, apport en glucides est proportionnellement supérieur. Ceci pourrait
expliquer pourquoi les parametres glucidiques et insulinémiques, altérés chez les
obeses, peuvent éetre améliorés en cas d’augmentation des lipides dans la ration
(Chaput et al. 2008). Ainsi, les recommandations officielles francaises actuelles sont
plutot de maintenir I'apport énergétique assuré par les lipides entre 35 et 40%

(ANSES 2016).

La complexité du comportement alimentaire et de ses nombreuses régulations rend
tres complexe l'interprétation de ces études épidémiologiques. Au regard de tous ces
travaux, les recommandations nutritionnelles ne sont pas toujours évidentes. Sans
parler du fait qu’il est tres difficile voire impossible de déterminer les quantités
« nécessaires » de certains macro- et micro-nutriments, puisque la qualité de leur

digestion et de leur absorption dépend de beaucoup d’autres facteurs.

I’obésité est donc une maladie complexe, associée a de nombreuses complications
métaboliques, qui peut avoir des causes tres diversifiées chez ’homme. Plus qu’une
conséquence de choix personnels ou de choix sociétaux, 'obésité est bel et bien la
conséquence d’une dégradation de I’équilibre subtil entre chaque individu et son
environnement. Afin de prévenir et réduire cette épidémie mondiale, il s’agit donc
d’opérer sur tous les leviers, par des mesures sociales, fiscales, préventives et

curatives.
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D. PREVENIR ET GUERIR L’OBESITE

Etant donné la prévalence et les conséquences physiologiques et sociétales multiples
de l'obésité, de nombreuses méthodes de guérison et de prévention ont été
développées. En effet, certaines études décrivent un impact direct de obésité sur
I'employabilité, le salaire et 'absentéisme au travail (Devaux and Sassi 2011, 2015).
Dans un rapport officiel a destination des responsables politiques, le gouvernement
britannique schématise 'obésité comme une conséquence directe ou indirecte de
pres de 80 composantes tres diverses (Annexe 3) comme ’éducation nutritionnelle,
le cott et la praticité des produits agroalimentaires, mais aussi les publicités, ou
encore le taux de chomage (Kopelman, Jebb, and Butland 2007) ; autant de leviers
sur lesquels agir pour combattre cette épidémie. Dans cette partie, nous verrons de
facon synthétique que tres peu de traitements existent, ce qui nécessite d’autant plus

de mieux comprendre et prévenir cette maladie.

a. La prévention par les politiques publiques

Etant donné les nombreuses conséquences de I'obésité, 'impact économique de
cette maladie sur les dépenses de santé des Etats est considérable. En France, 'Etat
estime a 20 milliards d’euros sa dépense pour combattre 'obésité en 2012, c’est-a-
dire 1% du PIB, et TOCDE estime que cette dépense pourrait atteindre 8% du
budget total de ’Etat d’ici 2050 (Devaux and Vuik 2019; Ministere de 'Economie et
des Finances - D. Caby 2016). Ainsi, diverses mesures incitatives et obligatoires se
sont développées en France et ailleurs pour augmenter P'activité physique et diminuer

la surconsommation de macronutriments riches en énergie.
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Entre obligations et incitations

Aucune interdiction n’existe concernant la commercialisation de produits a forte
teneur énergétique. En France comme dans d’autres pays d’Europe, les seuls produits
alimentaires surtaxés pour décourager leur consommation sont les boissons sucrées
et édulcorées (voir Tableau 4). Cette taxe, a la charge du fabricant est appliquée
depuis 2016. Mais des obligations d’information a I’attention du consommateur
existent. Tous les pays de TOCDE obligent I’étiquetage back-of-pack (a larriere du
paquet) de la composition en macronutriments et en énergie, pour tous les aliments
transformés emballés, afin de donner une information nutritionnelle précise.
L’étiquetage Front-of-Pack (a l'avant du paquet), beaucoup moins utilisé n’est
obligatoire qu’au Mexique, au Chili, en Finlande et en Israél. Il est pensé pour faciliter
le choix rapide du consommateur. Il est donc facilement compréhensible, nécessite
tres peu de temps de lecture et est souvent associé a des couleurs (Voir Annexe 7).
Si Pefficacité de ces étiquetages dans la prévention de 'obésité est controversée, il
semble qu’ils soient assez efficaces pour motiver la reformulation aupres des

industriels (Devaux and Vuik 2019; OECD 2017).

Les médias sont aussi un vecteur d’éducation nutritionnelle pour presque tous les
pays, avec des slogans audio ou visuels, comme les versions francaises « Manger
moins gras, moins sucré, moins salé » ou « 5 fruits et légumes par jour ». La publicité
pour la nourriture et les boissons sucrées est également interdite a la radio et a la

télévision, aux heures d’écoute des enfants au Chili, au Mexique, en Irlande et en

Islande.

Les incitations a ’activité sportive, en revanche, sont encore tres rares, mais elles sont
parfois financées et organisées directement par les gouvernements. Par exemple, en
Australie, au Portugal, en Nouvelle-Zélande, ou en Belgique, les médecins
généralistes et le corps infirmier peuvent prescrire de Iactivité sportive, qui est au

moins partiellement prise en charge.
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Enfin, cas d’école d’obligations pour réduire l'obésité, le Japon oblige chaque
entreprise 2 mesurer des parametres physiologiques et plasmatiques de chaque
employé lors de visites médicales annuelles. Si les seuils établis sont dépassés (voir
Annexe 8), 'employé est obligé d’assister a des consultations supplémentaires et
Pentreprise peut étre fiscalement pénalisée (IKohro et al. 2008). Les effets de cette
politique drastique sont encore controversés, d’autant que le Japon est le pays de

IOCDE qui compte le moins d’obeses (3%).

Le cas de la France : une démarche collective interministérielle

Il existe en France un programme d’éducation et d’incitation préventif: le
Programme National Nutrition Santé (PNNS), lancé en 2001. Le PNNS est organisé
en 5 grands axes (Annexe 11). Depuis 2004, un site internet a destination du grand
public regroupe des conseils sur lactivité physique et sur Dalimentation
(www.mangerbouger.fr). Ce site et ce programme, portés par ANSES et Santé
publique France, ne visent pas qu’a combattre 'obésité, mais aussi a améliorer « état

de santé de la population ».

Le nouveau PNNS (2019-2023) organisé autour de 3 objectifs (augmenter ; aller
vers ; réduire) donne des messages moins quantifiés et injonctifs, qui se veulent plus
clairs et moins culpabilisants (Annexe 9). On peut citer 'augmentation de la
consommation de fruits a coques (riches en certains lipides), 'augmentation de la
consommation de légumes secs mais aussi des aliments labellisés « Agriculture
Biologique » et produits localement, ce qui traduit bien le caractere interministériel
des recommandations frangaises. En paralléle, depuis 2010, le PNNS est complété
par un Plan Obésité pour I'organisation du dépistage et de la prise en charge médicale
des patients, et par un Programme National pour I’Alimentation (PNA) pour la
dimension agronomique et économique de lalimentation (PNA 2014). Les 3
commissions travaillent donc conjointement pour proposer des recommandations
réalistes dans le contexte socio-économique et écologique actuel afin de prévenir
I’épidémie d’obésité mais aussi les autres pathologies en lien avec l'alimentation

(Annexe 11).
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b. Un traitement médicamenteux peu recommandé

D’apres les recommandations de la HAS (Haute Autorité de Santé) publiées en 2011,
la prise en charge de obésité doit étre « adaptée » et « personnalisée ». Elle débute
par une prise en charge initiale généraliste (médecin traitant ou pédiatre) dite de 1¢
recours, qui se fait dans le cadre de consultations dédiées avec un suivi programmé.
Le 1¢ recours pose un diagnostic et propose des mesures accessibles (financicrement,
géographiquement et culturellement) basées sur I'éducation nutritionnelle. Les
objectifs de ce 1 recours sont, selon les cas, de stabiliser le poids, d’amorcer une
perte de poids raisonnable « de ordre de 5 a 15% du poids initial par an », et/ou de

réduire le tour de taille (HAS 2012).

Le traitement de 1¢ recours médicamenteux, l'otlistat, est encore commercialisé sur
prescription médicale et était en vente libre jusqu’en 2012. C’est le seul traitement
médicamenteux autorisé en France contre I'obésité, mais il n’est plus recommandé
par la HAS depuis 2012 (HAS 2012). Ce médicament est un inhibiteur des lipases.
Le traitement par lorlistat repose donc sur la réduction de la digestion des lipides
uniquement, et par conséquent de leur absorption. Son efficacité est tres
controversée car, méme en association avec un régime hypocalorique, la perte de
poids moyenne reste inférieure a 3 kg (Rucker et al. 2007). La prescription d’autres
traitements médicamenteux pouvant entrainer une perte de poids mais n’ayant pas
d’autorisation de mise sur le marché dans le surpoids ou l'obésité est proscrite.
D’autres traitements permettant notamment de diminuer Pimpulsivité alimentaire

sont a ’essai.

c. Une restriction calorique peu efficace
L’autre approche de 1¢ recours repose sur des conseils diététiques et parfois sur un
régime. Les régimes amaigrissants reposent sur la modification de la balance
énergétique, qui en devenant négative, encourage l'organisme a puiser dans ses
réserves adipeuses : c’est la restriction calorique (voir Tableau 3 p.47). Cependant,

ces régimes sont peu efficaces et peuvent méme s’avérer néfastes pour 'organisme.
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Un_risque nutritionnel élevé

Plusieurs types de régimes de durée variable existent, qui reposent tous sur une
restriction calorique par éviction d’une ou plusieurs catégories d’aliments. En 2010,
PANSES a réalisé un rapport d’expertise collective sur les risques liés aux régimes
amaigrissants en évaluant 15 régimes différents (ANSES 2010), en étudiant leurs
apports en énergie, et macro et micronutriments. Dans ce rapport, PANSES décrit
de nombreux risques chez I'adulte : déficits nutritionnels, affection du systeme rénal,
risques psychologiques, perte de masse musculaire, ... En effet, le rapport montre que
selon les régimes, les apports en protéines et sodium sont trés souvent supérieurs
parfois jusqu’a deux fois aux ANC, et les apports en glucides, en fibres, en fer, en
calcium, en magnésium et en vitamine C sont tres souvent inférieurs aux ANC.
IANSES conclue donc que, méme en cas de surcharge pondérale, ces régimes ne

sont pas anodins et doivent étre encadrés par des professionnels de santé.

Une reprise de poids trés courante

L’autre probleme posé par ces régimes est la reprise de poids tres courante. En effet,
selon les études, seules 10 a 20% des personnes en surpoids ou obeses perdent du
poids avec succes apres un régime (510% de perte de leur masse corporelle initiale
maintenue sur 1 an) (Guy-grand 1987; Wing and Phelan 2005). Ce phénomene de
résistance a la perte de poids, encore mal caractérisé, peut s’expliquer par des
phénomenes  psychologiques  mais  aussi  par  plusieurs  adaptations
métaboliques, mises en en place des le début de la restriction. D’une part, on observe
une diminution du métabolisme basal qui peut s’expliquer par la perte de masse
maigre observée pendant les régimes. Ainsi, le régime alimentaire normal repris apres
la phase de restriction sera d’abord excédentaire, ce qui favorise la reprise de poids.
Drautre part, la diminution du tissu adipeux entraine une modification des niveaux
de leptine, ce qui peut également modifier la prise alimentaire (voir partie Altération
de la fonction endocrine p.32). Enfin, la fonte du tissu adipeux entraine une libération
de polluants organiques persistants dans le plasma (jusqu’a +340% pour les pertes

de poids massives). Certains de ces polluants étant des perturbateurs endocriniens,
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IPANSES conclue que leur libération pourrait aussi contribuer a la reprise de poids
observée (ANSES 2010). En plus de leur risque nutritionnel, le manque d’efficacité

observé fait de ces régimes une solution loin d’étre satisfaisante pour guérir 'obésité.

d. Les chirurgies intestinales

Les chirurgies bariatriques représentent aujourd’hui le seul traitement contre 'obésité
sévere ou morbide. 1l s’agit néanmoins d’une thérapie lourde, qui nécessite une
préparation et un suivi post-opératoire conséquent sur plusieurs mois voire années.
En France, ces chirurgies sont recommandées uniquement pour les adultes ayant un
IMC 240 kg/m?, ou pour les adultes ayant un IMC 235 kg/m? avec au moins une
comorbidité susceptible d’é¢tre améliorée apres la chirurgie (hypertension artérielle,
diabete de type 2, troubles respiratoires séveres, ...). Elles doivent étre prescrites
uniquement en 3¢ recours, «apres échec d’un traitement médical, nutritionnel,
diététique et psychothérapeutique » (HAS 2009). La France est le 3¢ pays du monde
a pratiquer le plus de chirurgies bariatriques avec pres de 50 000 opérations
pratiquées par an (Le Gall et al. 2019), toutes techniques confondues (contre

seulement 8000 au Royaume-Uni ou en Allemagne).

Certaines techniques dites mixtes associent une restriction de l'estomac a une
dérivation du tube digestif pour diminuer I'absorption des nutriments (Aarts and
Mahawar 2020) (voir Annexe 5 et Annexe 6 pour détails). Prés d’une dizaine de
techniques ont été proposées depuis la fin des années cinquante, mais plusieurs ont
été abandonnées car elles causaient de trop gros défauts d’absorption de nutriments
essentiels (Wiggins, Majid, and Agrawal 2020). La technique mixte la plus utilisée
depuis la fin des années 90 est le bypass Roux-en-Y (RYGB). Le RYGB permet a la
fois de réduire le volume de 'estomac et I'intestin parcouru par les aliments, tout en
conservant tous les tissus. Les aliments passent directement de la poche gastrique
vers une anse alimentaire (ancien jéjunum proximal) puis vers une anse commune
(reste du grele). En parallcle, le reste de I'estomac et le duodénum sont conservés et
liés directement sur 'anse commune. Lautre technique mixte est TOAGB (one

anastomosis gastric bypass).
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Les conséquences physiologiques et l'explication des effets bénéfiques de ces
techniques est encore controversé (e Gall et al. 2019). Et bien que 'objectif soit de
réduire Dlabsorption, d’autres parameétres intestinaux comme la perméabilité
intestinale et la fonction endocrine sont également modifiés (Blanchard et al. 2017;
Hansen et al. 2013; Murata et al. 2019). Des modifications plus globales comme une
augmentation de la dépense énergétique, une modification du métabolisme post-
prandial et des modifications au niveau de ’hypothalamus ont aussi été décrites dans
le cas d’'un RYGB ce qui pourrait expliquer la diminution de la prise alimentaire
observée chez les patients opérés (Al-Najim, Docherty, and Le Roux 2018;
McGregor et al. 2020; Stylopoulos, Hoppin, and Kaplan 2009; Surowska et al. 2016).
En effet, une revue estime que la malabsorption serait responsable de seulement 11%

de la perte de poids a 'issue du RYGB (Mahawar and Sharples 2017).

Certaines études sur modele murin montrent que PTOAGB et le RYGB sont parfois
suivis d’'une malabsorption des glucides et des protéines, mais les résultats différent
selon la chirurgie appliquée (Cavin, Couvelard, et al. 2016; Cavin, Voitellier, et al.
2016). De plus, bien que ces techniques réduisent la surface d’absorption intestinale,
les mémes études montrent une hyperplasie intestinale ; et une accélération voire une
augmentation de 'absorption des lipides a également été décrite (De Giorgl et al.
2015; Jegatheesan et al. 2020). I’adaptation intestinale et la compensation de la
malabsorption pourraientt donc expliquer les reprises de poids observées a long

terme.

Ainsi, la grande diversité de conséquences de ces chirurgies bariatriques permet de
mettre en lumicre I'importance de la fonction intestinale dans les dérégulations
associées a 'obésité. Les chirurgies bariatriques sont donc, en plus d’étre le seul
traitement contre 'obésité, un modele d’exception pour mieux comprendre le role

de Iintestin et de ses capacités d’adaptation dans un contexte d’obésité.
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Dans cette partie, nous avons exploré la diversit¢é des causes et des
dérégulations métaboliques associées a ’obésité. Comme nous I’avons vu,
tous les mécanismes sous-jacents de ce déséquilibre de la balance
énergétique ne sont pas encore élucidés. Malgré la prévalence considérable et
toujours en hausse de ’obésité, les mesures a disposition pour combattre cette

maladie sont surtout préventives et focalisées sur I’alimentation.

L’intestin apparait comme un organe au cceur de I’étiologie de I’obésité.
Beaucoup de ses fonctions sont dérégulées chez les obe¢ses, et les chirurgies
bariatriques montrent que l’intestin est une cible majeure pour soigner ces
dérégulations. La dysbiose, Paugmentation de la perméabilité intestinale ou
Pendotoxémie sont des pathologies d’origine intestinale. Mais d’autres
facteurs comme P’augmentation de la prise alimentaire, ’inflammation bas-
bruit ou Paugmentation du stockage adipocytaire pourraient aussi avoir une
origine intestinale. Quelles caractéristiques spécifiques de I’intestin peuvent
expliquer ces observations ? L’objectif du prochain chapitre est de rappeler
les fonctions clés de Pintestin, a la croisée des dérégulations métaboliques

associées a Pobésité.
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Chapitre 2

’INTESTIN : ANATOMIE ET FONCTIONS



L’INTESTIN : ANATOMIE ET FONCTIONS

A. UN ORGANE AVEC UNE ORGANISATION COMPLEXE

L’intestin gréle a une origine endodermique. Au cours du développement
embryonnaire, la différenciation de l'intestin moyen vers un intestin mature se fait
chronologiquement selon I'axe antéro-postérieur et se termine a environ 50 jours de
gestation chez ’homme (5 jours apres la naissance chez la souris). Chez ’homme
adulte, I'intestin gréle mesure entre 7 et 10 m sur un sujet mort (moins sur un sujet
vivant a cause du tonus musculaire), et fait un diametre d’environ 2.5 cm (Bloch

1904). Notons que chez la souris, I'intestin gréle mesure environ 40 cm.

a. Une organisation selon un axe antéro-postérieur

Entre son extrémité proximale et son extrémité distale, 'intestin gréle est divisé en
trois parties : le duodénum, le jéunum et l'illéon. Ces trois parties sont
histologiquement et fonctionnellement tres différentes (Figure 10). Chez P’homme,
ces trois segments sont de taille différente, mais chez le rongeur lintestin est
communément divisé en 3 segments de longueurs égales. La durée de transit du
chyme du début du duodénum a la fin de I'iléon varie de 30 min a plusieurs heures.
Chez ’'homme, l'intestin grele est vascularisé par I'artere mésentérique supérieure,
subdivisée en arteres jéjunales et iléales. Apres absorption par intestin, les molécules
hydrophiles seront déversées dans la veine porte, en direction du foie ; tandis que les
molécules hydrophobes sont d’abord déversées dans les canaux lymphatiques puis

dans le sang, nous y reviendront.
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O, et acidité

Villosités courtes et Villosités nombreuses, Villosités éparses
épaisses longues et fines et courtes
72

Coté Postérieur distal
Célon

Coté Antérieur proximal

Estomac Duodénum

Hydrolyse des lipides Absorption des Réabsorption des sels
Absorption des glucides glucides, des acides biliaires

Regoit les sécrétions aminés et des lipides
biliaires et pancréatiques

Figure 10 : Organisation fonctionnelle de I'intestin gréle selon 1'axe antéro-
postérieur

D’intestin grele est divisé en 3 segments structurellement et fonctionnellement
différents (selon 'axe antéro-postérieur) : le duodénum, le jéjunum et I'iléon. La teneur en
oxygene (O2) et lacidité sont décroissantes selon cet axe ; la densité microbienne est
croissante selon cet axe. (Synthese des sources citées dans 'ensemble de cette partie)

Le duodénnm
Le mot duodénum, du latin duodenum digitorum (douze doigts) fait référence a sa taille
chez ’homme, comparable a la largeur de douze doigts chez ’homme, c’est-a-dire
environ 25 cm. Une des spécificités histologiques du duodénum est la présence des
glandes de Brunner, qui sécrétent un mucus épais et alcalin, qui neutralise I'acidité du
chyme en provenance de 'estomac. Le duodénum recoit aussi les sécrétions biliaires
et pancréatiques. C’est le siege de la digestion des lipides et de I'absorption des
glucides. C’est le segment intestinal dans lequel les récepteurs aux glucides sont les
plus exprimés. Aussi, en réponse aux acides gras (AG) issus de la digestion des
triglycérides (T'G) alimentaires et a l'acidité du chyme, le duodénum sécrete des
hormones comme la CCK (cholécystokinine) et la SCT (sécrétine). Ces hormones
ont des roles tres diversifiés qui seront exposés plus loin (Tableau 7) (Auclair et al.

2018; Breer et al. 2012).



L’INTESTIN : ANATOMIE ET FONCTIONS

Le jéjunum
Le jéjunum, segment central, est le sicge majoritaire de 'absorption des lipides (Niot
and Besnard 2017). Cest le segment intestinal le plus long chez ’homme, il mesure
3 2 4m de long, et c’est dans le jéjunum que les villosités sont les plus grandes. Le
jé¢junum est donc le segment dans lequel la surface d’absorption est la plus
importante. De plus, les capacités d’absorption du jéjunum sont tres adaptables,
notamment en fonction de la composition du régime, de la composition
microbienne, ou aprés une chirurgie bariatrique (Buts et al. 1990; Cavin, Voitellier, et
al. 2016; Martinez-Guryn et al. 2018; Petit et al. 2007). Cette adaptation peut se
caractériser par une augmentation de la prolifération cellulaire et donc une
augmentation de la surface totale d’absorption, mais aussi par une augmentation des
capacités d’absorption spécifique au nutriment apporté en exces (Buttet et al. 2016;
Cavin, Voitellier, et al. 2016; Ferraris and Vinnakota 1995; Petit et al. 2007). C’est
dans le jéjunum que Pexpression des protéines impliquées dans I'absorption des
lipides sont les plus exprimées, dont le CD36 (Poirier et al. 1996). La majorité des
vitamines hydrosolubles sont absorbées dans le duodénum et le jéjunum et la majeure
partie des vitamines liposolubles sont absorbées dans le jé¢junum (Bonnefond-Ortega

et al. 2018).

Liléon
L’iléon est le lieu de réabsorption des sels biliaires et de I'absorption de la vitamine
B12. Il mesure environ 1 m de long chez ’homme. En cas de malabsorption jéjunale,
des AG peuvent se retrouver dans I'iléon et activer les genes clés de I’'absorption des
lipides. I’1léon devient alors un siege secondaire de 'absorption des lipides, on parle
de « recrutement iléal » (de Wit et al. 2008, 2012). En rallongeant la portion intestinale
capable d’absorber les lipides, le recrutement iléal est donc un autre mode

d’adaptation des capacités d’absorption.



L’INTESTIN : ANATOMIE ET FONCTIONS

b. Une organisation selon un axe crypto-villositaire
La paroi de lintestin gréle est constituée de plusieurs couches cellulaires : la
mugqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse (igure 11), elles-mémes
composées de tres nombreux types cellulaires. Les muscles lisses de la musculeuse
assurent le péristaltisme (longitudinal et transversal), qui permet le mélange du chyme
avec les sécrétions intestinales et le transport du chyme le long du tube digestif. La
muqueuse assure I'absorption des nutriments. Elle est constituée d’un épithélium
reposant sur une lamina propria. La muqueuse intestinale se renouvelle tous les 5
jours chez ’homme et tous les 3 jours chez la soutris. Cette caractéristique confere a
I'intestin une grande plasticité et une adaptabilit¢é de sa surface d’absorption.
L’épithélium intestinal est organisé en deux compartiments morphologiquement
distincts comprenant de grandes évaginations formant des villosités et des

invaginations qui forment des cryptes (Raven et al. 2014).

Lumiére intestinale

Mugqueuse : épithélium

Sous muqueuse

lL —// Vaisseau sanguin
X =

Glande de la sous muqueuse .

Plexus de la sous muqueuse

Musculeuse
Couche interne, fibres en anneaux

Couche externe, fibres longitudinales

Séreuse

Epithélium squameux

ou mésothélium Plexus myentérique

ou plexus d’Auerbach

Figure 11 : Les différentes couches cellulaires de l'intestin gréle

Tout le long de l'intestin, les principales couches cellulaires de lintestin gréle sont la
muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse. Un systeme de circulation
sanguine et lymphatique traverse I’ensemble de ces couches (Adapté d’apres Biologie, 2014,
Editions De Boeck)
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La prolifération cellulaire se fait dans les cryptes et la différenciation se fait des
cryptes vers le sommet de la villosité (Figure 12 et Figure 13). Tous les types
cellulaires qui constituent I’épithélium dérivent des cellules souches intestinales des
cryptes (CBC : crypt base columnar cells). La prolifération cellulaire est régulée par les
nutriments et notamment par les lipides (Buts et al. 1990; Petit et al. 2007). En se
divisant, les CBC donnent d’abord naissance a des cellules progénitrices qui
proliferent puis se différencient en différents types cellulaires (voir aussi Tableau 6

p.70) :

Cellules
Caliciformes

Cellules
Entéroendocrines

Villosité

Entérocytes

Crypte

Cellules de
Paneth

Figure 12 : Schéma de localisation des différents types cellulaires de 1'épithélium
intestinal.

Tous les types cellulaires dérivent des cellules progénitrices situées dans les cryptes (CBC,
en vert). Leur différenciation vers le sommet de la villosité aboutit d’abord a la formation
de cellules progénitrices sécrétrices (rouge) ou de pré-entérocytes (gris) ; leur différenciation
vers la crypte aboutit a la formation de cellules de Paneth (jaune). Les CBC dérivent elles-
meémes des cellules souches intestinales (bleu). En encadré droit : cellules progénitrices, en
encadré rond : cellules différenciées. Voir aussi Figure 13 et Tableau 6.

(Adapté d'apres Yousefi et al 2017).
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Les cellules de Paneth migrent vers la base de la crypte tandis que les autres se

différencient et migrent vers 'extrémité de la villosité ou elles finiront exfoliées
(Crosnier, Stamataki, and Lewis 2006; Yousefi, Li, and Lengner 2017). Les cellules
de Paneth contrdlent la différenciation cellulaire en sécrétant des facteurs de
croissance, mais elles sont également capables de sécréter des peptides
antimicrobiens comme les a-défensines (ou cryptidines), le lysozyme, ou encore

Regllly, dans la lumicre intestinale (Ayabe et al. 2000; Hooper 2015).

Cellules souches CBC actives Progéniteurs
intestinales de sécréteurs

réserve
(ou Intestinal Stem Cells) ’ . "
o

, Cellules Caliciformes (ou goblet cells)
J Cellules Entéroendocrines
Cellules de Paneth
(9 Cellules Tuft ?
: \

o
@

Entérocytes
et CellulesM

Pré-entérocytes
(ou transit-amplifying cells)

Figure 13 : Schéma de différenciation des différents types cellulaires de
I'épithélium intestinal.

Tous les types cellulaires dérivent des cellules progénitrices situées dans les cryptes (CBC,
en vert). Les cellules sécrétrices (caliciformes, entéroendocrines, de Paneth et probablement
les ruff) dérivent des cellules progénitrices sécrétrices ; les autres cellules (entérocytes et
cellules M) dérivent de pré-entérocytes. Voir aussi Figure 12 et Tableau 6. (Adapté d'apres
Yousefi et al 2017)

Parmi les cellules matures, les entérocytes sont les principales cellules épithéliales
intestinales puisqu’elles représentent a elles seules plus de 90% de la population
cellulaire épithéliale. Leur pole apical caractéristique forme des microvillosités qui
permettent d’augmenter la surface d’absorption totale de Dépithélium. Les
entérocytes assurent l'absorption de tous les nutriments. Etant les cellules
majoritaires, elles assurent aussi la fonction barri¢re de I'intestin grace a des jonctions

serrées étanches (Tableau 6, Figure 15).
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Elles sécretent également des cytokines et des peptides anti-bactériens comme des
Bdéfensines et Regllly en réponse a une stimulation des TLR (#o//-/ike receptor), ce qui
pourrait moduler ’écologie microbienne (Hooper 2015; de Wit et al. 2008). Enfin,

les entérocytes peuvent assurer un transport baso-apical, notamment d’anticorps

IgA.

Les cellules entéroendocrines, assurent la fonction intestinale endoctrine en

sécrétant de nombreuses hormones (Tableau 7). Bien que ces cellules soient
minoritaires a ’échelle de I’épithélium intestinal, la fonction endocrine de I'intestin
est primordiale a I’échelle de 'organisme (voir partie B dédice p.70). Les cellules tuft
(de 'anglais touffe) pourraient également sécréter des hormones et des cytokines et
il a donc été proposé qu’elles participent aussi a la réponse immunitaire. Le role des
cellules 7uft n’est pas encore entierement caractérisé et elles pourraient jouer un role

de détection des nutriments au niveau intestinal (Gerbe, Legraverend, and Jay 2012).

Les cellules caliciformes (en anglais goblet cells), sécrétent un mucus protecteur a la

surface de I’épithélium. Ce mucus, notamment grace a la protéine MUC2, limite
I'interaction des bactéries avec I'épithélium intestinal. En effet les souris KO-MUC2
présentent de séveres inflammations intestinales. Quelques études suggerent que les
cellules caliciformes puissent aussi prélever des antigénes coté apical pour les

transmettre aux cellules dendritiques a leur pole basal (Hooper 2015).

Les cellules M (en anglais microfold cells) participent également a la réponse
immunitaire intestinale. Elles sont localisées principalement dans les zones de
I’épithélium recouvrant les plaques de Peyer, riches en cellules immunitaires. A leur
poOle basal, les cellules M forment une poche dans laquelle s’intercalent des cellules
lymphoides. Elles sont responsables de la détection mais aussi de ’échantillonnage,
par endocytose, du contenu intestinal, via notamment les TLR (zo//-/ike receptors). Les
cellules M permettent ainsi la transduction de linformation de la présence dun

éventuel pathogene, mais aussi son entrée dans le milieu intérieur (Corr, Gahan, and

Hill 2008; Hathaway and Krachenbuhl 2000; Owen et al. 1986).
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La couche de mucus qui repose sur les microvillosités intestinales est absente de la
surface des cellules M, et leurs microvillosités sont plus laches que celles des

entérocytes Figure 14,

1114 Owen et al.

Figure 5. Staining with ruthenium red reveals a dark homogeneous coat of mucus that lies over the absorptive cell
microvilli, but stops at each edge of the M cell (M), from which irregular branching microvilli protrude into the lumen
and contact a vibrio (¥). M cell microvilli have knobby membranes unlike the smooth membranes of absorptive cell
microvilli.

Figure 14 : Image en microscopie électronique d'une cellule M dans 1'épithélium
intestinal.

La cellule M (marquée M) est entourée par des entérocytes qui possedent des villosités
serrées surmontées d’une fine couche de mucus (marqué ici en noir). Les villosités de la
cellule M sont plus laches et permettent ’'approche et le contact des bactéries (ici du genre
Vibrio, notée V). (Source : Owen et al. 19806)

Enfin, des macrophages et des cellules dendritiques apportés jusqu’aux villosités
intestinales par les canaux lymphatiques et sanguins, peuvent aussi étre recrutées dans
la muqueuse. Ces cellules assureront la réponse inflammatoire (Garrett et al. 2010;
Hooper 2015; Miller, Autenrieth, and Peschel 2005; Seo, Giles, and Kronenberg
2020). L’étude des sécrétions lymphatiques chez le rat a démontré que absorption
de lipides est étroitement liée a I'activation des cellules immunitaires au niveau
intestinal, ce qui pourrait en partie expliquer le lien entre Pexces de lipides et

I'inflammation chronique (Ji et al. 2011).
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Tableau 6 : Fonctions et localisations des types cellulaires de 1'épithélium
intestinal

POURCENTAGE DE LA
TYPE CELLULAIRE LOCALISATION POPULATION FONCTION(S)
CELLULAIRE
i Absorption et barriére
Entérocytes e I 90% L. . ; :
Epithélium - Villosité Sécrétion de cytokines proinflammatoires
Cellules entéroendocrines 0.4-1% Sécrétion d'hormones (SCT, CCK, GLP1)
Sécrétion de peptides anti microbiens
Cellules de Paneth . <1% i . 5
Epithélium - Crypte (défensines, CCL20, lysozyme, PLA2)
Cellules caliciformes 5-15% Sécrétion de mucus

Epithélium - Interface ) . .
Cellules Tuft P o 0.40% Sécréetion d'hormones ou d'interleukines ?
crypte-villosité

. Echantillonnage et détection du contenu
Epithélium et Plaques de . . i
Cellules M o - luminal, transport trans-é&pithélial, induction
eyer . o
v de la réponse immunitaire

B. UNE FONCTION D’ABSORPTION SELECTIVE ET COMPLEXE

La fonction la plus évidente de lintestin est I’absorption des nutriments. On a
longtemps surestimé la surface d’absorption du tractus digestif chez ’homme, en
I'approximant a 250m?, puis a 120m?, mais une récente étude I'estime a 32m?, dont
30m? uniquement sur l'intestin gréle (Helander and Fandriks 2014). Méme si la
mesure précise reste tres difficile compte tenu de sa structure méme, le gréle est
néanmoins une des plus grandes surfaces d’échange du corps humain avec le
poumon (80m?). Cette grande surface est possible grace a organisation en villosités,
ainsi quaux microvillosités présentes sur les entérocytes. Hors conditions
pathologiques, les jonctions serrées épithéliales constituent un filtre trés sélectif et
seuls l'eau, les ions et les petits solutés sont absorbés par voie paracellulaire. Les

nutriments sont donc absorbés par voie trans cellulaire, dans les entérocytes.

Apres digestion par des enzymes spécifiques, les macronutriments hydrophiles
passent la membrane apicale de 'entérocyte grace a des transporteurs spécifiques. Ils
transitent ensuite jusqu’au pole basal, sont relargués dans les capillaires sanguins

grace a d’autres transporteurs et rejoignent directement la veine porte.
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Le foie sera le premier organe touché par ces nutriments. L’absorption des glucides
se fait uniquement sous forme de sucres simples, ou monosaccharides. Les
polysaccharides non digestibles ou fibres (celluloses) parviendront intactes jusqu’au
colon ou elles seront fermentées par le microbiote ou relarguées dans les déjections.
De méme, les protéines sont d’abord digérées en petits peptides par de nombreuses
protéases, puis absorbés dans le jéjunum. Les lipides sont des molécules tres
diversifiées et leur absorption, a cause de leur nature hydrophobe, est beaucoup plus
complexe. Ils ne sont pas libres dans le chyme et ne sont pas libérés directement dans
la veine porte. Les propriétés des lipides alimentaires et les mécanismes d’absorption

sont détaillés dans le chapitre suivant.

C. UNE FONCTION ENDOCRINE PRIMORDIALE

Comme introduit précédemment, I’épithélium intestinal contient des cellules
entéroendocrines capables de sécréter plusieurs hormones et incrétines : SCT, CCK,
GLP-1/2, ... La sécrétion intestinale d’hormones se fait principalement en réponse a
la détection de nutriments et du chyme acide au niveau de DIépithélium. De
nombreuses études montrent que la sécrétion d’hormones intestinales dépend de
récepteurs couplés au protéines G tels que le GPR120 (Gribble and Reimann 2019)
mais le controle cette sécrétion n’est pas encore totalement élucidé. Par exemple, il a
été montré que le CD36 est aussi impliqué dans cette détection (Sundaresan et al.
2013). Enfin, 'entrée de glucose au niveau des cellules entéroendocrines, notamment
via SGLT1, déclenche aussi la sécrétion de GLP-1 et du GIP. L’ensemble des
molécules sécrétées par lintestin et ayant une fonction signal sont regroupées

Tableau 7.

Réciproquement, il a été montré que certaines hormones comme GLP-2 et GLP-1
modulent 'expression du CD36 au niveau du jéjunum et ont un effet inverse sur la
sécrétion de chylomicrons (Hsich et al. 2009; Shibao et al. 2018; Sundaresan et al.

2013).
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L’intestin est aussi la zone principale de synthese de sérotonine (5-HT, 5-

hydroxytryptamine) par les cellules nerveuses entérochromaffines, en réponse a la

présence de glucose et I’AG dans la lumic¢re duodénale. En période post-prandiale,

la 5-HT sécrétée agit directement sur les cellules nerveuses entérales ou via la

circulation sanguine. Au niveau intestinal, la 5-HT contrdle le péristaltisme et la

sécrétion d’acides biliaires indépendamment de la CCK ; au niveau neuronal, la 5-

HT inhibe la prise alimentaire. Enfin, la 5-HT circulante augmente également le

stockage de lipides dans le tissu adipeux et le foie (Watanabe, Rose, and Aso 2011;

Yabut et al. 2019).

Tableau 7 : Molécules signal sécrétées par I’intestin et leurs fonctions

L’intestin sécrete a la fois des hormones, des incrétines et des molécules ayant une fonction
de signalisation. I.’ensemble de ces molécules sont regroupées sous le terme de molécules
signal, ici listées selon la portion d’intestin dans laquelle elles sont sécrétées.

AG :acides gras ; H+ : protons ; AB : acides biliaires ; LPL : lipoprotein lipase

(Données : Chey et al. 1970; Gribble and Reimann 2019)

DECLENCHEURS DE

INTESTIN MOLECULE SIGNAL FONCTION (S)
LA SECRETION
Orexigéne, Impliguée dans le systéme de
. absence de chyme A e, .
PROXIMAL GHRL ghréline récompense, augmente la motilité gastrique,
dans I'estomac Lo
inhibe les effets de la CCK
SCT sécrétine AG et H+ Stimule les sécrétions pancréatiques
A . Satiétogene, Stimule les sécrétions biliaires et
CCK cholécystokinine AG .. i i
pancréatigues, Retarde la vidange gastrique
gastric inhibitory Inhibe la vidange gastrique, augmente la
GIP X AG, glucose i . i
peptide lipogenése, active la LPL
A . Satiétogene, Influence la sécrétion de
OEA oleoyléthanolamide AG i i
chylomicrons, Active PPARa
A . Satiétogéne, Stimule les sécrétions biliaires,
5-HT serotonine AG et glucose . L. .
Contréle le péristaltisme
glucagon-like Satiétogene, stimule la sécrétion d'insuline,
v GLP-1/2 - AG, glucose L. .
peptide 1,/2 Influence la sécrétion de chylomicrons
peptide tyrosin e .. R
DISTAL PYY ; . CCK, AG, AB, glucose Satiétogéne, Participe au frein iléal
yrosin

Enfin, en réponse a Iingestion d’acide oléique (OA), lintestin sécréte aussi de

I'oleoyléthanolamide (OEA). I a été montré que PTOEA sécrété par I'intestin diminue

la prise alimentaire et module la synthése de protéines clés de la formation de

chylomicrons (Guijarro et al. 2010; Pan, Schwartz, and Hussain 2018; Schwartz et al.

2008). Cette sécrétion pourrait dépendre du CD36 (Schwartz et al. 2008). OEA est

donc une molécule signal sécrétée par I'intestin.
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D. UNE BARRIERE ETANCHE ET SELECTIVE

En conditions physiologiques normales, la barriere épithéliale intestinale empéche le
passage paracellulaire de molécules de taille supérieure a 3kDa. Plusieurs types de
jonctions cellulaires permettent d’assurer étanchéité entre les cellules épithéliales
intestinales : les desmosomes, les jonctions serrées, et les jonctions adhérentes. Elles
permettent a la fois de créer une barricre entre la lumicre et le milieu physiologique,
mais aussi de créer un continuum et donc une coordination entre les cellules de
I’épithélium. Les jonctions cellulaires sont localisées dans des raffs membranaires. Les
jonctions serrées se trouvent au poéle apical des cellules, ce sont les plus proches du
contenu luminal. Elles sont constituées d’occludine, de claudines et de protéines de
la famille JAM (junctional adhesion molecule). 1. occludine est reliée aux protéines ZO-

1,2,3 (zonula occludens-1,2,3), qui stabilisent la jonction a la membrane (Figure 15).

Z0-1 Z0-1

(

occludine occludine

ACTINE ACTINE

Figure 15 : Schéma d'une jonction serrée de 1'épithélium intestinal.

Les jonctions serrées sont les jonctions cellulaires les plus apicales des cellules épithéliales
intestinales. Les principales protéines les constituant sont : la claudine, loccludine, les ZO
(zonula occludens) et les JAM (junctional adbesion molecule). (Adapté d’apres : Ducarouge, 2006
et Lee et al, 2018)
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Comme évoqué dans les chapitres précédents, I'intégrité et donc lefficacité de la
barriere intestinale est altérée en cas d’obésité. Cette altération est associée a une
diminution de ZO-1 mais aussi a une dysbiose du microbiote. Par ailleurs, I'infusion
de lipopolysaccharides d’origine bactérienne (LPS) déclenche également une
altération de la barricre intestinale. Or, les bactéries Gram- du microbiote, porteuses
de LPS, sont augmentées en cas d’obésité. L’augmentation de la perméabilité
intestinale pourrait donc étre une conséquence de 'augmentation de LPS bactérien
dans la lumiere intestinale (Genser et al. 2018; Guo et al. 2013; Lee, Moon, and Kim

2018; S. Wu et al. 2020).

L’absorption intestinale de lipides pourrait également moduler la perméabilité de
facon transitoire et physiologique, induisant une réponse inflammatoire aussi
transitoire dépendante de IL1B (Jietal. 2011). Cette réponse vzz 11183 serait nécessaire
a la réparation de la barriere (Ji et al. 2011). De facon intéressante, des études sur le
modele CD36-/- montrent que le CD306 intestinal est nécessaire a la fois a la réponse
inflammatoire mais aussi au maintien de I'intégrité de la barriere intestinale (Cifarelli

et al. 2016; Cifarelli and Abumrad 2018; Traynard 2014; Zoccal et al. 2018).

Notons aussi que, indépendamment de ’état des jonctions serrées, les cellules M de
I’épithélium ont la capacité d’internaliser des composés de la lumicre intestinale (pole
apical) vers le milieu intérieur (pOle basal). Cette transcytose peut concerner toutes
sortes de composés et méme des microorganismes entiers, par pinocytose,
phagocytose ou endocytose. La succession de l'endocytose au pole apical, du
transport vers ’endosome et de 'exocytose au pole basal pourrait ne prendre que 10
minutes (Corr et al. 2008; Hathaway and Krachenbuhl 2000). Ainsi, les cellules M et
les entérocytes de I'épithélium intestinal garantissent a la fois un réle de barriere et
de filtre, assurant une perméabilité sélective et controlée. Néanmoins, 'intégrité de
la barricre intestinale aux pathogenes dépend aussi de leur mobilité a travers le mucus,

de la réponse inflammatoire initiée et de la composition microbienne.
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E. UNE COLLABORATION ETROITE AVEC LE MICROBIOTE INTESTINAL

Le long de I'axe gastro-colique, la densité et la variété du microbiote intestinal est
croissante (Iigure 10 p.63). On estime que plus de 400 especes bactériennes
sé¢journent dans la lumicére intestinale. Le colon étant le plus dense en
microorganismes, encore peu d’études se sont attachées a décrire la composition du
microbiote duodénal, jéjunal, ou iléal. L’intestin gréle abrite néanmoins entre 10° et
10° bactéries vivantes par mL. Le microbiote de ’ensemble de l'intestin est ainsi le
plus important des microbiotes de l'organisme. I.a composition du microbiote
intestinal est treés diversifiée et variable, mais deux phyla sont décrits comme
majoritaires dans la littérature : les Fimmicutes (majoritairement Gram+) qui
représentent 60 a 80% de la population, et les Bacteroidetes (Gram-) qui représentent
20 a 40% de la population. D’autres phyla minoritaires comme les Actinobacteria
(Gram+ et Gram-), Proteobacteria (Gram-), ou les Tenericutes ont aussi été décrits dans
le microbiote murin et humain (Devaraj, Hemarajata, and Versalovic 2013; Jian et al.
2020; Sonnenburg and Bickhed 2016). Les autres unicellulaires ne représenteraient

qu’une part infime de la population intestinale (Lin et al. 2020).

Le microbiote est une source importante de métabolites et d’enzymes. Il assure
I’hydrolyse de composés non digestibles, coopere a la digestion de nutriments,
participe a la synthese de vitamines (K, B12, B8), et permet la synthese I’AGCC
(butyrate, propionate). Les AGCC stimulent la sécrétion sanguine d’un inhibiteur des
lipases, TANGPTL-4 (angiopoietin-like 4). Aussi appelé FIAF (fasting-induced adipose
factor), il inhibe a la fois la lipase pancréatique et la LPL (Zpoprotein lipase) (Backhed et
al. 2004). Le microbiote intestinal pourrait donc, indirectement, moduler la digestion
des lipides mais aussi leur métabolisme apres 'absorption (Alex et al. 2013; Aronsson

et al. 2010; Mattijssen et al. 2013).
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Réciproquement, le microbiote intestinal est influencable par les conditions
physiologiques de 'hote et notamment par I'activité physique, par certaines maladies,
dont 'obésité, mais aussi par la composition en lipides du régime alimentaire (Bauer
et al. 2018; Janssen and Kersten 2017; Raza et al. 2017). Par exemple, une
augmentation des lipides, notamment des AGS, dans l'alimentation habituelle

augmente la proportion des Bacteroidetes (Gram-).

Comme dit précédemment, certains LPS sont pro-inflaimmatoires et peuvent
déclencher une réponse immunitaire localisée, voire, en cas de perméabilité
épithéliale, passer dans la circulation sanguine et déclencher une inflammation bas-

bruit chronique (Cani, Amar, et al. 2007; Hersoug et al. 2018).

Les expériences de notre équipe sur le modeéle murin CD36-/- ont démontré une
élévation de ’endotoxémie en régime hyperlipidique (Tran 2011; Traynard 2014). De
plus, il a été montré que dans les macrophages, le CD36 peut interagir avec certaines
bactéries, probablement via les TLR (Castleman, Febbraio, and Hall 2015; Hoebe et
al. 2005). Le CD36 des cellules épithéliales intestinales (IEC) pourrait donc également

interagir avec le microbiote et moduler son écologie.

Enfin, il a été mis en évidence que le ralentissement de la vidange gastrique, des
altérations morphologiques ou encore le syndrome stagnant loogp apres une chirurgie
bariatrique peuvent induire une maladie appelée SIBO (small-intestinal bacterial
overgrowth). Le SIBO est caractérisé par une augmentation du nombre de bactéries
dans le jéjunum (>10° CFU/mL) et pat une la présence d’espéces traditionnellement
observées dans le colon (davantage anaérobie). En France, les méthodes de
diagnostic et de traitement de cette maladie sont encore tres peu connus du corps
médical et davantage d’études sont nécessaires pour aider les patients. Le SIBO a été
décrit chez des individus obeses, avec une augmentation majoritairement des
bactéries Gram-, ce qui pourrait aussi expliquer 'augmentation de LPS (.ema et al.
2020; Moreira et al. 2012). L’augmentation de bactéries Gram+ et de la population

fongique ont aussi été décrites, regroupées sous le terme de SIFO.
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Ainsi, la grande diversité de fonctions de ’intestin gréle fait de lui un organe
au centre des dérégulations métaboliques associées a I’obésité. En outre, nous
avons vu que ’impact métabolique des nutriments, au-dela de leur valeur
strictement nutritionnelle, est médié par Pintestin. Par exemple, les lipides
peuvent déclencher une endotoxémie, une dysbiose, une perméabilité

intestinale.

Néanmoins, les lipides sont des macronutriments qui assurent de
nombreuses fonctions essentielles au bon fonctionnement de ’organisme.
Quels sont les apports nutritionnels recommandés en lipides ? Comment
sont-ils absorbés et quel est le lien entre leur devenir dans ’organisme et les
complications métaboliques associées a Pobésité ? Dans le prochain chapitre
de cette introduction, de brefs rappels biochimiques et des données

physiologiques sont donnés afin de répondre a ces questions.
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A. DES MOLECULES DIVERSIFIEES

Les lipides sont une vaste catégorie de molécules hydrophobes ou amphiphiles. Dans
I'alimentation, les lipides se trouvent trés majoritairement sous forme de triglycérides
(a 95%), le reste étant des phospholipides (4.5%) ou des stérols (0.5%). En mesurant
les pertes fécales en lipides, on estime que le taux de digestibilité global des lipides
est d’environ 95%. Les triglycérides (TG) sont constitués d’une molécule de glycérol
et de 3 acides carboxyliques appelés acides gras (AG). Chaque AG est lié par une
liaison ester au squelette glycérol en position snl, sn2 ou sn3 (Figure 16). La

composition en AG d’un TG varie notamment selon son origine.

CH;,—O00OC—R AGsnl
CH—OOC —R

CH,—0O0C—R

Figure 16 : Schéma structurel d'un triglycéride

Les AG sont diftérenciés selon la longueur de leur chaine carbonée, leur nombre
d’insaturations (doubles liaisons) et la position des insaturations (Figure 17)(Tableau
8). Les AG mono insaturés (AGMI) et poly insaturés (AGPI) sont ensuite regroupés

selon la position de leur premicre insaturation en partant de Pextrémité méthyle.

Tableau 8 : Nomenclature des acides gras

CRITERE NOMENCLATURE EXEMPLE
<8 AGCC ou volatils Acide Butyrique C4:0
Nombre de ‘ .
8-14 AGCM Acide Laurique C12:0
carbones
=14 AGCL Acide aLinolénique C18:2 n-3 (ALA)
0 AGS Acide Palmitique C16:0 (PA)
Nombre . . -
- . 1 AGMI Acide Trans-Vaccénique C18:1 n-7
d'insaturations
=>1 AGPI Acide Eicosapentaénoique C20:5 n-3 (EPA)
n-3 w3 Acide Docosahexahénoique C22:6 n-3 (DHA)
Position de la le . . .
n-6 wb Acide Linoléique C18:2 n-6 (LA)

insaturation
n-9 ®9 Acide Oléique C18:1 n-9 (OA)
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Comme pour tous les alcenes, les AG mono ou poly insaturés peuvent exister en
isomeres trans et cis. Cette configuration des atomes de carbone de la double liaison
est également prise en compte dans la nomenclature officielle : par exemple I’acide
oléique (OA) est un AG-cis (C18:1 cis-9) tandis que I'acide trans-vaccénique est un

AG-trans (C18 :1 trans-7).
A nombre de C totaux
nombre d’insaturations

C A: n- position de la 1e insaturation en
partant de I'extrémité méthyle

Figure 17 : Notation universelle des acides gras

B. UN ROLE CLE DANS LES FONCTIONS FONDAMENTALES

a. Energie

Comme vu précédemment, dans 'organisme, les lipides sont stockés sous forme de
triglycérides (T'G) dans des gouttelettes lipidiques au niveau du tissu adipeux. La
dégradation oxydative produit 9 kcal/g de lipides, ce qui fait des lipides la classe de

nutriments la plus dense en énergie.

Les AG retrouvés au niveau du tissu adipeux blanc sont trés majoritairement
d’origine alimentaire (Bickerton et al. 2007). En période post-prandiale, la LPL
(lipoprotein lipase) exprimée dans le tissu adipeux hydrolyse les TG circulants en AG
qui pénetrent dans 'adipocyte et sont ensuite réestérifiés en TG. Au contraire, en cas
de jeune ou d’exercice, en réponse aux hormones lipolytiques (adrénaline, glucagon,
noradrénaline), les TG sont hydrolysés en AG et glycérol par Paction successive de
VATGL (adipose triglyceride lipase), VHSL (hormono-sensitive lipase) et 1a MGL (monoglyceride
lipase). Les AG libérés sont ensuite transportés dans le sang par 'albumine jusqu’au

foie et au muscle.
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Une fois dans le cytoplasme des cellules cibles, les AG sont activés en Acyl-CoA dans
les membranes de la mitochondrie, puis en Acétyl-CoA via la B-oxydation dans la
matrice mitochondriale. I’Acétyl-CoA permet la synthese d’ATP via le cycle de
Krebs, ou la synthe¢se de glucose via la néoglucogenese hépatique. Le glycérol
intervient également dans la néoglucogenese (Gregor and Hotamisligil 2011;

Vegiopoulos, Rohm, and Herzig 2017).

Si la néoglucogencse est limitée ou si le cycle de Krebs est dépassé, les AG peuvent
aussi étre intégrés dans la voie de la cétogenese qui aboutit a la formation de corps

cétoniques (Cahill 1970).

b. Structure
Les lipides ont également un role fondamental dans la structure des membranes
cellulaires et des organites. La longueur et le degré d’insaturations des AG
conditionne la fluidité des membranes : plus les membranes sont riches en AGS, plus
elles sont rigides ; plus elles sont riches en AGI, plus elles sont souples. De méme,
les AG-trans ont une température de fusion plus élevée que les AG-cis et abaissent
donc la fluidité membranaire. La structure des raffs, impliqués dans la signalisation
cellulaire, dépend aussi directement de la composition membranaire. Les rafts sont
des microdomaines membranaires constitués de phospholipides, de sphingolipides,
de cholestérol ainsi que de protéines couplées aux protéines G ou encore de
récepteurs tels que le CDD36. Lla composition membranaire module donc a la fois la
courbure des membranes et leur fluidité, ce qui impacte directement les fonctions
cellulaires (Harayama and Riezman 2018). Ainsi, il a été montré que la réponse a
I'insuline est directement impactée par la composition des membranes en AG

(Harayama and Riezman 2018; Hulbert et al. 2005).
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En conditions physiologiques normales, les proportions d’AG saturés et insaturés
(environ 50%) sont donc controlées et relativement stables dans les membranes
cellulaires, mais leur composition en AGPI w3, AGPI w6 et cholestérol, dépend
davantage du régime alimentaire (Dannenberger et al. 2007; Harayama and Riezman
2018; Otten, laizzo, and Hichinger 1997). Enfin, la composition en AG du tissu

adipeux et notamment en w3 refléte la prise alimentaire (Marckmann 1999).

c. Sionalisation et médiation de I'inflammation

Plusieurs cytokines et hormones sont des dérivés des lipides. Par exemple, PEPA, le
DHA et PARA sont les précurseurs de plusieurs médiateurs oxygénés
(prostaglandines, résolvines, leucotrienes). Ces médiateurs oxygénés sont impliqués
dans la vaso-constriction, l'agrégation plaquettaire et la réaction inflammatoire

(Weylandt et al. 2012).

Les dérivés des w3 (neuro-protectine D1, prostaglandines D3 et 13, résolvines) sont
plutot anti-inflammatoires et les dérivés des w6 (prostaglandine 12, thromboxane A2)
sont plutot pro-inflammatoires. I.’équilibre alimentaire entre w3 et w6 est donc
primordial, nous y reviendront. Néanmoins, il a été démontré que les w3 peuvent
s’avérer déléteres dans des septicémies associées aux LPS bactériens. Ceci pourrait
s’expliquer par un impact sur le microbiote, ou encore par une limitation de la
réponse inflammatoire en cas de supplémentation en w3 (Ghosh et al. 2013;

Matsunaga et al. 2008).

Les AGS, eux, sont plutot pro-inflammatoires (Yanchun Li et al. 2018; Ono-Moore,
Blackburn, and Adams 2018). Il a été démontré qu’une forte consommation en AGS
modifie le microbiote intestinal, déclenche l’association du complexe protéique
CD14/TLR4/MD2 ou du complexe CD36/TLR4/TLRG et active les

inflammasomes, probablement de fagon indirecte (Rocha et al. 2010).
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Le caractére pro-inflammatoire des lipides pourrait aussi résulter de leur
accumulation dans les macrophages : les AGS seraient préférentiellement accumulés
par rapport aux AGMI ou AGPI, et favoriseraient davantage la formation de cellules

spumeuses (De Pascale et al. 2000).

Les AG sont aussi capables de se lier directement a des récepteurs et de déclencher
des réponses cellulaires. Par exemple, les AGLC présents dans I'alimentation sont
des ligands de GPR120 et déclenchent la sécrétion de GLP1 (glucagon-like-peptide 1) et
de cholécystokinine (CCK) par les cellules entéroendocrines intestinales. GPR120 est
d’ailleurs aussi connu comme un senseur d’AGLC w3 au niveau des macrophages, ce
qui explique également les effets anti-inflammatoires des AGLC w3 (Talukdar,

Olefsky, and Osborn 2011).

d. Expression génétique et modifications post-traductionnelles
Les AG peuvent également moduler Pexpression des genes en se liant a différents
facteurs de transcription tels que les PPAR (peroxisome proliferator activated receptor)
(Nakamura, Yudell, and Loor 2014). Les PPAR se lient a ’ADN sur les promoteurs
des genes cibles, au niveau des ¢léments de réponse au PPAR (PPRE). Cette fonction
des AG a des conséquences physiologiques importantes puisque les PPAR régulent
de nombreux phénomenes métaboliques (B-oxydation, cétogencse, captage des
lipides, lipolyse au niveau du tissu adipeux, activité de la LPL ou encore sécrétion des
facteurs de croissance) et controlent 'inflammation (Mandard et al. 2004; Maréchal
et al. 2018). L’expression des différents isoformes des PPAR dépend des tissus :
PPAR«x principalement au niveau hépatique PPARy au niveau du tissu adipeux, et

PPARR/8 au niveau musculaire mais il est plutot ubiquitaire.
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Les AG participent aussi aux modifications co- ou post-traductionnelles des
protéines, par des liaisons amides, ester ou thioester. Par exemple, la myristoylation
des protéines (liaison amine avec I’AG myristique) permet Pancrage dans la
membrane mais aussi I'adressage a la mitochondrie de certaines protéines ; la
palmitoylation (liaison thioester avec ’AG palmitique) permet 'ancrage des protéines

dans les rafts (Ezanno et al. 2013).

En dehors de leur role de source d’énergie, les lipides alimentaires jouent
donc un réle primordial dans ’homéostasie énergétique et dans les fonctions
fondamentales de Iorganisme, mais aussi dans la régulation de
Pinflammation et dans les mécanismes de développement du tissu adipeux,
paramétres particulierement dérégulés en cas d’obésité. Ces fonctions
primordiales justifient le besoin d’apports alimentaires suffisants en AG
alimentaires. Et le fait qu’ils posseédent des effets parfois opposés justifie un

équilibre dans leur consommation.
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C. LA CONSOMMATION DE LIPIDES EN FRANCE

Puisque les lipides sont impliqués dans de nombreuses fonctions fondamentales de

I'organisme, leur consommation est particulicrement surveillée. D’aprés la dernicre

étude Individuelle Nationale des Consommations Alimentaires publiée en 2017
(INCA3, ANSES 2017), les lipides représentent 33.7% des apports énergétiques des
adultes francais (n= 2121 adultes de 18 a 79 ans) (Figure 18).
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Figure 18 : Part des macronutriments et des types d’acides gras dans 1'apport
énergétique des frangais et frangaises

Quel que soit I'age, pres d’un tiers de apport énergétique total des francgais (hors alcool)
est assuré par les lipides. La catégorie « autres » rassemble les acides organiques et les fibres.
Au sein de la catégorie des lipides, la répartition des acides gras consommeés entre les saturés
(AGS), mono-insaturés (AGMI) et poly-insaturés (AGPI) est stable quel que soit 'age et
donnée ici pour les adultes (voir aussi Tableau 3 et Figure 19). (Données : INCA3, ANSES
2017, n=2121)



LES LIPIDES ALIMENTAIRES ET LEUR DEVENIR

D’un point de vue nutritionnel, on distingue 3 catégories d’AG (voir Annexe 10) :
e Les 3 AG indispensables ou précurseurs, qui doivent étre apportés par
lalimentation car ils ne sont pas synthétisés par 'organisme en quantités
suffisantes :
- Tlacide linoléique LA (C18 :2 n-6, précurseur des w06)
- lacide a-linolénique ALA (C18 :3 n-3, précurseur des w3)
- lacide docosahexaénoique DHA (C22 :6 n-3)
e I’AG conditionnellement indispensable, qui peut étre synthétisé en
quantités suffisantes mais seulement si la consommation en précurseurs est
suffisante :
- Tlacide eicosapentaénoique EPA (C20 :5 n-3)

e Les 4 AG essentiels, qui regroupent les deux catégories précédentes

Le LA est présent notamment dans huile de colza et dans huile d’arachide ; TALA
est présent dans les graines de lin ou de chia ; le DHA est présent dans les poissons
gras (maquereau, sardine, saumon) et en moindre mesure dans le jaune d’ceuf selon
'alimentation de la poule (Ciqual.anses.fr 2017). En comparant les résultats de ’étude
INCA3 etles ANC 2010 (Tableau 9), on peut voir que globalement la consommation
trancaise actuelle de lipides est proche des recommandations, mais déficitaire en AG

essentiels et excédentaire en AG saturés (Legrand 2013).

D’apres INCAS3, les apports en DHA et EPA sont en dessous des recommandations
et inégaux selon les catégories socio-professionnelles (significativement plus élevés

chez les cadres que chez les retraités ou les ouvriers).

Enfin, de nombreuses relations convaincantes entre les maladies cardio-vasculaires
et un exces d’AG-trans ont incité les différents organismes européens et mondiaux a
recommander que leur consommation soit la plus basse possible (HI'SA 2010;
FAO/WHO 2010). Les consommations en AG-trans ne sont plus mesurées en

France depuis INCA1 (1999).
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Tableau 9 : Comparaison des Apports Nutritionnels Conseillés (2010) pour les
différents AG avec la consommation actuelle.

Les Apports Nutritionnels Conseillés (ANC) sont donnés en pourcentage de I'apport
énergétique journalier (% AE) ou en mg/j. Les valeurs d’ANC sont données pour des
femmes et des hommes adultes consommant 2000 kcal/j, et la consommation moyenne
des adultes francais d’aprés INCA3 est de 2114 kcal/j. La synthese endogene de 'EPA étant
limitée par les apports en précurseurs des w3, il est considéré comme AG essentiel mais
non indispensable. Les consommations en AG-trans ne sont plus mesurées en France
depuis 1999 (INCA1) et aucune recommandation n’a été donnée depuis 2010. En rouge

figurent les valeurs pour lesquelles la consommation actuelle n’est pas en accord avec les
ANC. (Données : FAO/WHO 2010 ; EFSA 2010 ; Legrand 2013 ; INCA3, ANSES 2017)

. ANC 2010 Consommation moyenne
Acide Gras .
(% AE journalier oumgfj)  des frangais (INCA3, 2017)
LA S .
@ Linoléique 4% 3.15% 7.0 g/j
= C18:2 n-6
o
t ALA
< = a-linoléique 1% 0.43% 1.0gfj
Q| = C18:3 n-3
A 5
B DHA
£ 4 Docosahexaénoique 250mg/| 169.2mg/|
. C22:6n-3 4 e/l g/
Eicosapentaénoique 250mg/] 117.3mg/j
Laurigue +
Myristique + < 8% 8.84% 20 gfj
Ci16:0 Palmitique
AGS totaux <12% 14.20% 32.4 gfj
0OA
Oléique 15-20% 9.60% 21.7 g/j
C18:1 n-9
AG trans totaux aussi bas que possible
1.3% (INCA1) -
(EFSA 2010, FAO/WHO 2010) ouU =1%
LIPIDES TOTAUX 35-40% 33.70% 76.2g/j

Les AGS, consommés en léger exces par rapport aux recommandations d’apres
INCA3, proviennent surtout des produits laitiers (24%) puis des « viande, poisson,
ceufs » (19%) ; tandis que les apports en EPA et DHA, insuffisants, proviennent pour
une tres grande majorité aussi de la catégorie « viande, poisson, ceufs » mais surtout
des poissons (58% pour EPA et 67% pour DHA), et des crustacés et mollusques
(6,0% pour EPA et 3,0% pour DHA) (Iigure 19).
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Figure 19 : Graphique de la contribution des principaux groupes d’aliments dans
Papport de lipides alimentaires en France

Ces valeurs sont données pour des adultes (18-79 ans) et arrondies a I'entier. I’ensemble
des 7 catégories représentées explique 73% de I'apport de lipides alimentaires, les autres
catégories non figurées ne dépassant pas 3.6% de I'apport chacune. Dans la consommation
trancaise, il existe une grande diversité de sources de lipides alimentaires. Mais les apports

en différents acides gras ne sont pas assurés de facon égale par chacune de ces catégories
(Données : INCA3, ANSES 2017, n=2121)

Les AG-trans naturels trouvés dans lalimentation proviennent surtout de la
transformation bactérienne par les ruminants et se retrouvent dans leur viande et leur
lait (beeuf, vache, mouton, chevre). Des AGPI-trans peuvent aussi provenir d’une
transformation (friture, chauffage, hydrogénation industrielle). I’hydrogénation des
AGPI permet en effet de les rendre moins sensibles a 'oxydation (rancissement) et
donc d’augmenter le temps de conservation des produits. Ce procédé concerne

surtout les viennoiseries, les pizzas et les pates préparées (ANSES 2014).
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D. LADETECTION ORALE DES LIPIDES

a. Rappels sur la détection du gout

Les lipides alimentaires sont détectés par 'organisme des la sphere orale. Ce qui est
communément appelé le gout d’un aliment au sens culinaire dépend en fait de trois

oure 20). Le gott, au

C

systemes sensoriels distincts : gustatif, olfactif et trigéminal (I'i
sens scientifique, repose sur la capacité a détecter et a différencier un type de
molécule grace a des récepteurs spécifiques situés sur des cellules gustatives. Le
systeme olfactif, lui, permet la détection de millions de molécules sans récepteurs
spécifiques, tandis que le systeme trigéminal permet la détection de sensations, par
des récepteurs spécifiques. L’ensemble de cette détection orale déclenche une

réponse du systeme nerveux central puis une réponse physiologique.

Gustatif Olfactif Trigeminal
\ » p
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\\ \/ - ‘: i
S % ¥ - :‘»‘
* Au niveau de la langue * Au niveau du bulbe olfactif » Pas d'organe sensoriel spécifique
* Récepteurs spécifiques * Récepteurs non spécifiques * Récepteurs spécifiques
* Détection de 6 golts » Détection de millions de molécules » Détection de sensations :
sucré, salé, acide, amer, umami, gras Odeurs : voie orthonasale ; Ardmes : voie rétronasale chaud. froid, piquant, pétillant

Figure 20 : Les trois systemes impliqués dans la détection orale des aliments
Selon le systeme impliqué dans la détection orale des aliments, il peut exister des récepteurs
spécifiques ou non. (Source : www2.dijon.inrae.fr/csga)

La détection du gotut chez ’homme et le rongeur se fait grace a 3 types de papilles
linguales : les fongiformes, les foliées, et les caliciformes (Figure 21). Cest ainsi qu’on
définit aujourd’hui 6 gouts distincts : le sucré, le salé, I'acide, 'amer, 'umami et le
gras (Bear, Connors, and Paradiso 2007; Laugerette et al. 2005; Loper et al. 2015).

Toutes les papilles expriment I'intégralité des récepteurs gustatifs.
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Meéme si la densité de chaque type de papilles differe selon les zones de la langue, la
célebre cartographie de zones spécialisées dans la détection de tel ou tel gout est donc
un mythe encore bien tenace. La notion de « gout du gras » a fait son apparition au
début des années 2000 avec notamment la proposition de CD36 et de GPR120
comme principaux récepteurs gustatifs (Gaillard et al. 2008; Laugerette et al. 2005;

Ozdener et al. 2014).

Cellules Cellule

basales gustatives Pores

gustatifs

Papilles
Caliciformes
(ou circumvallate)

Papilles
Foliées

Axones Synapse

gustatifs
afférents

Papille

. N 9
Papilles s
Fongiformes Langue

Bourgeons du
golt

Figure 21 : Anatomie de la langue, des papilles et des bourgeons du gofit, chez
Phumain

1) La langue possede 3 types de papilles différentes : les papilles foliées de forme allongée
et localisées sur les cotés de la langue, les papilles caliciformes qui sont les plus larges et
localisées sur la partie postérieure de la langue, et les papilles fongiformes dont la forme
dépend de leur localisation sur la langue. 2) Sur chaque papille se trouvent bourgeons du
gout. 3) Chaque bourgeon du gotut est constitué de plusieurs types cellulaires : des cellules
gustatives qui portent les récepteurs, des cellules basales, et des neurones gustatifs afférents.
La présence de microvillosités sur les cellules gustatives et leur organisation en pore facilite
la détection des molécules (Adapté d’apres Neuroscience, Exploring the Brain, Bear,
Connors, and Paradiso, 2007).
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b. Le gout du gras

La détection orale des lipides est surtout déclenchée par les AG et moins
efficacement par les TG alimentaires. Ceci implique qu’il y ait, dés la cavité orale, une
premicre digestion des TG alimentaires en AG, assurée par une lipase. Cette activité
lipase est présente chez ’homme et surtout chez le rongeur (Laugerette et al. 2005;
Niot and Besnard 2017; Pepino et al. 2012). Bien que peu efficace chez ’homme,
ceci serait un avantage évolutif qui permet a 'organisme d’identifier rapidement les

aliments riches en lipides et donc en énergie.

Plusieurs études notamment par notre équipe convergent vers un modele de la

détection des acides gras par des récepteurs spécifiques selon la longueur de la chaine.

Les AGLC sont majoritairement détectés par le CD36 (Figure 22) : en se liant au
récepteur, les AGLC déclenchent une phosphorylation des SRC-PTK (protein-tyrosine
kinase), ce qui active la phospholipase C et aboutit a 'augmentation de la
concentration intracellulaire d’ions calcium. Ceci déclenche 'exocytose de sérotonine
et de noradrénaline localement, qui activent les neurones afférents des bourgeons du
gout et permettent 7 fine 'identification du gott du gras (El-Yassimi et al. 2008;
Gaillard et al. 2008). Au niveau oral, le récepteur CID36 joue donc un role primordial
dans la détection des lipides alimentaires sous forme d’acides gras. Par ailleurs, cette
détection linguale des lipides déclenche aussi des sécrétions bilio-pancréatiques et
participe donc a I'anticipation de la digestion des lipides (Gaillard et al. 2008). Le
mécanisme de détection orale du gras semble trés conservé dans I’évolution puisqu’il

a également été décrit récemment chez le poisson-zebre (Liu et al. 2017).

Le gout du gras participe a la sensation de satiété, et il a été mis en évidence chez
’homme que les personnes plus sensibles au gout du gras consomment moins de
nourriture riche en lipides que les personnes moins sensibles (I<han, Keast, and Khan
2020). Chez ’homme, la sensibilit¢é au gout du gras est dépendante du niveau
d’expression de CD36 dans la langue (Pepino et al. 2012), et des rats obeses

présentent une diminution d’expression du CD36 lingual (Abdoul-Azize et al. 2013).
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Une dérégulation du CD36 pourrait donc expliquer la différence de préférence
alimentaire pour les lipides observée chez les obeses (Chevrot et al. 2013; Ozdener
et al. 2014). Néanmoins, les mécanismes de détection orale par le CD36 ne semblent
pas suffisants pour instaurer une préférence alimentaire (IKhan et al. 2020; Sclafani,

Ackroff, and Abumrad 2007), ce qui suggere I'existence d’autres mécanismes.
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Figure 22 : Schéma de la détection orale des lipides alimentaires par le CD36

Dans les pores gustatifs, au niveau des cellules gustatives, la liaison des acides gras a longue
chaine (AG) sur le CD306 active une voie de signalisation qui entraine a la fois la libération
de calcium (Ca?*) par le réticulum endoplasmique (RE) et son entrée du milieu extérieur.
Cette augmentation de la concentration de Ca?* dans le cytoplasme déclenche la sécrétion
de neurotransmetteurs au niveau des synapses des neurones gustatifs afférents qui
projettent vers le tronc cérébral puis vers le cortex gustatif (voir aussi Figure 21) (Sources :
synthese des auteurs cités dans cette partie).
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E. LA DIGESTION DES TRIGLYCERIDES

Apres ingestion, les lipides alimentaires sont encore trés majoritairement sous forme
de triglycérides (TG). Dans lestomac, les TG subissent une premiere

transformation : la digestion par dispersion mécanique (Iig

ure 23). Des gouttelettes
lipidiques d’environ 0.5 pm de diameétre sont formées. Ensuite, la lipase gastrique
(active en milieu acide), réalise une premicre hydrolyse des TG en AG et en
diglycérides (DG) (Moreau et al. 1988). Cette lipase agit préférentiellement sur les
TG contenant des AGCM en position sn-3, ce qui pourrait représenter jusqu’a 30%

de ’hydrolyse totale des TG alimentaires (Buttet et al. 2014). Elle est particulicrement

efficace chez les nourrissons qui consomment du lait maternel (riche en AGCM).

Le bol alimentaire est ensuite déversé dans l'intestin proximal. Ce phénomene de
vidange gastrique est controlé par le volume et la composition du repas, par le nerf
vague ainsi que par la sécrétion intestinale d’hormones, elle-méme déclenchée par
arrivée des AG dans le duodénum (voir Tableau 7 p.72). Lors d’un repas riche en
lipides, la vidange gastrique totale met environ 2h. Une fois dans le duodénum, les
AG déja libérés activent aussi la sécrétion de sels biliaires et des lipases pancréatiques.
La lipase pancréatique hydrolyse les TG et les DG restants, entrainant la libération
de 2 AGL et dun monoglycéride (MG) (Figure 23). Les sels biliaires, eux,
augmentent la solubilisation des TG restants en formant des micelles mixtes qui
facilitent 'ancrage de la lipase pancréatique. Cette lipase catalyse principalement
I’hydrolyse des TG sur les AG en position sn-1 et sn-3. Son action dépend également
d’une colipase, sécrétée par le pancréas exocrine. A lissue de cette hydrolyse, les
AGLC s’associent en micelles mixtes de 5 a 25 nm de diameétre. Les AGCC et les

AGCM, eux, sont suffisamment solubles pour ne pas s’associer en micelles.

Compte tenu de la spécificité d’activité de la lipase gastrique et de la lipase
pancréatique, la vitesse de digestion et d’absorption des lipides dépend de la position
et de la nature des AG sur le glycérol. Si le nombre d’insaturations des AGPI est

important (>4), 'encombrement stérique diminue activité de la lipase pancréatique.
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De plus, il a été montré que les AG sont plus rapidement absorbés sous forme de
MG que sous forme libre, et donc quand ils sont en position initiale sn-2. Ceci
pourrait expliquer que I'acide palmitique soit plus athérogene lorsqu’il est en position
sn2 (dans le saindoux) qu’en position sn-1 ou sn-3 (dans 'huile de palme) (Fattore
and Fanelli 2013; Ismail et al. 2018; Lecerf 2009). L’impact physiologique des AG

dépend donc aussi de la source alimentaire (Raynal-Ijutovac et al. 2011).

Dispersion Hydrolyse (<30%) Hydrolyse (>70%)

mécanique Lipase gastrique Lipase pancréatique
CH00C—R AGsnl CH—00C—R AGsnl CH/—00C—R AGsn1 & colipase B o
CH—OOC—R AG sn?2 —) CH—0OC—R AGsn2 CH—OOC—R AGsnh? AG CH—00C—R AGsn2
CH,—00C—R CH,—00C—R CH—00C &H,—00C AG

Lipides Gouttelettes
aliment[;ires =TG lipidiques de TG DG +AG Micelles MG + AG
@0.5um @ 5-25 nm

ODENUM

Figure 23 : Schéma de la digestion des triglycérides alimentaires par les lipases,
dans l'estomac puis dans le duodénum

La digestion des triglycérides (T'G) est divisée en 3 grandes étapes :

1) Dans I'estomac, les TG s’assemblent en gouttelettes lipidiques de 0.5 um de diametre
par dispersion mécanique. 2) Dans ’estomac, la lipase gastrique hydrolyse ensuite jusqu’a
30% des TG en diglycérides (DG) et acides gras (AG). 3) Dans le duodénum, la lipase
pancréatique, associée a une colipase, hydrolyse le restant des TG et les DG issus de
I’hydrolyse gastrique pour libérer des monoglycérides (MG) et des AG, qui s’associent en
micelles de 5 a 25 nm de diametre.

Par ailleurs, il est intéressant de noter que l'activité des lipases linguales et gastriques
augmente en cas de régime hyperlipidique et selon le type d’AG consommé, chez
I’homme comme chez le rat (Armand et al. 1995; Patumi et al. 2002), ce qui suggere
une adaptation physiologique des capacités de digestion a la teneur en lipides du
régime. L’orlistat, seul médicament encore autorisé comme traitement de 'obésité

est un inhibiteur des lipases (Pepino et al. 2012).
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Enfin, la matrice alimentaire module également la biodisponibilité des lipides
alimentaires. L’effet matrice est défini comme une différence d’absorption des
mémes nutriments selon la forme sous laquelle ils sont ingérés. Par exemple, une
étude 7z vitro de digestion des TG montre que I’hydrolyse des lipides est moins
efficace lorsqu’ils sont associés a des protéines ou a de 'amidon, ce qui pourrait
expliquer que la matrice module aussi la vitesse de vidange gastrique (Calvo-Lerma

et al. 2018; Gallier et al. 2014; Lecerf and Legrand 2015).

F. L’ENTREE DANS L’ENTEROCYTE ET LE TRAFIC INTRA-CELLULAIRE

L’absorption des lipides, c’est-a-dire leur passage de la lumicre intestinale dans le
milieu intérieur, se fait majoritairement au niveau du jéjunum. Un schéma reprend
toutes les étapes clé de I'absorption développées dans cette section, Figure 28 p112.
Les numéros qui figurent dans le schéma figurent également dans les titres de

paragraphe pour faciliter la lecture.

a. Un passage au travers de la membrane plasmique o

Dans les années 90, I'existence d’un systeme de transport saturable a été démontrée
in vitro et in vivo (Stremmel 1988), et les /pid binding protein (LBP) ont ensuite été
identifiées comme des transporteurs potentiels. A ce jour, d’apres la littérature, les
meilleurs candidats sont la FATP4, la Cavéoline-1 et le CD36 (Buttet et al. 2014; Ko
et al. 2020; Stremmel et al. 1985) (Tableau 10).

o La FATP4 (fatty acid transport protein) est fortement exprimée au niveau apical
des entérocytes du jéjunum mais aussi dans le réticulum endoplasmique (RE) (Stahl
etal. 1999). La délétion hétérozygote du gene codant pour FATP4 entraine un défaut
de captage des AGLC par des entérocytes isolés de Pordre de -40%. Mais, 7 vivo, la
méme délétion n’entraine pas de défaut d’absorption, ni en régime normal ni en
régime enrichit en lipides, sans compensation par une autre LBP. Néanmoins, ces
animaux présentent une légere accumulation de TG dans I'entérocyte ce qui suggere
que la FATP4 pourrait avoir un role dans les étapes suivantes de I'absorption

(Gimeno et al. 2003; Shim et al. 2009).
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En effet, contrairement a ce que suggere son nom, la structure protéique de la FATP4
révele un seul domaine transmembranaire extracellulaire sans domaine de liaison aux
AG. Et il a été montré que la FATP4 possede une activité Acyl-CoA synthétase et
qu’elle agit sur les AG au niveau du RE (Milger et al. 2000). Ainsi, 'idée d’une entrée
des AG dans les entérocytes par la FATP4 est peu justifiable. Certains auteurs
suggerent néanmoins que la FATP4, en estérifiant les AG en Acyl-CoA dans le
cytoplasme, entretiendrait le gradient de concentration et faciliterait I’entrée passive

des AG dans 'entérocyte.

o Le CD36 (c/uster of differenciation — 36), ubiquitaire, est exprimé au niveau apical
des entérocytes du duodénum et du jéjunum et dans une moindre mesure, dans
l'lléon (Lobo et al. 2001; Poirier et al. 1996). CD36 possede deux domaines
transmembranaires délimitant un domaine extracellulaire avec un site de liaison a de
nombreux ligands dont les AGLC (voir p133). CD36 est aussi connu sous le nom de
scavenger receptor class B member 2 (SCARB2) ou fatty acid translocase (FAT). 1l a été
démontré que le CD36 augmente le captage des AGLC dans les cardiomyocytes et
les adipocytes, ainsi que le captage des LDL-Ox dans les macrophages (Abumrad
and Goldberg 20106; Cai et al. 2012; Glatz and Luiken 2018). Dans lintestin, CD36
est encore souvent la LBP décrite comme la meilleure candidate pour le captage des
AGLC par les entérocytes (Ko et al. 2020). En effet, son expression augmente si le
régime est enrichi en lipides et sa délétion entraine un défaut de sécrétion intestinale
de lipides dans le sang (Drover et al. 2005; Nassir and Abumrad 2009). Toutefois, les
modeles murins de CD36-/- ne présentent pas de défaut d’absorption nette totale de
lipides, et les données récentes de notre équipe ont démontré 7z vivo et ex vivo que le
CD36 aurait plutot un réle dans les étapes de synthese des chylomicrons (Buttet et
al. 2014; Tran et al. 2011), ce qui sera discuté dans un prochain chapitre (voir p130).
De plus, la concentration en AG dans la lumicre intestinale en période post-
prandiale, de 'ordre du mM, dépasse largement les capacités de liaison du CD36 de

Pordre du nM (Cifarelli and Abumrad 2018).
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De méme, au niveau des adipocytes, I’étude tres récente de Pentrée des AG par
fluorescence, montre clairement que les inhibiteurs connus du CD36, comme le SSO
(SulfoSuccinimidyl-Oleate), n”’empéchent ni 'adsorption des AG a la membrane, ni leur
internalisation, mais plutot leur métabolisation intracellulaire (Jay et al. 2020). Ainsi,
de plus en plus de données suggerent que le CD36 joue plutot un role de détecteur
et que sa présence refléte une capacité a stimuler I'utilisation des AGLC et donc leur

Captage.

o La cavéoline-1 est une protéine ubiquitaire, localisée dans les rafts lipidiques,
au niveau de la membrane plasmique. Son réle de LBP a d’abord été mis en évidence
in vitro dans les adipocytes (Trigatti, Anderson, and Gerber 1999). Plus récemment, il
a été montré iz vivo que le modéle murin cavéoline-1-KO soumis a un régime
contenant 23% de lipides présente des pertes fécales accrues en lipides, ce qui suggere
un défaut d’absorption intestinale. Dans le méme article, des expériences ex vivo
mettent en évidence le role de la cavéoline-1 dans la formation de vésicules
d’endocytose au niveau de la bordure en brosse des entérocytes, 30 min apres Papport
de lipides (Siddiqi et al. 2013). Ces auteurs concluent que 91% des lipides (oléate)
absorbés se retrouvent dans des vésicules d’endocytose contenant de la cavéoline-1.
Par ailleurs, il a été mis en évidence dans des fibroblastes en culture que la cavéoline-
1 pourrait participer a la stabilisation du CD36 au niveau des rafts (Ring et al. 2000).
De méme, ex vivo, des lipides en solution (intralipid, émulsion de plusieurs AG) sont
internalisés par des cellules endothéliales humaines par endocytose, via
Pinternalisation d’un complexe CD36/ cavéoline-1, 2h apres Pinfusion (Weihrauch et
al. 2020). Ainsi, la cavéoline-1 pourrait moduler l'entrée des lipides dans les
entérocytes en participant d’une part a la formation des vésicules d’endocytose, et
d’autre part en stabilisant le CD36. A ma connaissance, aucune donnée zz vivo a ce
jour ne permet d’évaluer le role de la cavéoline-1 dans I'absorption des lipides

alimentaires en période post-prandiale.
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Tableau 10 : Bilan des données sur les différentes protéines candidates au
transport des acides gras a travers la membrane plasmique des entérocytes

L’étude des modeles murins de KO pour la cavéoline 1, la FATP4 ou le CD36 ont permis
de préciser le role de ces 3 protéines dans le transport des AG au travers de la membrane
plasmique des entérocytes, selon la quantité de lipides présente dans la lumiére intestinale
notamment (régime standard STD ou hyperlipidique HL).

Phénotype du KO murin

Affinité
LBP Site d'expression  sur 1'absorption nette de Sources
(Kd)
lipides
R Pole apical et GOlgi . L. (Trigatti et al. 1999; Williams and

Cavéoline 1 ~nM , Pertes fécales en lipides o \

Duodénum et iléon Lisanti 2004)

Pole apical ct RE , . (Milger et al. 2006; Shim et al. 2009;
FATP4 ? Pas d'effet en STD ni HLL
Duodénum et iléon Stahl et al. 1999)

(Bonen et al. 2004; Ching-Cheng

R . Huang et al. 2014; Ibrahimi et al.
Pole apical . ©
CD36 ~nM Pas d'effet en STD ni HL 1996; Nassir and Abumrad 2009;

Duodénum et iléon . o
Poirier et al. 1996; Siddiqji, Saleem, et

al. 2010; Tran et al. 2011)

En conclusion, les données actuelles ne permettent pas d’identifier de LBP capable
d’assurer linternalisation des AG dans les entérocytes, dans les conditions
physiologiques intestinales post-prandiales. Au vu des arguments de la littérature,
c’est donc une entrée passive des AG qui est la plus probable, dont les principales
étapes sont résumées Iigure 24. En effet, la morphologie de I’épithélium en villosités
et microvillosités ainsi que les sécrétions de mucus créent une couche hydrophile non
agitée au pole apical des entérocytes, dans laquelle les pompes a proton entretiennent
un gradient de pH. Lorsque le pH devient inférieur au pKa de ’AG, celui-ci se
protone, ce qui entraine la dissociation des micelles et la libération spontanée des
AGLC protonés a proximité immédiate des microvillosités des entérocytes (Buttet et

al. 2014; Niot et al. 2009).



LES LIPIDES ALIMENTAIRES ET LEUR DEVENIR

Les dernieres données suggerent que les AGLC s’adsorbent a la membrane et passent
coté intra-cellulaire par flip-flop. Une fois dans le milieu aqueux du cytoplasme de
Pentérocyte, les AG sont pris en charge par d’autres protéines : les FABP (fatty acid
binding protein) (Hamilton 2007; Ko et al. 2020; Niot et al. 2009). Un systeme de
transporteurs constituerait néanmoins un avantage évolutif, permettant, en cas de
taible concentration en AG (situation interprandiale ou période de jetne), de

maximiser 'absorption des AG présents dans la lumicre.

Couche hydrophile non agitée

Cytosol de 'entérocyte

Figure 24 : Schéma des principales étapes de 1'entrée passive des AGLC dans
Pentérocyte, en période post-prandiale.

En période post-prandiale et apres hydrolyse des TG, les micelles constituées de MG et
d’AG arrivent dans le jéjunum. 1) Grace a la couche hydrophile non agitée et au gradient
de pH, ces micelles se dissocient spontanément a proximité de la membrane plasmique des
entérocytes. 2) Les AG protonés (AG-H") libérés des micelles s’adsorbent a la membrane
puis 3) la traversent par flip-flop. 4) Une fois dans le cytosol, ces AG se désorbent de la
membrane et 5) sont pris en charge par des protéines de liaison cytosoliques (FABP). Voir
aussi Figure 23)
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b. Un transport cytosolique jusqu’au réticulum endoplasmique @

L’entrée des AG se faisant majoritairement par voie passive, 'étape limitante de leur

entrée dans Pentérocyte est leur désorption coté cytosolique et leur prise en charge

intra-cellulaire (Chow and Hollander 1979; Hamilton 2007). Dans le cytoplasme des
entérocytes, deux FABP sont exprimées : la FABP1 ou L-FABP (Zver-FABP) et la
FABP2 ou I-FABP (intestinal-FABP). Elles participent au maintien d’un gradient de

concentration nécessaire a leur entrée dans la cellule de facon passive (Hamilton

2007; Niot et al. 2009). Cependant, les deux FABP semblent avoir des roles distincts

au cours de 'absorption intestinale des lipides (Tableau 11).

Tableau 11 : Synthese des données concernant les protéines de liaison des acides

gras dans le cytosol : FABP1 et FABP2

Caractéristiques FABP2 (I-FABP) FABP1 (L-FABP) Sources
Duodénum,]éjunum, Foie, (Poirier et al.
Expression Jéjunum et Iléon
Rein 1996)
AGLC (2/1) ; Acides
Ligands (steechiométrie) AGLC (1/1) (Niot et al. 2009)
biliaires ; Acyl-coA
Meécanisme de transfert
Collisionnel Diffusion
des AGLC
; . . . . (Niot et al. 2009;
Mécanisme de formation Bourgeonnement a partir du
- Siddiqi, Saleem,
de vésicules de transfert RE
et al. 2010)
Rétention entérocytaire de (Niot et al. 2009;
Prise de poids,
Phénotype du KO TG, diminution de la Vassileva et al.
hypertriglycéridémie

Transport de la
ROLE PROBABLE membrane plasmique vers

le RE

sécrétion des CM
Transport du RE au Golgi
Limite la présence d’AGL

dans le cytosol

2000)
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In vive, la délétion de FABP2 montre qu’elle est nécessaire a l'interaction directe
« collisionnelle » entre les AG et la membrane plasmique (Corsico et al. 1998;
Thumser and Storch 2000). Au contraire, les modeles murins de KO-FABP1
montrent qu’elle n’est pas indispensable au captage des AGLC par les entérocytes
mais qu’elle est indispensable au bourgeonnement des vésicules de transport des pré-
chylomicrons (PCTV), qui a lieu dans le réticulum endoplasmique (<o et al. 2020;
Siddiqi, Saleem, et al. 2010; Vassileva et al. 2000). Par ailleurs, la FABP1 est capable
de lier une plus grande diversité de ligands. Ainsi, la synthése des données suggere
que la FABP2 (ou I-FABP) prend en charge le transport des AG en amont du
réticulum endoplasmique et la FABP1 (ou L-FABP), indispensable a la synthese de

chylomicrons, en aval du réticulum endoplasmique.

c. Une re-estérification en triglycérides dans le réticulum endoplasmique

Une fois dans le réticulum endoplasmique (RE), les AG sont activés en Acyl-coA par
une Acyl-CoA synthétase, puis estérifies en TG: la MGAT (monoacylglycerol
acyltransferase) catalyse la liaison d’'un AG sur un MG préférentiellement sn-2, et la
DGAT (diacylglycero! acyltransferase) catalyse la liaison d’un AG sur un DG. Cette voie
de synthese des TG est majoritaire en période post-prandiale et est spécifique de

Pintestin.

La MGAT existe sous trois isoformes exprimées dans la membrane du RE. Seules
les MGAT?2 et 3 sont exprimées dans le RE des entérocytes, mais la MGAT3 n’est
pas exprimée chez la souris. Notons que chez ’homme, elle serait plutot exprimée
dans I'illéon et aurait une activité plutot proche des DGAT dont nous parlons plus

bas (Cao, Cheng, and Shi 2007).

La MGAT?2 est exprimée de fagon maximale dans le jéjunum de ’homme mais dans
tout 'intestin chez la souris. En estérifiant les AG et les MG, elle participerait elle
aussi a entretenir le gradient ’AG entre la lumicre intestinale et le cytoplasme et

stimulerait ainsi 'entrée passive des AG (Cao, Burn, and Shi 2003).
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Chez la souris, la délétion en MGAT2 spécifiquement au niveau intestinal retarde
I’absorption des lipides, augmente la dépense énergétique et protege de l'obésité
associée a un régime hyperlipidique. Les auteurs proposent que ce phénotype soit
médié d’une part par une modulation de la sécrétion de GLP-1 qui module la prise
alimentaire et la perte de poids, et d’autre part par une variation de la sécrétion
d’endocannabinoides, qui modulent la dépense énergétique (Nelson et al. 2014). Ce
modele illustre ainsi parfaitement le role fondamental du métabolisme lipidique

intestinal dans '’homéostasie énergétique.

Les deux isoformes des DGAT, elles, sont exprimées dans 'entérocyte chez ’homme
et chez la souris. Les expériences 7 vivo sur des KO-DGAT1 ne montrent pas de
phénotype particulier quant a ’'absorption des lipides alimentaires, tandis que les KO-
DGAT?2 sont incapables d’absorber les lipides (Chen et al. 2003; Smith et al. 2000,
Stone et al. 2004). Des données récentes suggerent qu’il n’y a pas de redondance de
tonctions entre la DGATT1 et la DGAT2, mais que le devenir des TG differe selon

Ienzyme :

La DGAT2, exprimée cOté cytosolique, serait responsable de la synthese de TG
stockés préférentiellement sous forme de gouttelettes lipidiques (CLD : ¢yfosolic lipid
droplets) dans le cytosol ; tandis que la DGAT1, exprimée c6té lumiere du RE serait
responsable de la synthese de TG préférentiellement incorporés aux pré-
chylomicrons (D’aquila et al. 2016; Hung, Carreiro, and Buhman 2017; Niot et al.
2009). Ces données montrent que les deux isoformes de DGAT modulent la
synthése de chylomicrons de fagon complémentaire, et que la DGAT1 pourrait

réguler la taille des chylomicrons sécrétés (Figure 28).



LES LIPIDES ALIMENTAIRES ET LEUR DEVENIR

La formation des CLD est complexe et pres de 200 protéines impliquées ont été
identifiées (Beilstein et al. 2016; ID’Aquila et al. 2015). Des expériences z vivo ont
démontré limportance notamment de la protéine PLINZ2 (periipin 2) dans la
formation des CLD mais aussi dans le métabolisme intestinal. En effet, les KO-
PLIN2 présentent un défaut de formation de CLD, mais aussi une augmentation du
ratio Firmicutes/ Bacteroidetes caractéristique de la dysbiose observée chez les obeses
(Frank et al. 2015), ce qui indique une fois de plus que 'absorption des lipides est
étroitement liée a la composition microbienne. Les TG stockés dans les CLD sont
sécrétées sous forme de chylomicrons dans les 10 a 30 premic¢res minutes du repas
suivant. Des données suggerent que la détection orale de lipides suffirait a déclencher
cette sécrétion chez ’homme, par un mécanisme de communication étroite entre la

sphere orale et la sphere digestive encore mal compris (Mattes 2002, 2009).

G. LA SECRETION DES LIPIDES SOUS FORME DE CHYLOMICRONS

a. L’assemblage des pré-chylomicrons ©
Une fois sous forme de TG, les lipides absorbés sont assemblés en pré-chylomicrons
(préCM) dans le réticulum endoplasmique (RE), en deux étapes principales

(Cartwright and Higgins 2001; Sirwi and Mahmood Hussain 2018) :

- La /ipidation : association de TAPOBA48 et des TG

- Lexpansion : enrichissement en TG

La lipidation consiste en I'ajout de T'G mais aussi de phospholipides sur une seule
molécule I’APOB48 (apolipoprotein B-48), grace a 'enzyme MTP (microsomal triglyceride
transfer protein). La synthése de TAPOB48 dépend de la transcription du gene Apob
puis de son édition par un complexe protéique, constitué entre autres de "TAPOBEC1

et d’une cytidine désaminase (Apob mRINA editing catalytic component 1) (Figure 25).
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Figure 25 : Schéma de la modification post transcriptionnelle de I'ARNm Apob

La transcription du gene Apob permet I'expression de deux protéines. 1) Il est d’abord
transcrit en un ARNm complet (100%). 2) La traduction de cet ARNm 100% aboutit a la
synthese de la protéine APOB100. 3) Mais PARNm complet peut aussi étre édité par un
complexe protéique constitué de la protéine ApobEC1 et d’une cytidine-désaminase. Ceci
aboutit au remplacement d’une cytidine par une uridine et donc a I'apparition d’'un codon
stop prématuré. 4) La traduction de cet ARNm édité et plus court (48%) aboutit ainsi a la
formation de la protéine APOB48 (Inspiré de Tran, T. T., 2011)

I’APOBA48 pourrait interagir directement avec les lipides membranaires du RE (Sirwi
and Mahmood Hussain 2018), mais des expériences utilisant un inhibiteur de la
liaison entre la MTP et PAPOB ont démontré I'importance de la MTP dans la
tormation du préCM et dans la protection de PAPOB (Bakillah et al. 2000). En outre,
des polymorphismes entrainant la troncature non fonctionnelle de la MTP causent
des abetalipoprotéinémies séveres, caractérisées par I'incapacité de sécréter des CM
et d’absorber le gras alimentaire (Biterova et al. 2019; Magnolo et al. 2012; Wetterau

et al. 1992).
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Des expériences ex-vivo suggerent que la lipidation intervient rapidement apres la
prise alimentaire en lipides, puisque expression de la MTP augmente dés 1h apres
ingestion (Tran et al. 2011). La MTP et PAPOB48 sont donc les protéines clés de la
formation du préCM. Enfin, au cours de la lipidation, des phospholipides et du
cholestérol sont aussi associ¢s a TAPOB48 (Figure 28). En effet, les CM véhiculent
également 70% du cholestérol absorbé (Hussain 2014). Une autre protéine, TAPOA4
(apolipoprotein A-4) est également associée au préCM a ce stade. Les travaux de
plusieurs équipes dont la notre ont démontré que le CD36 influence Iétape de
lipidation en modulant la synthése de la MTP (Buttet et al. 2016; Drover et al. 2005;
Nauli et al. 2006; Tran et al. 2011).

L’expansion du préCM intervient dans un second temps. Les préCM formés vont
s’enrichir en TG en fusionnant avec des gouttelettes lipidiques riches en TG, toujours
au niveau du RE (Cartwright and Higgins 2001). Des études sur un modele murin de
KO-APOA4 montrent que PAPOA4 n’est pas nécessaire a la /ipidation mais facilite
Lexcpansion du préCM et sa stabilisation, ce qui semble conditionner I’épuration des
CM une fois sécrétés, nous y reviendrons (Kohan et al. 2011, 2013). De plus, une
corrélation inverse entre la quantité d’APOA4 sécrétée et le risque de maladies
cardio-vasculaires a été identifiée. Bien qu’aucune relation de cause a effets n’ait été
démontrée, ces études mettent néanmoins en évidence le réle prépondérant de

PAPOA4 (Kronenberg et al. 2000; Wong et al. 2003).

En outre, il a été démontré 7n vitro chez le porc que la surexpression de TAPOA4
dans les cellules intestinales augmente la taille et la quantité des CM sécrétés (Lu et
al. 20006). Enfin, la MTP participe aussi a 'expansion du CM, mais indirectement, en

stabilisant le préCM (Bakillah et al. 2000; Sirwi and Mahmood Hussain 2018).

Le phénomene d’absorption des lipides sous forme de CM requiert donc de
nombreuses protéines et est relativement complexe. Il est donc intéressant de se
demander si et comment ce mécanisme s’adapte en cas de surconsommation de

lipides ponctuelle, ou a long terme.
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Au début des années 90 - grace a des fistules posées directement sur les canaux
lymphatiques chez le rat - Péquipe du Dr. Patrick Tso a montré que lorsque la
quantité de lipides ingérés augmente, le nombre de CM sécrétés par lintestin reste
relativement constant mais leur taille augmente (Hayashi et al. 1990). Les rares études
mesurant ou estimant la taille des CM sécrétés chez ’homme ont ensuite montré que
la taille des CM augmente au cours de 'absorption (4h, 6h et 8h apres la prise
alimentaire). Ces études suggerent également que les CM seraient plus gros apres
consommation ’AGMI ou I’AGPI que d’AGS (Jackson et al. 2000; Sakr et al. 1997).
Depuis, d’autres travaux dont ceux de notre équipe ont montré que cette adaptation
intestinale pourrait s’expliquer notamment par une augmentation de la MTP (Lin et

al. 1994; Petit et al. 2007).

Il a aussi été montré chez la souris et ’homme que I'obésité, notamment androide,
diminue la sécrétion de CM de grande taille et altere I’évolution de la taille des CM
sécrétés au cours de labsorption (Mekki et al. 1999; Vors et al. 2015).
Réciproquement, la constance de la taille des CM sécrétés au cours de I'absorption
est associée a 'obésité iz vivo (Buttet et al. 2016; Kondo et al. 2006; Vors et al. 2015),
ce qui suggere un role clé de cette adaptation de la synthese de gros CM. Etant donné
que Pefficacité d’épuration et de dégradation des CM dépend entre autre de leur taille
(voir pl13), ceci pourrait expliquer hypertriglycéridémie post-prandiale observée

chez les patients obéeses (Van Wijk et al. 2003).

Ainsi, la taille des CM semble étre est un marqueur des capacités intestinales a
absorber les lipides alimentaires et a s’adapter a la quantité de lipides dans le régime.
Cette adaptation étant altérée en cas d’obésité, il est particulicrement intéressant de

comprendre les mécanismes qui controlent expansion du CM.
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b. Le transport des pré-chylomicrons jusqu’au Golgi @ ©
Contrairement aux autres produits de synthése du RE, la taille des préCM (100-
500nm) impose un transport par des vésicules spécifiques : les PCTV (prechylomicrons
transfert vesicle) (200-500nm). Le bourgeonnement des PCTV est une étape limitante
de I'absorption des lipides, régulée par de nombreuses protéines (Mansbach and
Dowell 2000). Les protéines FABP1 (ou L-FABP), CD36 et VAMP7 semblent jouer
un role déterminant puisqu’il a été montré 7z vivo, que le bourgeonnement des PCTV

est réduit de 75 a 80% sans 'une ou l'autre de ces protéines (Siddiqi, Saleem, et al.

2010).

Le mécanisme de formation des PCTV n’est pas encore totalement élucidé mais les
derniers travaux des Dr. Siddiqi (Shahzad et Shadab A.) ont mis en évidence les
étapes suivantes : la FABP1, piégée dans un complexe protéique, est libérée dans le
cytosol par la phosphorylation ATP-dépendante de SAR1B par la PKCC (protein kinase
C - 0. Une fois libre, la FABP1 cytosolique se lie a la membrane du RE par un
phénomene de nouveau ATP-dépendant, interagit avec les protéines CD36 et
VAMP7 (vesicle associated membrane protein - 7), et déclenche le bourgeonnement des
PCTV (Mansbach Ii and Siddiqi 2016; Siddiqi et al. 2006; Siddiqi, Saleem, et al. 2010;
Siddiqi, Siddiqi, and Mansbach 2010).

Les PCTV sont ensuite adressées au Golgi pour maturation des préCM en CM. La
tusion des PCTV avec la membrane du Golgi requiert d’une part, la présence du
complexe protéique COPII (coating protein complex 1) initié par SAR1B, et d’autre part
des protéines SNARE a la surface des PCTV, en particulier les protéines VAMP7 et
SEC24C. (Siddiqi et al. 2006; Siddiqi, Siddiqji, et al. 2010).
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Trois maladies génétiques causant une malabsorption des lipides graves ont été
identifiées. Elles concernent des mutations pour la MTP (abétalipoprotéinémie),
IAPOB (hypobétalipoprotéinémie), et SARIB (maladie de rétention des CM ou
maladie d’Anderson). Tristement, ces maladies ont permis de mettre en évidence que
les étapes de formation du préCM et de transport du PCTV du RE vers le Golgi sont
des étapes clés de 'absorption des lipides alimentaires. Ces maladies sont tres rares
et sont souvent graves puisqu’elles ont des conséquences dans les phases précoces

de la croissance.

c. La maturation puis la sécrétion des chylomicrons matures @ @
Une fois dans le Golgi, le préCM subit ensuite une maturation : PAPOBA48 est
glycosylée (Berriot-Varoqueaux et al. 2001) et d’autres lipoprotéines telles que
IPAPOC2, TAPOC3 et PAPOAL1 sont associées au préCM (Mansbach and Siddig
2016; Niot et al. 2009). Un CM mature est donc composé d’une molécule ’APOB48,
de phospholipides, cholestérol et TG ; ainsi que de lipoprotéines (Figure 26). La

composition du CM en lipoprotéines conditionne le métabolisme post-intestinal.

Les CM matures sont des particules légeres (d<1.006 g/ml) mais de grand diametre
(jusqua 1200 nm ou 1600 A). Aprés la fusion des vésicules golgiennes avec la
membrane plasmique au niveau basolatéral des entérocytes, les CM sont sécrétés
dans Pespace interstitiel, par exocytose. Ils doivent ensuite traverser la membrane
basale intestinale puis lamina propria, avant de rejoindre les canaux lymphatiques
(Sabesin and Frase 1977; T'so and Balint 1980). Les CM ne rejoindront la circulation
sanguine qu’au niveau de la veine sous-claviere gauche. Ainsi, contrairement aux
autres nutriments, les composés hydrophobes absorbés sous formes de CM (AG

mais aussi vitamines liposolubles) ne transitent pas en premier lieu par le foie.
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Le mécanisme du passage des CM matures au travers de la membrane basale et de la

lamina est encore tres flou. Les derniers travaux montrent qu’une hydratation

transitoire, causant une expansion du réseau de glycosaminoglycanes et collagenes

serait nécessaire a 'augmentation du diametre des pores de la lamina propria (Zhou

et al. 2020). De méme, le mécanisme d’entrée des CM dans les canaux lymphatiques

est encore controversé. Une récente étude publiée dans Science confirme que la

sécrétion des CM nécessiterait une rupture des jonctions serrées des canaux

lymphatiques et un passage paracellulaire (Zhang et al. 2018), mais d’autres auteurs

ont observé un passage transcellulaire par les cellules endothéliales (Zhou et al. 2020).

APOB48

\polipoprotéines §
[APOA4, APOA1, §
APOC2, APOC3)

Phospholipides

Triglycérides (>90%)
et esters de cholestéro

Cholestérol

@:80a 1200 nm
d< 1,006 g/ mL

Figure 26 : Schéma de la composition d'un chylomicron mature

Le cceur hydrophobe d’un chylomicron mature est constitué a plus de 90% de triglycérides,
mais aussi d’esters de cholestérol. La surface hydrophile d’un chylomicron est constituée de
phospholipides, de cholestérol, d’apolipoprotéines et d’une seule APOB48. Un
chylomicron mature mesure de 80 a 1200 nm de diametre et a une densité inférieure a 1.006

g/mL (Adapté d’apres Tran, T.T., 2011)
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Quoi qu’il en soit, cette sécrétion n’est pas immédiate apres la formation des CM et
ces derniers s’accumulent au pole basal des entérocytes et dans I’espace interstitiel. 11
a été montré que cette accumulation entraine une déformation des jonctions serrées
de I’épithélium et altere transitoirement la barriere intestinale (Ji et al. 2011; Kvietys
et al. 1991)(Figure 27). Cette lésion déclenche un recrutement des macrophages et la
sécrétion locale de la cytokine pro-inflaimmatoire 111§, nécessaire a la réparation
tissulaire (Ji et al. 2011; de Wit et al. 2008). Cette rupture transitoire et physiologique
de la barri¢re intestinale associe une fois de plus P'absorption des lipides a des

phénomenes inflammatoires.

Enfin, quelques études montrent qu’en période interprandiale, il existe un mécanisme
de captage des AG et du cholestérol au pole basolatéral de ’entérocyte. Les AG ainsi
prélevés sont transportés dans le cytoplasme par la FABP1 et destinés a 'oxydation.
Le cholestérol, lui, sera excrété au pole apical : on parle d’excrétion de cholestérol
par transport trans-intestinal (TICE). Ce TICE, observé chez ’homme et la souris,
pourrait assurer pres de 35% de I'excrétion de cholestérol et ainsi constituer une cible
thérapeutique pour réduire I’hypercholestérolémie (Jakulj et al. 20106; Paalvast, De

Boer, and Groen 2017).
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Figure 27 : Image de 'accumulation des chylomicrons dans I'espace
intercellulaire.

Image obtenue par microscopie électronique a transmission. On peut observer
Paccumulation de chylomicrons (CM) dans un large espace intercellulaire (IS). La
membrane basale (BM) est proche de la membrane plasmique des entérocytes (Source : Ji,
Sakata, and Tso, 2011)

Notons que lintestin est également capable de sécréter d’autres lipoprotéines. En
période interprandiale, lintestin sécréte des lipoprotéines a tres faible densité
(VLDL). Bien que les VLDL possedent également de ’APOBA48, il semblerait que la
sécrétion de VLDL requicre des mécanismes différents de ceux impliqués dans la
séerétion de CM (Ko et al. 2020). En période post-prandiale, I'intestin sécrete
également des lipoprotéines a haute densité (HDL), qui contiennent surtout du
cholestérol et de PAPOA1. Une étude montre que cette sécrétion intestinale de HDL
se fait directement dans la circulation et serait responsable de 35% des niveaux de

cholestérol plasmatique (Brunham et al. 2000; Ko et al. 2020).
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Figure 28 : Schéma des principales étapes de 1'absorption des lipides par les
entérocytes

1) Les acides gras a longue chaine protonés (AGLC-H+) entrent de fagon passive dans
I'entérocyte. 2) Au niveau du cytosol, les AGLC sont pris en charge par la protéine de
liaison FABP2, et adressés a la membrane du RE, ou ils sont réestérifiés en TG par la
MGAT2 et la DGAT1. 2°) Les AGLC peuvent également étre réestérifiés en TG par la
DGAT?2 puis stockés sous forme de gouttelettes lipidiques (CLD). 3) Dans la lumicre du
RE, la MTP associe les TG a une APOB48 puis a PTAPOA4 pour former un pré-
chylomicron (PC). 4) Le transport des PC requiert le bourgeonnement de vésicules de
transfert spécifiques (PCTV), qui implique la FABP1. 5) Ces PCTV adressées au Golgi sont
reconnues par des protéines dont SAR1B. 6) La maturation du PC par ajout I’APOC2 et
d’APOC3 notamment, aboutit a la formation d’'un CM mature. 7) Ce CM est ensuite sécrété
par exocytose dans I'espace intercellulaire (Voir aussi Figure 23 et Figure 24) (Données :
synthese des sources citées dans cette section)
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H. LE METABOLISME POST-INTESTINAL DES CHYLOMICRONS

a.l’épuration des chylomicrons et I'utilisation des lipides par les tissus

cibles

Le tissu adipeux: conme tissu-cible majenr

Contrairement aux glucides, les lipides absorbés sous forme de chylomicrons ne sont
pas libérés dans la veine porte, mais dans le systeme lymphatique. Les chylomicrons
rejoignent ensuite la circulation générale via la veine sous-claviere gauche. Ainsi, ce
n’est pas le foie qui sera le premier desservi par les TG alimentaires, mais le cceur

puis 'ensemble des organes simultanément.

L’épuration des CM consiste en ’hydrolyse des TG en AG utilisables par la cellule.
Cette épuration dépend de la LPL (lpoprotein lipase). En période post-prandiale,
I’épuration des CM est tres rapide. Une récente étude 7z vivo avec des AG marqués a
’hydrogéne radioactif (*H), confirme que le contenu des CM est internalisé dans les
cellules cardiaques dés 2 minutes apres injection intraveineuse (Goldberg 1990, Jiang
et al. 2020; Potts et al. 1991), ce qui confirme que le coeur est chronologiquement le
premier organe concerné par I’épuration. De méme, chez ’homme en conditions
physiologiques normales, bien que la concentration maximale de TG dans le sang
soit observée 4 a S5h apres le repas (Potts et al. 1991), le stockage par le tissu adipeux
s’observe des 1h apres le repas (Summers et al. 2000), ce qui montre bien que

Putilisation des AG transportés par les CM est tres rapide.

Dans les muscles et le cceur, la quantité de TG captés est toujours stable et représente
30 a 40% des TG disponibles. Dans le tissu adipeux, en revanche, la proportion de
TG captés peut varier entre 15 et 50% selon les repas et la quantité de lipides ingérée
Figure 29 (Ruge et al. 2009). Le tissu adipeux est donc le site principal de I’hydrolyse
des CM apres une surcharge en lipides, et les capacités de stockage du tissu adipeux

dépendent directement de Pactivité de la LPL (Ruge et al. 2009).
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Figure 29 : Part relative des organes dans la prise en charge post-prandiale des
lipides portés par les chylomicrons.

Les hachures représentent les capacités d’ajustement de stockage de chaque organe. Le foie,
les muscles et le cceur prennent en charge une quantité relativement constante de lipides en
période post-prandiale. Au contraire, le tissu adipeux peut tripler ses capacités de prise en
charge en période post-prandiale.

Une fois les TG hydrolysés en AG, ceux-ci rentrent dans ’adipocyte et sont oxydés
dans les mitochondries sous forme d’Acétyl-CoA, ou re-estérifiés en TG pour étre
stockés sous forme de gouttelettes lipidiques (IFigure 30). En situation de jetne ou
en période interprandiale, les TG du tissu adipeux sont hydrolysés en AG par
VATGL (adipose triglyceride lipas, codée par le gene Pnpla2) ou par la lipase hormono-
sensible (HSL). Des AG libres (AGL) peuvent ainsi étre libérés dans la circulation.
Mais la libération d’AGL dans la circulation peut aussi intervenir en période post-
prandiale. En effet, selon la quantité de TG hydrolysés et selon les capacités de
captage du tissu adipeux, une partie des AG libérés par la LPL peut rester dans la

circulation et augmenter le pool d’AGL libres plasmatiques (Figure 30).
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Ce phénomeéne de débordement, couramment appelé spilover peut étre a 'origine de
52 60% des AGL, selon les conditions nutritionnelles. Or, les AGL plasmatiques
sont eux-mémes des inhibiteurs de la LPL, entretenant ainsi une hypertriglycéridémie
post-prandiale (Bickerton et al. 2007; Buttet et al. 2014; Ko et al. 2020). Le spéllover

est donc en lien direct avec ’hypertriglycéridémie.

Une étude sur la vitesse de captage cellulaire des différents types d’AGL plasmatiques
(LA, OA ou PA) suggere que les AGPI sont plus rapidement recaptés et stockés par
le foie que les AGS. Les AGS seraient donc plus favorables a I'apparition d’une
hypertriglycéridémie post-prandiale (Nelson et al. 2013). Les AGL captés par le foie
seront sécrétés sous forme de VLDL. Au contraire, les AGL non recaptés peuvent
participer a la formation de dépots adipeux ectopiques et ainsi participer a la mise en

place d’une insulino-résistance.

Enfin, les TG transportés par les CM sont également détectés et métabolisés au
niveau du cerveau, ou la LPL est exprimée. Les AG issus de alimentation pourraient
ainsi jouer un role de ligand excitateur ou inhibiteur, selon les types neuronaux. Par
exemple, il a été montré que la détection des TG au niveau des circuits
mésolimbiques de la récompense pouvait, en activant certains neurones spécialisés,
moduler la préférence alimentaire aux lipides (Cansell et al. 2014). Méme si ces
mécanismes sont encore mal compris, quelques études suggerent que, selon la zone
cérébrale concernée, la modulation de Pactivité de la LPL pourrait impacter le
comportement alimentaire et la balance énergétique (Magnan, Levin, and Luquet

2015).
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L hydrolyse des lipides : rile clé de la I.PL.

Chez la souris, comme chez ’'homme, la LPL est majoritairement exprimée au niveau
du tissu adipeux, du cceur, du muscle, et du cerveau (BioGPS). Plus précisément, la
LPL se retrouve dans la membrane plasmique des cellules endothéliales des
capillaires, du coté de la lumiere. La LPL catalyse 'hydrolyse des TG portés par les
CM circulants au niveau intravasculaire, puis les AG sont directement captés et

internalisés par les cellules des tissus dans lesquels elle est exprimée (Figure 30).

Une approche par microscopie électronique suggere que c’est grace a une
conformation particuliere du glycocalyx a la surface des cellules endothéliales, que les
CM peuvent se lier aux capillaires et donc étre accessibles par la LPL (Goulbourne
et al. 2014). Plus récemment, il a été mis en évidence que c’est la GPIHBP1
(glycosylphosphatidylinositol-anchored glycoprotein high-density lipoprotein-binding protein 1) en
partenariat avec un protéoglycane (HSPG : heparan sulfate proteoglycan), qui assure
lancrage de la LPL a la membrane plasmique des cellules endothéliales et sa
localisation du c6té de la lumiere du vaisseau (Davies et al. 2010; Kersten 2017;

Young et al. 2019)(Figure 30).

Vu leur taille (80-1200nm), les CM circulent lentement dans les capillaires. Ceci
pourrait expliquer pourquoi I'activité lipase de la LPL est plus importante sur peu de
CM de grande taille, que sur beaucoup de CM de petite taille (Xiang et al. 1999). Il a
été montré que la GPIHBP1 protege également la LPL d’une éventuelle dénaturation
par des inhibiteurs comme VANGPTLA (angiopozetin-like protein 4) aussi appelée FIAF

(fasting-induced adipose factor) (IKristensen et al. 2018).
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Figure 30 : Schéma de la localisation de la LPL et du fonctionnement de la
lipolyse intravasculaire dans le tissu adipeux

1) La LPL est exprimée dans les adipocytes puis adressée a la membrane plasmique des
adipocytes. Grace notamment au protéoglycane HSPG, la LPL passe dans le milieu
extracellulaire. 2) La LPL est ensuite ancrée a la membrane plasmique des cellules
endothéliales par la protéine GPIHBP1, qui la présente coté lumicre du capillaire. 3) La
LPL hydrolyse les TG portés par les CM, qui circulent lentement dans les capillaires du fait
de leur taille. Cette hydrolyse libere des AG et des CM appauvris en TG (remnants) 4) Les
AG rentrent ensuite dans les adipocytes ou ils oxydés dans les mitochondries ou réestérifiés
puis stockés. 4’°) Un phénomene de spillover caractérisé par une accumulation d’AG libres
(AGL) peut survenir si la capacité de captage des AG par les adipocytes est inférieure a la
capacité d’hydrolyse par la LPL. (Adapté d’apres Kersten 2017 et Davies et al. 2010)
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De facon tres intéressante, une étude publiée récemment montre que les souris
doublement déficientes en GPIHBP1 et en ANGPTL4 ont bien un défaut de
localisation de la LPL mais une meilleure capacité d’épuration post-prandiale que les
souris déficientes uniquement en GPIHBP1, et aucun défaut d’absorption (Cushing
et al. 2018). Autrement dit, bien que la LPL soit bloquée a 'intérieur des adipocytes,
les CM circulants sont bel et bien épurés, et TANGPTLA4 semble bien jouer son role
d’inhibiteur de la LPL. Pour répondre a ce paradoxe, les auteurs proposent un

modele dans lequel les CM sont intégralement internalisés dans les adipocytes, épurés

par la LPL, puis relargués dans la circulation.

Une tres belle étude utilisant la cryo-microscopie électronique avait déja décrit une
internalisation des CM dans les adipocytes du tissu adipeux brun apres un exposition
au froid, dépendante du CD36 (Bartelt et al. 2011). D’autres travaux sont nécessaires
afin de savoir si ce phénomene d’internalisation des CM entiers par les cellules cibles

existe aussi en conditions physiologiques normales.

b. La régulation de I’épuration des chylomicrons

Par ANGPTT 4

L’ANGPTLA (angiopoietin-like protein 4) régule I'épuration des chylomicrons en
tavorisant le clivage de la LPL (Zhu et al. 2012). L’ZANGPTLA4 est exprimée dans les
cellules du tissu adipeux et du foie. Dans le tissu adipeux, en cas de jetne, cet
inhibiteur est augmenté de pres de 40% par rapport a la période post-prandiale ce
qui inhibe le captage des lipides par le tissu adipeux (Cushing et al. 2017). En effet,
le modele KO-ANGPTLA4 présente une augmentation de la masse corporelle et de
la masse adipeuse par rapport aux wild-type (Mattijssen et al. 2013). De plus, il a été
montré que des hommes avec un syndrome métabolique ont pres de 30% de plus
d’ANGPTILA4 circulante, ce qui pourrait expliquer hypertriglycéridémie observée
chez les obeses (Tjeerdema et al. 2014). Chez les obeses, PTANGPTL4 est surtout

exprimée dans le tissu adipeux omental plutét que sous-cutané (Dijk et al. 2018).
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Par ailleurs, cette protéine est également exprimée dans les cellules épithéliales
intestinales (Alex et al. 2014). I ANGPTL4 ainsi sécrétée dans la lumicre intestinale
inhibe également lactivité de la lipase pancréatique (Mattijssen et al. 2013). Les
auteurs en concluent que PANGPTLA4 est également un inhibiteur de la digestion des
lipides et donc de lentrée des AG dans I'entérocyte (Mattijssen et al. 2013). Ainsi,
cette protéine régule a la fois la digestion des lipides et leur utilisation par les tissus

cibles.

Bien que les mécanismes soient inconnus, TANGPTL4 pourrait également médier
certains effets anti-obésogenes du microbiote puisqu’elle est nécessaire a leffet
bénéfique des lactobacilles sur la masse grasse (Aronsson et al. 2010; Jacouton et al.
2015). Notons que, réciproquement, TANGPTL4 peut étre négativement régulée par
le microbiote intestinal (Bickhed et al. 2004). Enfin, les quantités d’ANGPTL4
augmentent selon I’état inflammatoire. En effet, des travaux récents iz vivo et in vitro
montrent que les LPS et les cytokines pro-inflammatoires 1113 et TNFa inhibent la
LPL du tissu adipeux en augmentant 'expression ’ANGPTL4 (Gruppen, Kersten,
and Dullaart 2018) (Figure 31).

Par d’autres facteurs circulants

La LLPL est aussi sensible a des hormones. Dans le tissu adipeux, I'insuline active la
LPL en inhibant la sécrétion d’inhibiteurs de la LPL. dont ANGPTL4 (Chen et al.
2020; Fried et al. 1993). Au contraire, dans le muscle, 'insuline inhibe la LPL (Figure
31). Ce mécanisme de régulation de la LPL tissu-spécifique contribue a expliquer la
grande proportion de lipides des CM captés par le tissu adipeux en période post-

prandiale.

Inversement, les catécholamines, médiateurs de la réponse au stress, inhibent
directement l'activité de la LPL dans le tissu adipeux en diminuant son expression et
en augmentant sa dégradation (Mattijssen et al. 2013). Cependant, la réponse aux
catécholamines est inverse dans le muscle, ce qui démontre 1a encore un effet tissu-

spécifique de ces régulateurs.
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Par la composition et la taille des chylomicrons

L’efficacité de la LPL dépend également en partie de facteurs intestinaux. En effet,
chaque lipoprotéine présente dans les CM régule différemment leur épuration :
PAPOAS5 et PAPOC2 stimulent I’épuration, tandis que I’APOC1 et PAPOC3
Pinhibent (Jong, Hofker, and Havekes 1999; Ramms et al. 2019) (Figure 31).
Cependant, les mécanismes de régulation restent a déterminer. Il a été proposé que
PAPOCT inhibe plutdt le LRP (LDL-receptor related protein) au niveau du foie.
I’APOC2 active la LPL mais il a également été montré qu’un exces d’APOC2 inhibe
I’hydrolyse des TG par la LPL (Jong et al. 1999). Ainsi, méme s’il est clair que la
composition des CM détermine en partie leur épuration, les mécanismes de

régulation restent encore a déterminer.

Enfin, la composition en AG du CM module aussi Iefficacité de leur épuration en
modulant directement lactivité de la LPL (Nelson et al. 2013; Raclot and Groscolas

1993; Summers et al. 2000).

L’ensemble de ces études tend a conclure que plus les AG relargués par hydrolyse
seront solubles (donc a courte chaine et avec peu d’insaturations localisées a
Pextrémité méthyle de la chaine), et plus la LPL sera efficace. Par ailleurs, la
composition en AG des CM peut également modifier la taille des CM et ainsi
moduler la vitesse d’épuration (Sakr et al. 1997). En effet, lefficacité de la LPL est
maximale sur des CM sont peu nombreux et de grande taille (Martins et al. 1996;
Xiang et al. 1999). Ainsi, les protéines participant a la régulation de la taille des CM
comme 'APOA4, le CD36 ou la MTP, pourraient indirectement modifier la vitesse

de clearance des CM (Buttet et al. 20106).
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c. La dégradation finale des résidus des chylomicrons dans le foie
Apres 'hydrolyse des TG a leur surface, les chylomicrons épurés sont appelés
remnants. Ces remnants sont ensuite pris en charge au niveau du foie. IIs vont d’abord
entrer dans un espace étroit appelé espace de Disse, entre endothélium et les
hépatocytes, grace a endothélium fenestré sinusoidal. Cet espace agit comme un
tiltre, sélectionnant uniquement les plus petites lipoprotéines ( = 100nm de
diametre), ce qui exclut les éventuels CM de grand diameétre restants (Fraser, Dobbs,
and Rogers 1995; Sherrill and Dietschy 1978). 11 a été rapporté que les remnants

pourraient aussi etre appauvtris par la LPL libre circulante (Goldberg 1996).

Au niveau du foie, les remnants vont s’enrichir en une nouvelle protéine, ’APOE.
I’APOE sera ensuite détectée par les hépatocytes grace au LDLR (LD -receptor) ou
au LRP (LLDL-receptor related protein). Cest TAPOE qui confere aux remnants ou aux
LDL la capacité d’étre dégradés par le foie (Fraser et al. 1995). On estime qu’environ
50% des remmnants seront dégradés par cette voie. Ceci permet également 'adressage
du cholestérol alimentaire vers le foie (Morita 2010). Les 50% de remmnants restants
subissent d’autres transformations et leur dégradation est plus longue : d’abord un
changement de structure protéique avec ajout notamment de PAPOB100, qui leur

confere des propriétés proches des HDL.

Des échanges de composés lipidiques interviennent aussi, catalysés par la CETP
(cholesterol ester transfert protein). La CETP catalyse le transfert des TG restants des
VLDL circulantes vers les HDL, ainsi que le transfert du cholestérol des HDL vers
les VLDL, qui deviennent, du coup, des LDL. Les HDL et les LDL seront dégradés
par le foie apres détection respectivement par le récepteur SRB1 (scavenger receptor class
B - #ype 1) et par le LDLR et/ou le LRP, qui ont une plus forte affinité pour ’APOE
que pour PAPOB100 (Morita 20106)(Figure 31).



LES LIPIDES ALIMENTAIRES ET LEUR DEVENIR

IL1B
TNFa -\
LPS
e
o m Remnan so
e Ci jon sanguine
ANGPTL4
APOC1
APOC3

Catécholamines  ctio"
Insuline

APOA4
APOC2

Taille du CM DEGRADATION

. OXYDATION \

Figure 31 : Schéma du métabolisme post-intestinal des chylomicrons et du réle
central de la LPL

1) La LPL est un régulateur clé du métabolisme post-intestinal des chylomicrons (CM). Son
activité est controlée par des cytokines (IL1@, TNFx), par les LPS bactérien, par des
protéines portées par les lipoprotéines circulantes (APOC1, APOC3, APOA4 et APOC2),
par des hormones (catécholamines, insuline) ou encore par la taille des CM circulants. 2) A
la surface des capillaires sanguins, la LPL hydrolyse les TG portés par les CM qui deviennent
des remnants. Les AG libérés dans la circulation peuvent étre stockés, oxydés, ou encore
activer des signaux de détection, selon le tissu cible. 3) Au niveau du foie, environ 50% des
remnants s’enrichissent en APOE et seront dégradés apres reconnaissance par les récepteurs
LDLR. Les 50% de remnants restants sont dégradés dans le foie par une autre voie apres
ajout notamment ’APOB100 (Voir aussi Figure 30) (Données : synthese des sources citées
dans cette section)

Si ces lipoprotéines s’accumulent dans la circulation, on observe une
hypertriglycéridémie. Et si Pétat inflammatoire de I'individu est important, les LDL
circulantes peuvent s’oxyder, ce qui favorise la formation de cellules spumeuses et de
plaques d’athéromes. L’hypertriglycéridémie est donc un facteur de risque des

maladies cardio-vasculaires.
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Cependant, des études sont encore nécessaires pour déterminer précisément quelles
lipoprotéines circulantes sont les plus athérogenes. Les remnants des CM sont tres
riches en cholestérol mais sont décrits comme trop gros pour étre incorporés
directement aux plaques d’athéromes. En outre, les patients atteints
d’hyperchylomicronémie familiale a cause d’un défaut de LPL ne développent pas
toujours de maladies cardio-vasculaires avec plaques d’athérome malgré une

hypertriglycéridémie tres élevée (Tada et al. 2019).

La régulation de I'épuration et de la dégradation des CM est donc un phénomene
déterminant dans le développement des maladies cardio-vasculaires, qui
représentaient 31% de la mortalité mondiale totale en 2017 (World Health
Organisation 2017). Les principaux facteurs activateurs de la LPL d’origine
intestinale sont la taille et la composition des chylomicrons, et nous avons expliqué

comment la qualité et la quantité des lipides alimentaires peuvent réguler ces facteurs.

Il a été montré précédemment dans notre équipe que la protéine CD306, qui fait
I'objet de mon travail de these, peut moduler la taille des chylomicrons sécrétés par
I'intestin, en controlant notamment 'enzyme clé MTP (Buttet et al. 2016). De plus,
chez 'homme, des polymorphismes du CD36 sont associés a une sécrétion de CM
de plus petite taille et dégradés plus lentement (Masuda et al. 2009). Ainsi, CD36

pourrait indirectement moduler le métabolisme post intestinal des lipides.

d. Le cas des autres molécules transportées par les chylomicrons

Les chylomicrons (CM) transportent également d’autres composés lipophiles,
comme les vitamines liposolubles (ADEK) ou des LPS (Ghoshal et al. 2009; Reboul
2018; Vors et al. 2015). Les CM peuvent aussi échanger des composés (LPS ou
apolipoprotéines) a partir des lipoprotéines circulantes. Ces composés transportés
par les CM seront adressés, comme les lipides, aux différents tissus cibles (cceut, tissu
adipeux, foie, ...). Le cas des LPS, particulicrement intéressant en contexte d’obésité,

est développé dans ce paragraphe.
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Quelgues hypothéses sur Lincorporation des 1.PS dans les chylomicrons

Les LPS, macromolécules constitutives des parois des bactéries Gram- (Figure 8 p39)
peuvent entrer dans le milieu intérieur notamment au niveau de l'intestin. Les LPS
sont des molécules d’environ 10-15kDa (Akiba et al. 2020). La présence de LPS en
faible concentration (1-200pg/ml) dans le plasma de sujets humains en bonne santé
indique qu’il peuvent étre absorbés en conditions normales sans déclencher de

réaction inflammatoire (LLaugerette et al. 2011).

Aucun consensus scientifique n’est établi quant a Pentrée des LPS microbiens dans
les cellules épithéliales intestinales. On sait néanmoins qu’une alimentation riche en
lipides peut favoriser la prolifération de bactéries Gram- dans la lumiere intestinale
(Cant et al. 2008; Cani, Neyrinck, et al. 2007), et que I'absorption des lipides peut
déclencher une perméabilité intestinale au moins transitoire (Genser et al. 2018; Ji et
al. 2011; Kvietys et al. 1991; Zhang et al. 2018). 11 a donc été proposé que les LPS
entrent dans le milieu intérieur au travers de la barricre épithéliale, par voie

paracellulaire.

L’autre voie d’entrée possible des LPS est le transport trans-épithélial assuré par les
cellules M, capables de prélever des antigeénes et des microorganismes complets dans
la lumiere intestinale. En effet, il a déja été montré que les cellules M participent a
Iinternalisation des LPS de la bactérie Gram- 17brio cholere chez le lapin (Pierce et al.
1987). Les cellules M transmettent les antigenes aux cellules inflammatoires, mais
étant donné leur proximité avec les entérocytes, il se pourrait que pendant ’'exocytose
des LPS c6té basal, elles les rendent accessibles aux entérocytes. De plus, i vitro, les
cellules M ont aussi une fonction sécrétoire (notamment d’IL1) en réponse a une
stimulation par des LPS (Pappo and Mahlman 1993). Par ailleurs, il a été démontré
que les cellules épithéliales intestinales sécretent des LBP (ILPS binding protein) en
réponse aux cytokines circulant a leur pole basal ou apical (Molmenti, Ziambaras,

and Perlmutter 1993; Vreugdenhil et al. 1999).
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Bien que cette étape d’entrée des LPS dans les entérocytes soit encore mystérieuse,
il a été mis en évidence qu’un régime hyperlipidique augmente le passage des LPS, et
que ces derniers peuvent étre incorporés directement dans les CM pendant la phase
d’expansion du préCM (données 7 vitro) (Ghoshal et al. 2009; Laugerette et al. 2012),
notamment en remplacement des phospholipides car ils ont une structure similaire
(Figure 8) (Hersoug et al. 2018; Levels et al. 2005). Une étude récente sur un modele
murin de KO-MTP intestinal inductible a aussi démontré qu’un défaut de sécrétion

de CM est lié a une augmentation des bactéries Gram- dans la lumiere (Xie et al

2019).

Une étude publiée cette année démontre pour la premicre fois 7z vivo deux modes de

transport des LPS, grace a du LPS marqué mais aussi grace a de la microscopie (Akiba

et al. 2020) :

- une voie transcellulaire physiologique, lente et saturable, qui permet l'entrée
des LPS dans la lymphe par incorporation dans les CM. D’apres les auteurs,
les LPS ainsi transportés sont plus vites détoxifiés par le foie et ont donc un
potentiel inflammatoire limité, ce qui sera discuté dans le paragraphe suivant.

- une vole alternative paracellulaire, qui permet 'entrée des LPS directement
dans la veine porte. Cette voie d’entrée serait plus délétére et augmenterait

dans un contexte d’inflammation.

Les mécanismes d’entrée des LPS ne sont donc toujours pas parfaitement élucidés
mais toutes les études confirment un lien multiple entre absorption des lipides et

I'endotoxémie post-prandiale.

Dans cette méme étude, les auteurs montrent également que VAP (intestinal alkalin
phosphatase), en clivant les LPS, permet de limiter leur entrée par les CM (Akiba et al.
2020). Ce mécanisme permettrait également de réduire entrée des LPS au travers
des jonctions serrées. De facon trées intéressante, il a été montré que 'TAP etle CD36
sont colocalisés dans les raffs lipidiques (Lynes and Widmaier 2011). Le CD36

pourrait donc participer a la détoxification des LPS au niveau intestinal.
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Le devenir des IPS' transportés par les CM
Si les LPS peuvent aussi passer de la lumicre intestinale au milieu intérieur
indépendamment de la sécrétion de CM, une fois dans la circulation, ils sont
majoritairement transportés par des lipoprotéines, apres séquestration par des LBP
(LLPS' binding protein). Ces LBP sont présentes notamment a la surface des CM (IKallio
et al. 2008; Vreugdenhil et al. 2003). Il a été démontré par une équipe dijonnaise que
la PLTP circulante (phospholipid transport  protein), capable d’échanger des
phospholipides entre les lipoprotéines circulantes, assure également le transfert des
LPS circulants vers les lipoprotéines. En effet, les animaux KO-PLTP subissant une
injection de LPS ont un défaut de détoxification des LPS et une plus forte sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires, associée a une plus forte mortalité (Gautier et al.

2008; Hersoug et al. 2018).

Le transport des LPS par les lipoprotéines inhibe leur potentiel inflammatoire et
diminue la sécrétion de TNFa dans la circulation, ce qui pourrait expliquer pourquoi
le taux de survie suite a une endotoxémie augmente en cas d’injection concomitante
de LPS et de CM (Akiba et al. 2020; Harris et al. 1993; Vreugdenhil et al. 2001, 2003).
Certains auteurs estiment donc que le transport de LPS par les CM est physiologique

et protecteut.

Toutefois, en période post-prandiale, les CM ne rejoignent la circulation sanguine
qu’au niveau de la veine sous-clavicre, le foie n’est donc pas le premier organe cible.
Il est donc plus probable que les LPS transportés par les CM soient d’abord
métabolisés dans le tissu adipeux, ou ils peuvent déclencher des phénomenes
inflammatoires et obésogenes (voir p28) (Clemente-Postigo et al. 2019; Gregor and

Hotamisligil 2011; Lundgren and Thaiss 2020).
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Il existe tres peu de données sur les mécanismes d’entrée des LPS dans le tissu
adipeux, mais plusieurs études concordent a proposer un mécanisme global de

réponse aux LPS (Iigure 32) :

- les LBP faciliteraient le transfert des LPS a la protéine membranaire CD14
(cluster of différenciation — 14), présente dans les rafs.

- CD14 transférerait ensuite les LPS au complexe formé de TLR4 (to/l-like
receptor 4) et de MD-2 (ou LY96 hmphocyte antigen 96), toujours dans les rafs.

- La dimérisation du complexe TLR4/MD-2 déclencherait I’assemblage
intracellulaire d’un autre complexe (TIRAP, MYDS88 et des kinases IRAK)
entrainant ainsi la libération de cytokines comme TNFa ou IL6 (Chow et al.

1999; Plociennikowska et al. 2015; Zanoni et al. 2011).

Par ailleurs, une étude sur des macrophages en culture montre que les lipides (I’acide
palmitique) et les LDL pourraient potentialiser l'effet des LPS en augmentant
notamment la sécrétion d’'IL6 et dI’IL1B (Ann et al. 2018). Cet enchainement
dépendant des protéines des rafts CD14 et TLLR4/MD-2 est aussi proposé comme
un déclencheur de 'internalisation des LPS circulants par macropinocytose dans les
macrophages. La phagocytose des LPS semble étre indépendante de CD14 et

I’endocytose nécessite aussi des clathrines (Plociennikowska et al. 2015).

Ainsi, la métabolisation des LPS microbiens, transportables par les CM induit une
réponse inflammatoire transitoire qui peut devenir chronique en cas de
consommation accrue de lipides, de dysbiose, ou d’obésité. I ’absorption intestinale
des lipides est donc étroitement et multiplement liée a 'endotoxémie et a I’état

inflammatoire chronique observés notamment en cas d’obésité.
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Figure 32 : Schéma de l'activation du complexe protéique CD14/TLR4/MD-2 par
les LPS

Les LPS-binding protein (LBP) lient les LPS et facilitent son transfert vers la protéine
membranaire CD14, qui permet la prise en charge des LPS par le complexe protéique
TLR4/MD-2. La dimérisation de ce complexe induit le recrutement des protéines TIRAP,
MyD88 ainsi que des kinases IRAK, qui déclenche la sécrétion de cytokines. Dans un
second temps, I’endocytose de ce complexe protéique déclenche une voie de signalisation

qui aboutit a la sécrétion d’interférons de type 1. (Adapté d’apres Pléciennikowska et al,
2015)
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De nombreuses études décrivent aussi un réle majeur du CD36 de la réponse au LPS,
en association avec des TLR, dans les macrophages ou les cellules épithéliales
(Baranova et al. 2012; Cao et al. 20106; Triantafilou et al. 2007). Nous I’avons vu, le
récepteur CD36 est souvent impliqué dans les mécanismes de régulation du
métabolisme lipidique, de I'inflaimmation et des pathologies associées a I'obésité.
Comment le récepteur ubiquitaire CD36 module tous ces parameétres ? Quelle
pourrait étre la part intestinale du CD36 dans ces pathologies ? Les roles connus du
CD36, dans P'intestin et ailleurs, sont résumés dans le prochain chapitre, afin de

mieux comprendre I'intérét de mon travail de these.
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A. STRUCTURE ET LOCALISATION

Dans les années 80, le CDD36 a d’abord été mis en évidence dans les monocytes et les
cellules endothéliales. Puis en s’intéressant a d’éventuelles translocases de lipides,
Iexistence du CD36, d’abord baptisé fatty acid transiocase (FAT) a été démontrée dans
les adipocytes (Abumrad et al. 1993; Harmon, Luce, and Abumrad 1992). Depuis, il
a été démontré que le gene CA36 est tres conservé dans Iévolution, on le retrouve
chez les oiseaux, les poissons, les mammiferes, la drosophile ou encore les

nématodes, et qu’il s’exprime dans de nombreux organes.

a. Un géne en lien avec 'obésité exprimé dans de nombreux organes
Chez ’lhomme, le gene Cd36 est situé sur le chromosome 7 (7q21.11) et le plus grand
transcrit codant (CDD36-214) posseéde 15 exons dont 12 codants. Ce gene est exprimé
entre autres dans le tissu adipeux, la rate, le cceur, le muscle, I'intestin gréle, le
poumon, le cerveau, la langue. La protéine CD36 encodée par ce transcrit (parfois
appelée SR-B2) possede 472 acides aminés (Ensembl.org; Fernandez-Ruiz et al.
1993). Récemment, il a été montré que ’lhomologue de CD36 chez la drosophile,
SNMP1 (sensory neuron membrane protein 1), exprimé dans les neurones du bulbe olfactif

sert de détecteur de phéromones dérivées des lipides (Gomez-Diaz et al. 20106).

Chez 'homme, plus d’une vingtaine de SNP (single nucleotide polymorphism) ont été
décrits pour CD30, et certains sont associés a I’obésité ou a des physiopathologies de
Pobésité (Love-Gregory et al. 2008, 2016; Love-Gregory and Abumrad
2011)(Tableau 12). Les niveaux plasmatiques de la protéine CD36 ont également été
associé a P'obésité androide (Madrigal-Ruiz et al. 2016; Y. Wang et al. 2019). Enfin,
des études sur le modele murin CD36-/- ont également permis de mettre en évidence
de nombreuses fonctions de cette protéine en lien avec la consommation alimentaire

et 'obésité, nous y reviendrons.
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Tableau 12 : Principaux polymorphismes de CD36 chez ’homme et leurs
phénotypes associés a ’obésité et aux dyslipidémies
(Adapté d’apres Love-Gregory and Abumrad, 2011 et Love et al. 2008)

SINP Parameétres associés
100871383 Diminution des CM circulants
151049654 HDL circulants, Syndrome métabolique
1049673 AGL circulants, Syndrome métabolique
12535593 Diminution des CM circulants
113230620 Diminution des CM circulants
13246513 HDL circulants, Syndrome métabolique
1334513 Syndrome meétabolique
1358337 HDL circulants
1527479 HDL circulants
1761663 IMC
1761667 AGL circulants, HDL circulants
519847112 Triglycéridémie, AGL circulants
152048474 Diminution des CM circulants
21571916 LDL circulants
3211842 LDL, HDL et TG circulants
13211870 HDL circulants
3211883 IMC, Tour de taille
153211909 HDL circulants
3211938 HDL circulants, Syndrome meétabolique
rs3211956 Tour de taille

137920 Augmentation des CM circulants et des TG
w755 LDL circulants, Syndrome meétabolique
159784998 HDL circulants, IMC, Tour de taille

b. Une protéine transmembranaire
CD36 est une glycoprotéine transmembranaire de 88 kDa (472 acides aminés)
(Abumrad et al. 1993; Poirier et al. 19906). La structure primaire du CD36 est tres
conservée chez les mammiferes. Ses deux domaines transmembranaires définissent
1 domaine extracellulaire et 2 extrémités intracellulaires. (Pepino et al. 2014) (Figure

33).
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Figure 33 : Structure du récepteur ubiquitaire transmembranaire CD36

CD36 est une protéine transmembranaire localisée dans les raffs, avec coté extracellulaire,
deux sites de liaison distincts, et coté intracellulaire, un site de couplage avec des kinases.
LYS : lysine (Données : Pepino et al., 2014 et Martin et al., 2011)
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Coté intracellulaire, ses deux courtes extrémités (acides aminés 1 a 6 et 463 a 472)
peuvent étre palmitoylées au niveau de certaines cystéines, ce qui est nécessaire au
recrutement de CID36 dans les raffs de la membrane plasmique (Martin et al. 2011; J.
Wang et al. 2019). La partie C-terminale peut interagir avec les SRC-PTK (prozein-
tyrosine kinase) et donne au CID36 la capacité d’activer des voies de signalisations

intracellulaires (Martin et al. 2011; Pepino et al. 2014).

CD36 possede également des sites de glycosylations, nécessaires a ’'adressage a la
membrane. CD36 peut également subir une mono- ou une poly-ubiquitination.
CD36 est donc une protéine régulée par de nombreux mécanismes post-

traductionnels.

Coté extracellulaire (acides aminés 31 a 439), la structure de CD36 forme plusieurs
sites de liaison : un site hydrophobe, un site de liaison spécifique a la
thrombospondine, et un site de liaison aux LDL-Ox (Figure 33). CD36 est donc un
scavenger-receptor qui reconnait des motifs particuliers retrouvés dans de nombreux
ligands. Le site de liaison hydrophobe constituerait comme un pore a proximité de
la. membrane plasmique, favorisant ainsi le rapprochement du ligand avec la
membrane. La liaison des AGLC avec le CD36 dépend de la lysine 164 (Kuda et al.
2013). La grande diversité de ligands possibles pour CD36 soutient ’hypothese d’une

grande diversité de fonctions.

Il est important de noter que le SSO (SulfoSuccinimidyl-Oleate), souvent considéré
comme un inhibiteur de CD36, se lie sur le site de liaison hydrophobe. 1l inhibe donc
précisément la liaison du CD36 a certains ligands dont les AGLC, et la question reste
ouverte sur sa capacité a déclencher des signalisations au méme titre que les AGLC

(Jay et al. 2020; Kuda et al. 2013; Niot et al. 2009).
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c. Une protéine couplée aux SRC-kinases
Comme schématisé Figure 33, CD36 possede un site d’'interaction avec les kinases
SRC-PTK. Le role de CD36 dans la signalisation a d’abord été décrit dans les
macrophages (Silverstein and Febbraio 2009). Au niveau des bourgeons du gotut,
CD36 active notamment les kinases FYN et YES. Ces kinases phosphoryleraient a
leur tour la PLC (phospholipase C), qui permet la libération intracellulaire d’ions

calcium (El-Yassimi et al. 2008; Laugerette et al. 2005).

Cette fonction de détecteur des AGLC au niveau lingual est dérégulée dans un
contexte d’obésité (Chevrot et al. 2013; Gaillard et al. 2008) (voir p38), ce qui suggere

un role clé du CD36 dans la détection des lipides dans un contexte d’obésité.

d. Une ubiquitination fonctionnelle

A son extrémité C-terminale, la protéine CD36 peut subir une mono- ou une poly-
ubiquitination. La mono-ubiquitination, médiée par Parkin, une ligase a ubiquitine
impliquée dans la maladie de Parkinson, stabilise CID36 dans la membrane plasmique.
Ceci pourrait expliquer en partie Paccumulation de lipides et la neurotoxicité
observée dans la maladie de Parkinson. Plus récemment, il a été proposé que la kinase
AMPK module par deux fois la stabilisation de CD36 : en inhibant indirectement
I'expression de Parkin vza le géne Fro, et en modulant la translocation du CD36 a la
membrane zza la voie AKT (Abumrad and Moore 2011; Kim et al. 2011; W. Wu et

al. 2020).

Au contraire, la poly-ubiquitination (sur la lysine K48 de I'ubiquitine), adresse
CD36 au protéasome et déclenche ainsi sa dégradation. Cette poly-ubiquitination est
déclenchée notamment en réponse a la liaison des AGLC. Au niveau de I'intestin, il
a été démontré que la dégradation intervient tres rapidement, dés 30 min a 1h apres
sa liaison avec un AGLC. Cette dégradation semble nécessaire a I'induction de la voie

de signalisation au niveau intestinal (Tran et al. 2011).
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La poly-ubiquitination du CD36 est inhibée par Phyperinsulinémie post-prandiale et,
réciproquement, module la réponse a I'insuline (Buttet et al. 2016; Samovski et al.
2018; Sun et al. 2017). Ceci est cohérent avec 'observation que CD36 est nécessaire
a lactivation d’AKT (voie commune a la signalisation de 'insuline) dans les cellules
gastriques (Pan et al. 2019). CD36 possede donc une grande diversité de

fonctionnalités, qui dépendent des tissus dans lesquels il est exprimé.

B. DES FONCTIONS DIVERSES SELON LES TISSUS

a. Captage et métabolisation des AG

Dans le tissu adipenx

Depuis les années 90, de nombreuses études ont confirmé le role de CID36 dans le
captage des lipides par les adipocytes et par les macrophages du tissu adipeux
(Abumrad et al. 1993; Cai et al. 2012; Febbraio et al. 1999). Effectivement, les souris
CD36-/- prennent moins de masse grasse que des souris controles (Hajri et al. 2007).
CD36 favoriserait 'entrée des AG dans les cellules en augmentant leur estérification

intracellulaire plutot qu’en augmentant le trafic au travers de la membrane (Hamilton

2007; Jay et al. 2020; Xu et al. 2013).

Dans le muscle
De méme, il a été démontré que CD36 contribue a Pentrée de 40 a 75% des AG dans
les cellules musculaires, et y favorise leur oxydation (Abumrad and Goldberg 2016;
Coburn et al. 2000, 2001), notamment »a ’action des facteurs de transcription PPAR
(Nahlé et al. 2008; Sun et al. 2017). Par ailleurs, ’expression de CD36 est régulée par

la dépense énergétique et l'activité physique.
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Plus récemment, des auteurs ont montré sur un modele murin de déficience en CD36
spécifiquement dans le muscle, que CD36 est indispensable a la réponse musculaire
a I'insuline et donc a l'adaptation de l'utilisation de glucose dans le cas d’une baisse
de lapport alimentaire (Samovski et al. 2018). L’interaction entre le CD36 et le
récepteur a I'insuline dépend des kinases FYN et est activée par les AGPI (Samovski
et al. 2018). Toutes ces données convergent vers des mécanismes ou CD36 module

Pentrée des AG mais surtout leur devenir dans la cellule.

b. Réponse inflammatoire dans les macrophages

Dans les macrophages, la liaison des LDL-Ox au CD36 entraine 'accumulation des
AG dans les macrophages. Cette liaison active également la voie NFxb, et déclenche
Paugmentation de ROS, la sécrétion de cytokines et la formation de cellules
spumeuses (Chen et al. 2019; Podrez et al. 2002; Stewart et al. 2010). CD36 régule
donc des phénomenes inflaimmatoires a lorigine de la formation de plaques

d’athéromes et donc précurseurs du développement des maladies cardio-vasculaires.

Le CD36 est également impliqué dans la réponse aux bactéries Gram-. En effet,
I'abolition de lexpression de CD36 dans des macrophages en culture inhibe la
production de ROS induite par une protéine de la paroi bactérienne (le canal OmpU
outer membrane protein U)de Vibrio cholerae (Prasad, Dhar, and Mukhopadhaya 2019), ce
qui suggere un role clé du CD36 dans la détection de cette protéine. De plus, des co-
cultures d’adipocytes et de macrophages ont permis de mettre en évidence que le

CD36 modere la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires en réponse aux LPS (Cai

et al. 2012; Prasad et al. 2019).

CD36 semble aussi impliqué dans Dlinternalisation des Gram-, puisque
Iinternalisation de Escherichia coli et la réponse inflammatoire a son LPS sont
dépendantes de l'interaction entre CD36 et TLR4 (Cao et al. 20106; Plociennikowska

et al. 2015; Stewart et al. 2010).
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Il a aussi été observé que CD36 module également la réponse inflaimmatoire aux
bactéries Gram+, notamment a linfection dermique par Staphylococcus aureus

(Castleman et al. 2015; Hoebe et al. 2005).

Méme si la liaison du CD36 a ces composés bactériens n’a pas été complétement
caractérisée, I’ensemble des études s’accorde a dire que les ligands induiraient
I'assemblage d’un hétérodimere entre CD36 et au moins un TLR puis P'activation de
I'inflammasome NLRP3 (NOD-/ike receptor, pyrin domain containing 3). Les TLR et le
CD36 sont des protéines membranaires retrouvées conjointement dans les raffs. Ce
mécanisme aboutirait a la sécrétion de cytokines par les macrophages (notamment
d’IL1B3, TNFa, 116 ou IL10) (Kagan and Horng 2013; Sheedy et al. 2013; Stewart et
al. 2010; Zhao et al. 2019). De fagon tres intéressante, une étude suggere que le CD36
pourrait inhiber la formation du complexe TLR/CD14 et au contraite inhiber la

sécrétion d’IL1B par les macrophages (Zoccal et al. 2018).

De plus, la liaison du CD36 a la thrombospondine-1 et au collagéne dans les cellules
endothéliales microvasculaires inhibe aussi I'angiogencse et module I'agrégation
plaquettaire (Silverstein and Febbraio 2009), ce qui lui confere un autre role dans la

réponse immunitaire.

Enfin, le CD36 est aussi nécessaire a la réponse inflammatoire a d’autres ligands
comme le pathogene Plasmodium falciparnm causant le paludisme, ou le peptide (-
amyloide impliqué dans la maladie d’Alzheimer. En effet, chez les animaux CD36-/-
P'activation des kinases ERK et JNK par P. faliparum et la sécrétion de TNFa
diminuent tandis que la mortalité suite a I'infection est augmentée (Cabrera et al.

2019; Patel et al. 2007; Thylur et al. 2017).

De méme, au niveau du cerveau, le CD36 active une cascade de signalisation

nécessaire a la réponse déclenchée par la liaison du peptide B-amyloide (Moore et al.

2002).
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Le CD306 est donc un récepteur qui médie la réponse inflammatoire a de nombreux
ligands dans différents tissus, par différents mécanismes. Notre équipe a également
démontré que le CD36 est nécessaire a la réponse inflammatoire induite par la
consommation &’AGPI (Traynard 2014), mais le role des différents types cellulaires

est encore imprécis (de Wit et al. 2008).

c. Détection des lipides dans la langue et ’hypothalamus
Comme déja décrit, le CD36 permet la détection tres précoce des lipides au niveau
de la sphere orale et déclenche une réponse physiologique caractérisée notamment
par Paugmentation des sécrétions digestives et par une modification de la prise

alimentaire (Abdoul-Azize et al. 2013; Khan et al. 2020).

Dans les neurones de hypothalamus ventro-médian, zone de la régulation de la
satiété. 'utilisation d'un ARN anti-sens contre CD36 réduit de 50% la hausse de
calcium intracellulaire et diminue Iexpression des peptides régulateurs de la prise
alimentaire (AGRP et POMC) (Le Foll et al. 2009, 2013; Moullé et al. 2013). Ainsi,
la derniere hypothése a ce jour est que, dans ’hypothalamus comme dans la langue,
le CD36 agisse comme un détecteur des AG en induisant une augmentation de
calcium intra-cellulaire nécessaire a lactivation de certaines zones cérébrales
impliquées dans la prise alimentaire (Cruciani-Guglielmacci and Magnan 2017; Le

Foll 2019; Magnan et al. 2015).

C. UN ROLE DANS LES FONCTIONS FONDAMENTALES INTESTINALES

Au niveau intestinal, le CD36 est exprimé dans les macrophages circulants, les
entérocytes, les cellules entéroendocrines et dans les cellules endothéliales. 11 n’est
pas exprimé dans les cellules a mucus, et aucune information n’existe a ce jour quant

a son expression dans les cellules m ou les cellules 7#f%.
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Plus particulierement, CD36 est fortement exprimé au niveau apical des entérocytes
de la partie proximale de Iintestin (duodénum et jéjunum), chez ’homme comme

chez la souris (Lobo et al. 2001; Masson et al. 2010; Poirier et al. 1996).

De nombreux travaux réalisés sur le modeéle CD36-/- ont permis de déterminer que
le CD36 est impliqué dans toutes les fonctions fondamentales de l'intestin, mémes si

les mécanismes sont encore imprécis.

a. Role dans la fonction endocrine

Comme déja décrit précédemment, la sécrétion des hormones CCK
(cholécystokinine) et SCT (sécrétine) par les cellules entéroendocrines est déclenchée
par les acides gras au niveau du duodénum (Tableau 7 p79) Or, il a été mis en
évidence que la sécrétion de CCK et de SCT en réponse aux lipides est réduite de

pres de 50%.

La sécrétion de ces hormones dépend aussi de l'augmentation du calcium
intracellulaire et du messager secondaire AMPc (Sundaresan et al. 2013). De méme,
la sécrétion du peptide satiétogene OEA (oleoyléthanolamide) en période post-
prandiale dépend du CD36 (Guijarro et al. 2010; Sundaresan et al. 2013).
Réciproquement, TOEA augmente ’expression intestinale de CD36 et 'absorption
de lipides (Schwartz et al. 2008). Davantage de travaux sont donc nécessaires pour
¢lucider les mécanismes impliqués dans le role du CD36 sur la sécrétion d’hormones.
Puisqu’il a été décrit un lien entre obésité et dysfonction du CID36, ces résultats
pourraient aussi contribuer a expliquer la modification du comportement alimentaire

chez les obéses.

Pourtant les souris CD36-/- présentent une prise alimentaire diminuée. Ceci poutrait
s’expliquer par un retard d’absorption intestinale qui déclencherait des mécanismes

de rétrocontrole regroupés sous le terme de frein iléal (Sclafani et al. 2007).
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b. Roéle dans la synthése et la sécrétion de chylomicrons

La question du role exact du CD36 dans 'absorption des lipides au niveau intestinal
ne fait pas encore consensus dans la communauté scientifique. En effet, certaines
études ayant mis en évidence que CD36 facilite 'absorption des lipides, on voit
encore aujourd’hui des auteurs présenter le CD36 comme un transporteur des lipides.
Pourtant, on sait depuis une vingtaine d’années que les souris CD36-/- en régime
normal ne présentent pas de défaut d’absorption des lipides ni d’hypertriglycéridémie

(Drover et al. 2005, 2008; Goudriaan et al. 2002).

Par contre, lorsque ces mémes souris sont soumises a un régime enrichi en lipides,
on observe un retard d’absorption des lipides caractérisé par un recrutement de

I'iléon, d’ordinaire peu impliqué dans absorption des lipides (Drover et al. 2005).

En outre, on observe chez ces animaux une sécrétion de CM jusqu’a 35% plus petits,
et dont 'épuration et la dégradation est retardée (Drover et al. 2005; Goudriaan et al.
2005; Masuda et al. 2009). Le CD36 controle donc bien I'absorption des lipides au

niveau intestinal, mais n’est pas nécessaire a I'entrée des AGLC dans les entérocytes.

En effet, la mesure des concentrations en AG dans la lumiére intestinale et le milieu
intérieur démontre que si le CD36 a un role primordial dans 'entrée des AG dans les
adipocytes ou les myocytes, il ne permet pas d’assurer entrée des AG dans les
entérocytes au cours de 'absorption (Cifarelli and Abumrad 2018). CD36 peut lier
les AGLC avec une affinité de 'ordre du nM et avec une steechiométrie de 1 mol
pour 1 mol ’AGLC. Cette affinité serait bien insuffisante pour assurer I'entrée des
AG dans les entérocytes au pic d’absorption. Il semble que I'affinité du CD36 pour
les AGCC etles AGCM soit tres faible ou nulle (Pepino et al. 2014; Suand Abumrad
2009).
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Enfin, les travaux menés par notre équipe ont confirmé 7z vivo et ex vivo (avec un
modcle d’anse intestinale isolée conservant toutes les caractéristiques physiologiques
de lintestin), que le captage des AGLC n’est pas diminué en absence de CD36.
I’équipe a démontré que la liaison des AGLC au CD36 active les kinases ERK1/2
dans lintestin et déclenche 'augmentation de I'expression des protéines clés MTP,
FABP1 et APOB48, stimulant la sécrétion de plus gros CM (Buttet et al. 2016; Tran
et al. 2011).

Pour rappel, la poly-ubiquitination du CD36 et sa dégradation sont nécessaires a cette
fonction et observables des 30 min a 1h apres la mise en contact des AGLC (Tran et
al. 2011). Ces résultats sont cohérents avec les travaux d’autres équipes (Drover et al.
2005; Love-Gregory et al. 2008; Masuda et al. 2009), et suggerent un role dans les

phases précoces de I'ingestion et de I'absorption des lipides.

c. Role dans le maintien de la barriére intestinale

Le CD36 n’est pas directement incorporé dans les jonctions serrées de I’épithélium
intestinal, mais les derni¢res données (non publiées) de notre équipe montrent que
les CD36-/- ont une perméabilité intestinale augmentée au FITC-Dextran(4kDa).
Cette perméabilité s’accompagne d’une diminution de ZO-1, protéine clé des
jonctions serrées (ZO-1) (Traynard 2014). Ceci a été confirmé par ailleurs et grace a
un modele de délétion spécifiquement au niveau des cellules endothéliales, il semble
que le CD36 des cellules endothéliales soit, au moins en partie, responsable de ce

phénotype (Cifarelli et al. 2010).

Toutefois, la question reste enticre sur le role du CD36 des autres types cellulaires
intestinaux, notamment des cellules épithéliales intestinales (IEC), sur le maintien de
la barriere intestinale au cours de 'absorption des lipides. En effet, comme développé
plus haut, Pabsorption des lipides mais aussi 'obésité sont étroitement liées a une

perméabilité intestinale (Genser et al. 2018; Ji et al. 2011; Zhang et al. 2018).
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d. Interactions avec le microbiote intestinal

Comme déja exposé précédemment, la dysbiose observée chez les patients et les
souris obéses est caractérisée par une augmentation du ratio Firmzicutes/ Bacteroidetes au
niveau caecal (Cani and Delzenne 2009; Ley et al. 2006). Au regard des données déja
publiées sur linteraction entre le CD36 et certains pathogenes, et des données
préliminaires de notre équipe (Baranova et al. 2012; Cao et al. 2016; Patel et al. 2007,
Thylur et al. 2017)(voir p137), le CD36 intestinal semble étre un bon candidat pour

étre un récepteur impliqué dans le maintien de I’écologie microbienne.

Les effets d’une déticience en CD36 sont donc visibles dans de nombreux organes,
chez ’homme et I'animal. Et le CD36 est directement associé au controle du
métabolisme énergétique, de 'endotoxémie, du stockage de lipides, de la prise
alimentaire ou encore des réponses inflammatoires. A échelle intestinale, le CD36 a
été associé a toutes les fonctions intestinales. Mais étant donné la nature ubiquitaire
du CD36, aucune donnée bibliographique ne permet de discriminer le role du CD36

des différents types cellulaires.
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Comme développé dans cette large revue bibliographique, 'épidémie mondiale
d’obésité est un probléeme complexe et on comprend bien I'intérét de la recherche

pour mieux comprendre et prévenir ce probléeme de santé publique.

Chez les obeses, on observe de nombreuses complications métaboliques pour
lesquelles I'intestin semble jouer un role fondamental. La dysbiose, la modification
des capacités d’absorption et 'endotoxémie métabolique ont une origine intestinale.
Mais comme nous lavons développé, Ihypertriglycéridémie post-prandiale,
Iinflaimmation bas-bruit, les troubles du comportement alimentaire ou encore la
modification du métabolisme du tissu adipeux pourraient aussi étre des
conséquences directes d’une perturbation intestinale. De plus, ’'adaptation intestinale
des capacités d’absorption a la composition du régime alimentaire semble jouer un

role fondamental dans I’étiologie de Pobésité.

D’autre part, les lipides alimentaires sont fortement associés a toutes ces
perturbations. L’entrée de LPS, la sécrétion d’hormones satiétogenes
Ihypertriglycéridémie et la composition microbienne sont modulés par la
consommation de lipides. Les mécanismes d’absorption intestinale des lipides sont

donc en lien direct avec 'ensemble des complications associées a I’obésité.

Enfin, la protéine CD36 a un role fondamental dans le métabolisme des lipides
alimentaires. Chez ’homme comme chez Ianimal, la délétion du CD36 ou la
perturbation de ses fonctions peuvent modifier 'optimisation de I’absorption des
lipides, le métabolisme énergétique, le captage des lipides dans les cellules, ou encore
I’établissement d’une préférence alimentaire pour les lipides. De plus, le CD36
participe aussi a la détection bactérienne et a la médiation des réactions
inflammatoires. Et certains de ses polymorphismes ont été associés a un risque accru
de syndrome métabolique. Mais la contribution du CD36 intestinal sur 'ensemble de
ces facteurs est encore floue. Plus encore, les données bibliographiques actuelles ne
permettent pas de discriminer le CD36 des cellules absorptives, endocrines,

inflammatoires et endothéliales dans ces parametres.



OBJECTIFS DE LA THESE

Les cellules épithéliales intestinales (IEC) assurent a la fois la fonction absorptive,
endocrine et barriére de I'intestin, et sont en contact direct avec les nutriments et les
bactéries de la lumiére intestinale. L’objectif de mon travail de thése était donc de
déterminer le réle du CD36 des IEC dans la prise en charge des lipides alimentaires

et dans les perturbations métaboliques associées.

Notre hypothése de travail était que le CD36 des IEC, en détectant le contenu
luminal, contréle le métabolisme des lipides et participe a la mise en place de 'obésité

induite par les lipides alimentaires, et des complications associées.

Pour examiner cette hypothése, nous avons comparé des souris déficientes en CD36
uniquement au niveau des IEC avec des souris controles, males et femelles. Dans un
premier temps, nous avons étudié¢ le role du CD36 des IEC dans la prise en charge
des lipides alimentaires et dans I'installation de 'obésité apres une surconsommation
chronique de lipides. Puis dans un second temps, pour confirmer et expliquer
certaines de nos observations, nous avons étudié le role du CD36 dans I'adaptation
intestinale associée a la surconsommation de lipides. L’ensemble de ce travail a ainsi
permis de déterminer le role du CD36 des IEC dans I'installation de 'obésité et de

I'endotoxémie associées a la surconsommation de lipides.
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Quel est le role du CD36 des IEC dans la prise en charge des

lipides alimentaires et dans I'installation de 'obésité induite par

les lipides ?
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A. DONNEES PRELIMINAIRES

Nous avons élevé des souris CD36-ENT-FL et ENT-KO (fournies par 'équipe de

la Dr. Nada Abumrad, Washington University, St Louis, USA). Cette lignée a été
générée grace a la stratégie CRE/LoxP, ou 'enzyme de restriction CRE est exprimée

sous le contréle du promoteur de la villine Figure 34 (Cifarelli et al. 2010).

LoxP CD36 +/+ Animals WT CD36 Allele
loxP loxP
S |-
PrimerF =P~ 2116bp —————— €= PrimerR
x Villin-Cre Recombinase S . CreA CD36 Allele

loxP

[Bonil 5'am 1 3am

PrimerF =3 420bp | €= PrimerR

Figure 34 : Schéma de la construction génétique permettant la délétion du CD36
dans le modele ENT-KO
(Source : Cifarelli et al, 2016)

a. Matériel et méthodes

Nous avons d’abord caractérisé I'expression du CD36 dans notre modele. Pour ce
faire, des animaux males agés de 30 semaines ont été sacrifiés a jeun et PARNm /36
a été quantifié dans I'intestin, le tissu adipeux péri-épididymaire, le foie et les papilles

gustatives, par RT-qPCR.

L’intestin est prélevé comme spécifié Figure 35. Les segments intestinaux destinés a
la quantification des geénes sont ensuite ouverts longitudinalement sur glace et la
muqueuse intestinale est délicatement grattée et directement stockée a -80°C avant
extraction de PARN. Le reste du tissu intestinal (musculeuse) est jeté. Les segments
intestinaux destinés a la microscopie sont d’abord incubés dans du formol 4%,
déshydratés et inclus en paraffine pour permettre de réaliser des coupes histologiques

de 5um (plateforme CelllmaP, Université de Bourgogne).
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Les coupes sont ensuite déparaffinées et réhydratées dans des bains successifs de
xylene et éthanol. Les épitopes sont ensuite démasqués par un traitement de chaleur

(15min a 100°C) en milieu acide (10mM de trisodium citrate, pH 0).

Apres lavages et blocage en BSA 10%, les coupes sont incubées avec l'anticorps
primaire anti-CD36 (#AF2519, R&D system) dilué en BSA 5%, sur la nuit. Une
coupe témoin est incubée dans une solution de BSA 5% sans anticorps. Apres
lavages, anticorps secondaire fluorescent (Alexa568 rouge, A11057, Invitrogen) est
incubé 1h a 'abri de la lumiere. Aprés lavages, une coloration supplémentaire au

Hoechst (bleu) a été réalisée afin de localiser les noyaux cellulaires.

RT-qPCR ou WB

- A

7

PROXIMAL |
Estomac i

DISTAL

Duodénum Célon

1/3

N \
<+——> <+——>
5cm lcm

@ \
Figure 35 : Schéma de la méthode de segmentation de l'intestin
Apres prélevement de I'intestin, les 5 premiers centimeétres sont jetés puis I'intestin restant
est divisé en 3 portions de longueur égales. Le premier centimetre du jéjunum est traité

pour les observations microscopiques, tandis que le reste de l'intestin sera traité pour des
analyses d’expression des genes en RT-qPCR ou d’expression des protéines en Western

Blot (WB).

b. Résultats
Chez les ENT-KO, ’ARNm ¢/36 est indétectable dans la muqueuse du duodénum
et du jéjunum, et trés peu exprimé dans I'iléon, par rapport aux animaux CD36-ENT-
FL Figure 36 A. En revanche, les niveaux d’ARNm ¢/36 sont identiques entre les

ENT-KO et les CD36-ENT-FL dans les autres tissus explorés igure 36 A.
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L’observation du CD36 en immunofluorescence montre que chez les CD36-ENT-
FL, le CD36 est bien exprimé dans les cellules endothéliales et épithéliales tandis qu’il
est délété uniquement des cellules épithéliales chez les ENT-KO Figure 36 B, ce qui

confirme les premiers résultats obtenus sur cette lignée (Cifarelli et al. 2010).

Les données de la littérature actuelle permettent de recenser les IEC qui expriment
la villine et celles qui expriment le CD36. En croisant ces données Tableau 13, nous
pourrions considérer que la délétion du CD36 chez les ENT-KO est limitée aux

entérocytes et aux cellules entéroendocrines.
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©
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Figure 36 : Dans le mode¢le ENT-KO, la délétion en CD36 est limitée aux cellules
de 1'épithélium intestinal.

A) Expression relative de PARNm cd36 évaluée par RT-qPCR, dans la muqueuse
intestinale, dans le foie, dans le tissu adipeux péri-épididymaire (TAPE) et dans les papilles
gustatives. B) Expression du CD36 évalué par immunofluorescence sur des coupes
transversales de jéjunum proximal. Les fleches localisent le marquage CD36 dans les cellules
épithéliales et/ou endothéliales.
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Tableau 13 : Détermination théorique des IEC différemment affectées chez les
ENT-KO et les CD36-ENT-FL

Différence entre
Type cellulaire épithélial Villine CD36 CD36-ENT-KO et
CD36-ENT-FL ?
Cellules de Paneth Oui Non Non
Cellules progénitrices Oui Non Non
Entérocytes Ou Ou Ou
Cellules enteroendocrines Ou Ou Ou
Cellules caliciformes Oui Non Non
Celles Tuft Non ? Non
Cellules M ou Microfold ? ? ?

B. PUBLICATION SCIENTIFIQUE

Afin de déterminer le role du CD36 des IEC dans I’étiologie de I'obésité en cas de
surconsommation de lipides, nous avons étudié les parametres physiologiques clés
de la maladie, apres un gavage d’huile chez les souris ou aprées un régime enrichi en
lipides. Pour tous les gavages et les régimes, I'huile utilisée est huile Isio 4 (Lesieur),

composée ’AGLC et équilibrée entre AG n-9 et n-6 Tableau 14.

Tableau 14 : Sources et composition en acides gras de 1'huile isio4

couA Acide Gras g/100g
471 C18:1n-9 Acide oléique 53.7
TOURNESOL

kY] C18:2 n-6 | Acide linoléique 36.0
C18:3 n-3 |Acide a-linolénique 4.9

OLEISOL ()

51 C16:0 Acide palmitique 4.8

uN C18:0 Acide stéarique 2.6
) C18:1 n-7 | Acide vaccénique 1.6

L’ensemble de ces résultats fait objet d’un article soumis, qui est présenté dans son
intégralité ici. Dans cet article intitulé “Intestinal epithelial CD36 protects from
obesity and endotoxemia associated with lipid absorption”, nous montrons que
le CDD36 des IEC est impliqué dans la régulation des fonctions intestinales au cours
de I'absorption des lipides et dans I'installation de obésité apres un régime riche en

lipides.
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b. Summary

Intestinal dysbiosis, increased permeability and intestinal inflammation are the
hallmarks of obesity, highlighting the role of small intestine beyond providing with
calories. CD36 is a ubiquitous scavenger receptor that exhibits high binding affinity
for long-chain fatty acids and is highly expressed in enterocytes, endothelial and
immune cells. Interestingly, CD36-/- mice and humans with CD36 polymorphisms
have an impaired lipid absorption and higher obesity risks. To evaluate the role of
CD36 expressed by intestinal-epithelial cells (IEC) in obesity, we conducted
experiments on mice deleted in CD36 in IEC (ENT-KO) and control mice (ENT-
FL), under standard and high-fat diet conditions. We observed that ENT-KO mice
are more sensitive to diet-induced obesity. This phenomenon was associated with
impaired synthesis of TRL, enhanced endotoxemia, intestinal permeability, and
alterations in gut microbiota. The present study highlights that CD36 of IEC is a key

player in obesity.
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c. Introduction
Understanding the mechanisms underlying the development of the obesity epidemic
is a public health issue given its continued rise worldwide. Obesity is a consequence
of a disturbed energy balance mainly due to overconsumption of highly palatable and
caloric diets with high fat content. A slew of intestinal alterations are described in
obese patients including dysbiosis, increased permeability and intestinal
inflammation (Clemente-Postigo et al. 2019; Genser et al. 2018; Ley et al. 2005;
Monteiro-Sepulveda et al. 2015). This suggests that the small intestine (SI) and its
epithelium are key players in obesity onset and complications. Indeed, intestinal
epithelial cells (IEC) of the SI are essential for several obesity-related physiological
functions: nutrients absorption, secretion of orexigenic and anorexigenic peptides,
production of immunomodulatory factors, and tight junctions ensure the integrity of

the intestinal barrier.

Intestinal absorption of dietary fat leads to the secretion of triglyceride-rich
lipoproteins (TRL). TRL synthesis mainly occurs in the jejunum and first relies on
the lipidation by the microsomal transfer protein (MTP) of one apolipoprotein B48
(APOB48) per TRL particle (Buttet et al. 2014). Then, other apolipoproteins like
APOA4, APOC2 and APOCS3 are incorporated to the TRL during its maturation
before its secretion into the lymph. It is well known that the composition and the
size of TRL affect their clearance (Jong et al. 1999; Martins et al. 1996; Xiang et al.
1999). Lipid absorption induces secretion by enteroendocrine cells of intestinal
hormones like glucagon-like peptide-1 (GLP-1), secretin (SCT) and cholecystokinin
(CCK), which modulate food intake and energy balance (Lu et al. 2019; Mansouri
and Langhans 2014). Moreover, lipid absorption also triggers intestinal inflammatory
responses and changes in microbiota composition (Martinez-Guryn et al. 2018;
Moreira et al. 2012). It is documented that the SI undergoes early adaptative changes
in response to high-fat diets (Singh et al. 1972) characterized by an increased
expression of mRNA encoding TRL synthesis (Petit et al. 2007; de Wit et al. 2008),

and the secretion of TRL with a different size and number (Buttet et al. 2010).
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Interestingly, this intestinal adaptation was associated with obesity resistance, but the
mechanisms involved remain unknown (Buttet et al. 2016; Kondo et al. 2000). Thus,
through its large array of functions, the SI could drive emergence of obesity not only
by providing calories to the organism but also by controlling several key metabolic

functions.

During lipid absorption, TRL can also transport lipopolysaccharides (LPS) from the
intestinal lumen to the plasma, leading to metabolic endotoxemia often described in
obese patients (Ghoshal et al. 2009; Vors et al. 2015). LPS are lipophilic molecules
located in the outer membrane of Gram-negative bacteria. Pro-inflammatory LPS
are derived mostly from the Profeobacteria phylum, whereas some anti-inflammatory
LPS are known to derive from Bacteroidetes phylum (Lin et al. 2020). The LPS
inflammatory response requires the recruitment of TLRs and CD14 and might
depend on the interactions between TLRs and the ubiquitous transmembrane

protein CD36 (Cao et al. 2016; Plociennikowska et al. 2015; Stewart et al. 2010).

In humans and mice, the scavenger receptor CD36 is expressed in macrophages,
adipocytes, IEC and taste bud cells. Several CD36 polymorphisms have been
associated with higher risks for obesity, metabolic syndrome, or dysregulations of
lipid metabolism (Love-Gregory and Abumrad 2011; Madrigal-Ruiz et al. 2016; Melis
et al. 2020). However, little is known about the mechanisms involved. In the gut,
CD36 is expressed in endothelial cells, enteroendocrine cells, immune cells and on
enterocytes of distal duodenum and jejunum, where it is located at the apical or
luminal facing side of the cells (Poirier et al. 1996). CD36-/- mice have a reduced
secretion of SCT and CCK (Sundaresan et al. 2013), and we demonstrated that they
have an impaired secretion of TRL and reduced intestinal capacity for adaptation
(Tran et al. 2011). Nevertheless, whether epithelial, endothelial or immune cells were
involved is still unknown. Finally, it has been shown that CDD36 acts as a lipid sensor
and triggers intracellular signaling (Hl-Yassimi et al. 2008; Silverstein and Febbraio

2009; Tran et al. 2011).
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In macrophages, CD36 is required for inflammatory responses involving IL-1(
cytokine, in response to some toxic components such as venoms or bacteria (Cabrera
et al. 2019; Zoccal et al. 2018). Based on its wide range of functions in lipid
metabolism and inflammation, we hypothesized that intestinal CID36 could play an

important role in the etiology of obesity.

To address this question, we probed the role of intestinal-epithelial CD36 by
investigating the phenotype of mice deleted for CD36 only in IEC (ENT-KO)
compared to control floxed mice (ENT-FL), under both normal and high-fat diet
conditions. Here, we demonstrate that CD36 of IEC controls intestinal adaptation,
the microbiota response and post-prandial endotoxemia associated with fat
absorption. Thus, IEC-CD36 might be an ally in fighting obesity not only by
controlling energy supply but also by controlling subsequent processing of nutrients

and generation of pro-inflammatory luminal molecules.

d. Results
ENT-KO wice have a disrupted energy balance and are more susceptible to HE-induced

obesity
To investigate the role of CD36 of IEC in energy homeostasis, we followed body

mass and composition and food intake of both ENT-KO and ENT-FL mice fed a
standard diet (STD) (3% of lipids), until 35 weeks old. ENT-KO and ENT-FL had

an identical body mass (BM), and body composition, with a trend towards more fat
mass in ENT-KO (+8%, ns) Figure 37 A. However, the ENT-KO had a significantly
lower food intake than ENT-FL mice Figure 37 B, which suggested an altered energy

balance and an apparent propensity to gain weight in ENT-KO mice.

We measured 24h energy expenditure (EE), substrate usage, and locomotor activity
for both mice groups. Both dark and light measurements showed that, when fed a
STD diet, ENT-KO mice spent less (-15% daily) energy than control mice Figure 37
C.
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This difference was not associated with different substrate use since RER values were
all close to 1, indicating carbohydrates were the major energy source for both groups.
Unexpectedly, the ENT-KO mice had lower total daily locomotor activity Figure 37
D-E. This lower activity did not relate to differences in anxiety nor depression since

open field tests showed no difference in the behavior of ENT-KO and ENT-FL

mice (data not shown).

To turther evaluate energy balance parameters, we compared caloric intake with fecal
caloric content to explore net caloric absorption. Since lipids are ligands of CID36 we
also explored net lipid absorption. When fed a STD diet with 3% lipid content, ENT-
KO mice did not show a difference in caloric nor lipid absorption efficiency as
compared to ENT-FL mice Figure 37 I'-G. Moreover, the percent of triglycerides in
fecal lipids trended lower for ENT-KO than ENT-FL mice (-20%, p=0.24),
suggesting that ENT-KO mice might have a slightly decreased capacity to digest
triglycerides IMigure 37 H. To evaluate contribution of IEC CD36 to the etiology of
high fat diet induced obesity, we fed ENT-KO and control mice a homemade high
fat diet (HF, 40% of lipids from a vegetable oil) for 10 weeks.

Interestingly, after 10 weeks of HF diet, both ENT-KO and ENT-FL mice gained
body mass (+10%) but ENT-KO did gain significantly more fat mass than control
mice (+60.9% vs +32.7%, p<0.05) Figure 37 I-]. Consistent with what was observed
under STD diet, this was associated with a decreased food intake IMigure 37 I, and no
difference in net lipid nor caloric absorption (data not shown). However, unlike
under STD diet, no difference in EE, or locomotor activity was observed between
ENT-KO and ENT-FL mice fed a HF diet, and RER were similar between groups

(data not shown).
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Figure 37 : ENT-KO mice have a disrupted energy balance and food intake and
are more susceptible to HF-induced obesity.
(A) Basal body mass and composition. Body composition was explored by EchoMRI. (B)
24h-long cumulative food intake and mean of total 24h food intake for 7 days. (C) Energy
expenditure in light, dark and daily periods normalized as described in material and methods
section (D) Respiratory Exchange Ratio (RER). (E) Total locomotor activity. (C-E)
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experiments were performed with CLAMS apparatus (Columbus, Instr.). (F) Energy
content in feces explored with direct calorimetry. (G) Lipid content in feces after a Folch’s
extraction. (H) Percentage of triglycerides among those fecal lipids. (I-]) Evolution of (I)
body mass and (J) fat mass for 10 weeks of high fat diet; n=8-10 per group. Results are
expressed as mean £ SEM. P-values are results of Mann-Whitney tests. * p < 0.05, ** p <
0.01, and *** p < 0.001 for ENT-KO vs ENT-FL mice comparison; § p < 0.05, $$ p <
0.01, and $3$ p < 0.001 for intra ENT-FL group comparisons; # p < 0.05, ## p < 0.01,
and ### p < 0.001 for intra ENT-KO group comparisons.

Because ENT-KO mice showed a propensity to gain weight and particularly fat mass
Figure 37, we also explored plasmatic insulin levels both under STD and HF diet.
Fasting insulinemia trended higher in ENT-KO than ENT-FL mice (p=0.13) fed a
STD diet Tableau 15 and calculation of the HOMA-IR suggested that ENT-KO
mice might be more insulin-resistant than control mice (p=0.11). Interestingly, under
HF diet, insulinemia was higher in both ENT-KO and ENT-FL mice but the
HOMA-IR trended lower in the ENT-KO mice (p=0.27) Tableau 15. Thus, the
increased propensity to store lipids in adipose tissue described in ENT-KO mice

could be a consequence of a diet dependent alteration of insulin regulation.

Tableau 15 : Key physiological parameters are dysregulated in ENT-KO mice
WAT : white adipose tissue ; HOMA-IR : Homeostasic model assessment of insulin
resistance ; n=8-10 per group

CD36-ENT-FL CD36-ENT-KO CD36-ENT-FL CD36-ENT-KO

p-value p-value
mean SEM  mean SEM mean SEM  mean SEM
STD DIET 10 weeks of HIGH FAT DIET
Epidydimal WAT mass (% of BM)  1.76  +/- 0.2 165 +/- 03 0.79 4.1 +/- 0.3 479 +/- 05 0.23
Liver mass (% of BM) 3.76  +/- 0.1 343 +/- 02 0.11 423 +/- 0.3 376  +/- 0.1 0.21
Intestine mass (% of BM)  3.24  +/- 0.1 347 +/- 03 0.48 83 +- 0.4 322 +/- 03 0.87

Vill height (um)  511.7 +/- 13.8 509.7 +- 92 0.9
Fasting glycemia (mg/dL) 7571 +/- 3.0 84.65 +- 44 007 | 2078 +- 7.7 2036 +- 39 066
Fasting insulinemia (ng/L) 33.36 +- 7.1  83.67 +- 30.0 013 | 1759 +- 214 1178 +- 29.7 0.3

HOMAIR 165 +- 04 429 +- 15 0.11 235 +- 35 1658 +- 48 027
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ENT-KO exhibit low spontaneous gustatory preference for far
CD36 has been located in taste bud cells and it has been reported to be involved in
spontaneous fat preference (Laugerette et al. 2005). To understand if the lower food
intake described in ENT-KO mice under both diets could be a result of a low fat
preference, we first evaluated /36 mRNA levels in papillae of fasted ENT-KO and
ENT-FL mice and as expected, no difference was detected Figure 38 A. To further
understand the origin of the lower food intake in ENT-KO, we evaluated the short-
term preference for both sweet and fatty solutions (2.5% of the same oil used in HF

diet) using lickometers (Chevrot et al. 2013).

While there was no difference for sweet solution, ENT-KO mice licked significantly
less the fatty solution than controls after both 1min and 5min Figure 38 B, suggesting
a lower attraction for lipids in ENT-KO. To evaluate the long-term lipid preference,
we submitted the same mice to a two-bottle choice comparing a fatty solution (0.5%
of the same oil) with a control solution for 16h-long. Interestingly, oil preference
significantly developed over time in control mice, while no evolution appeared in
ENT-KO mice Figure 38 C. Because ¢/36 mRNA levels were identical in gustative
papillae of ENT-KO and control mice Figure 38 these data suggested that CD36 of
IEC could contribute to lipid food preference. Since it has been previously described
that CD36 could modulate the circulating levels of anorexigenic hormones
(Sundaresan et al. 2013), we then performed an intragastric load of the same oil and
measured plasmatic levels of GLP-1, SCT and CCK 30min after. Consistent with our
previous observations on insulinemia and food intake, anorexigenic GLP-1 tended
to be higher in ENT-KO than ENT-FL mice (p=0.13) Figure 38D. SCT levels also
tended to be higher (p=0.25) but no difference was detectable on CCK levels.
Together, these alterations might relate to the reduced food intake observed in ENT-
KO mice, specially under HF diet. Overall, the data suggested that CD36 of IEC
might control food intake and lipid storage, without altering EE, activity, nor global
lipid absorption. Yet, this global approach did not provide information on intestinal

capacities to secrete triglyceride rich lipoproteins (TRL).
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Figure 38 : ENT-KO have a lower spontaneous gustatory fat preference under
STD diet.

(A) Level of cd36 mRNA in tongue papillae analyzed by RT-qPCR. Samples from 3 mice
pet genotype were pooled to reconstitute n=4 measures/group. (B) Cumulative licks of a
solution with 2% of a commercial vegetable oil 1min and 5min after presentation, using a
lickometer. (C) Evolution of fat preference evaluated with a two-bottle test comparing a
0.5% oil solution with a control solution, 1h, 2h, 4h and 16h after presentation. n=15 per
group, results are expressed as mean = SEM. P-values are results of Mann-Whitney tests, *
p < 0.05, ¥ p < 0.01, and ** p < 0.001 for ENT-KO vs ENT-FL mice comparison; § p
< 0.05, $$ p < 0.01, and $$$ p < 0.001 for intra ENT-FL group comparisons; # p < 0.05,
## p < 0.01, and ### p < 0.001 for intra ENT-KO group compatrisons.
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ENT-KO have an impaired TRL secretion under both STD and HF diets

To address this question, an intragastric bolus of 0.5mL of the same commercial oil
was given after an overnight fasting, to both ENT-KO and ENT-FL mice fed a STD
diet. To evaluate intestinal secretion capacities, the lipid load was preceded by an
injection of a LPL inhibitor (tyloxapol, 500mg/kg) as previously described (Petit et
al. 2007). Blood samples were collected at different times and mice were sacrificed
either fasted or 4h after the lipid load. Interestingly, stomachs of 4h-loaded ENT-
KO mice were significantly heavier than stomachs of 4h-loaded control mice, while
there was no difference between the groups sacrificed after fasting igure 39 A. No
other difference in organs’ mass was observed between ENT-KO and ENT-FL mice
Tableau 15. This suggested a delayed gastric emptying in ENT-KO mice and thus a
delayed digestion.

Then, we investigated intestinal quantitative secretion capacity by measuring TG in
blood samples 1h, 2h and 4h after lipid load. Interestingly, when fed a STD diet,
ENT-KO showed increased capacity to secrete lipids compared to ENT-FL mice
Figure 39 B. Both ENT-FL mice and ENT-KO mice secreted TG in a regular
manner over time but ENT-KO secreted significantly faster (7.59g/L/h in ENT-FL
vs 9.32¢/1./h in ENT-KO, p=0.03, data not shown), thus showing no decrease in

quantitative TG secretion efficiency by the SI during lipid absorption.

We also investigated intestinal qualitative secretion capacity by measuring TRL size
using dynamic light scattering (DLS), 2h and 4h after lipid load. There was no
difference in the net size of secreted TRL between groups, neither at 2h nor at 4h.
But there was a significant increase of TRL size distribution between 2h and 4h only
in ENT-FL mice but not in ENT-KO mice Figure 39 D-E. This confirmed previous
observations that in control mice, the TRL secreted are larger and larger during
absorption (Buttet et al. 2014; Cartwright and Higgins 2001), and showed that this

qualitative adaptation requires CD36 of IEC.
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Hence, since the quantity of TG was higher in ENT-KO compared to ENT-FL mice
Figure 39 B, with no increase in the net size of the TRL Figure 39 A, we hypothesized
that ENT-KO mice might secrete more TRL than control mice. To explore this
hypothesis, we measured plasma APOB48 protein levels which are proportional to
the number of TRL (Cartwright and Higgins 2001). As expected, ENT-KO mice had
increased circulating levels of APOB48 than ENT-FL mice IMigure 39 IY. Thus, we
concluded that ENT-KO mice had a qualitative defect of short-term optimization
of secretion, characterized by secretion of more TRL of the same size. Interestingly,
this was not associated with any difference in triglyceridemia Figure 39 C, although

ENT-KO tended to have lower levels of TG when we explored triglyceridemia after
a lipid load with no LPL inhibitor.

Then, to determine if ENT-KO mice have the same defects under HF diet, we
reproduced the same conditions of lipid load preceded by an LPL inhibitor injection,
in mice fed a HF diet for 10 weeks. Contrary to what was observed under STD diet,
4h after lipid load, stomach masses were identical between ENT-KO and ENT-FL
mice (data not shown), suggesting no obvious differences in gastric emptying. Unlike
under STD diet, analysis of the quantity of TG secreted showed no difference
between groups under HF diet Figure 39 . Nevertheless, calculation of the quantity
secreted per hour showed that both strains tended to secrete more over time
(5.1g/L/h between Oh-1h »s 8.8g/I./h between 1h-2h, p=0.03 for ENT-FL,;
5.4g/L/h between Oh-1h »s 8.5g/L/h between 1h-2h, p=0.06 for ENT-KO) (data
not shown). This demonstrated that under HF diet, a quantitative adaptation of
secretion occurs during lipid absorption. Again, this was not associated with any
difference in triglyceridemia, but ENT-KO tended to have higher levels of TG
Figure 39 H.
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Figure 39 : ENT-KO mice have an impaired TRL secretion both under STD and

HF diets.

(A) Stomach mass of STD-fed animals after fasting (Oh) and 4h after an intragastric oil load
(4h). (B) Plasma triglyceride secretion evolution after an oil load and an injection of an LPL
inhibitor (tyloxapol, 500 mg/kg) in STD-fed animals. (C) Plasma triglyceride concentration
evolution after a lipid load in STD-fed animals. (D) Relative plasmatic APOB48 protein
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level standardized by total plasmatic protein level, 2h and 4h after lipid load in STD-fed
animals. (E) Plasma triglyceride secretion evolution after an oil load and an injection of an
LPL inhibitor (tyloxapol, 500 mg/kg) in HF-fed animals. (F) Plasma triglyceride
concentration evolution after a lipid load in STD-fed animals. (G-J) TRL distribution in the
plasma and mean TRL diameter estimated using DLS in mice injected with an LPL inhibitor
(tyloxapol, 500 mg/kg) 2h and 4h after lipid load, in (G) STD-fed ENT-FL, (H) STD-fefd
ENT-KO mice, (I) HF-fed ENT-FL and (J) HF-fed ENT-KO mice. n=8 per group, results
are expressed as mean £ SEM. P-values are results of Wilcoxon tests for paired analysis
and Mann-Whitney tests for unpaired analysis ; * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001
for ENT-KO vs ENT-FL mice comparison; § p < 0.05, $$ p < 0.01, and $$$ p < 0.001 for
intra ENT-FL group comparisons; # p < 0.05, ## p < 0.01, and ### p < 0.001 for intra
ENT-KO group comparisons.

As described under STD diet, analysis of the qualitative secretion by DLS showed
that the size of secreted TRL significantly increased over time in control mice but
not in ENT-KO mice Figure 39 [-]. Also, ENT-KO tended to secrete more
APOB48 4h after lipid load than ENT-FL mice (p=0.35, data not shown). Oil-red
O staining of the jejunum portions showed increased retention of TG in ENT-KO
compared to controls (data not shown). Taken together, these data demonstrated
that ENT-KO mice had impaired fat absorption, characterized by a defect in
optimizing TRL size and instead increasing the number of secreted TRL, both on
STD and HF diets. This suggested that ENT-KO had an altered adaptation to the
lipid content of the diet, which might explain the increased capacity for adipose

storage Iigure 37 I-].
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ENT-KO mice exhibit altered mRINA expression involved in TRL. synthesis.
Intestinal capacity to absorb lipids depend on both intestinal surface and levels of
genes involved in the TRL synthesis (Buttet et al. 2014). Under STD diet, histological
approach on jejunal cross sections showed no difference in villi size, neither at fasted
state (data not shown) nor 4h after lipid load Tableau 15, suggesting that the
absorption surface was similar in both mice. So, to understand the mechanisms
involved in the impaired TRL secretion, we investigated gene expression in the
jejunal mucosa, the major site of lipid absorption, in STD-fed animals. Mice were
sacrificed either before lipid load or 4h after, to allow us to investigate the lipid

response of key genes, using RT-qPCR.

Interestingly, in fasting mice, mRINA levels of apob (encoding for total APOB), mt#p
(encoding for MTP), apoc2 and apoc3 (key genes modulating TRL clearance), were all
lower in the ENT-KO jejunal mucosa than in that of controls Figure 40 A suggesting
a basal difference in lipid absorption capacity. Moreover, lipid-induced regulation of
TRL secretion genes was altered in ENT-KO mice igure 40 B. Particulatly, apob
was up-regulated by lipids in ENT-KO mice, consistent with our observations of
increased secretion levels of APOB48 protein Figure 39 A. Besides, lipid induced
increase of m¢p mRNA tended to be lower in ENT-FL (x3.84 p=0.01) than in ENT-
KO (x 4.78, p<0.001). Indeed, it has been previously reported that mucosal mRNA
levels are regulated as soon as 1h after lipid ingestion in wild-type mice (Buttet et al.

2016).

Thus, based on the results in quantitative and qualitative secretion Ligure 39, we
speculated that ENT-KO mice could have a delayed lipid stimulation of key secretion
genes. This hypothesis was confirmed by western blotting clearly demonstrating that
MTP protein was significantly increased with lipid load in control mice, but not in
ENT-KO mice Figure 40 C. Finally, angp#/4 (encoding for a strong inhibitor of lipase
activity) was upregulated 4h after the lipid load in ENT-KO mice only Figure 40 B,
which might contribute to the delayed digestion observed in those animals Figure 39

A.
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Figure 40 : ENT-KO mice exhibit altered mRNA expression involved in TRL
synthesis.

(A) Relative fasting expression normalized to ENT-FL group and (B) lipid response
normalized to fasting groups of mRNA involved in TRL formation and clearance in jejunal
mucosa of ENT-FL and ENT-KO mice. Jejunal mucosa was scrapped, and total RNAs
were extracted, reversed transcribed and subjected to RT-qPCR analysis. Expression level
was normalized to 36b4. (C) Lipid response of microsomal transfer protein (MTP)
quantified by Western Blotting. Total proteins were extracted in jejunal mucosa and protein
levels were normalized to HSC70 and to fasting expression. n=8-10 per group; results are
expressed as mean = SEM. P-values are results of Mann-Whitney tests ; * p < 0.05, ** p <
0.01, and *** p < 0.001 for ENT-KO vs ENT-FL mice comparison; § p < 0.05, $$ p <
0.01, and $$$ p < 0.001 for intra ENT-FL group comparisons; # p < 0.05, ## p < 0.01,
and ### p < 0.001 for intra ENT-KO group comparisons.

ENT-KO wmice have an increased endotoxemia and an altered I.PS response

Because 1) it has been described that TRL can transport LPS from intestinal lumen
(Ghoshal et al. 2009), 2) we showed that CD36 of IEC controlled the optimization
of TRL synthesis and the obesogenic effect of the HF diet, and 3) obesity is often
associated with both increased levels of circulating LPS and intestinal permeability
(Vors et al. 2015), we raised the question that CD36 IEC could control postprandial

circulating LPS levels. Total LPS measured by quantifying 3-HM levels (De Barros
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ctal. 2015) was significantly increased during absorption in plasma of STD-fed ENT-
KO mice but not in ENT-FL mice Figure 41 A.

We then examined jejunal expression of LPS receptors #r4 and ¢d74. In the fasted
state, there were no differences in expression between the genotypes (data not
shown). However, while control mice displayed upregulation of #rf and ¢d14 by
lipids, this regulation was blunted in ENT-KO mice Figure 41 B. Moreover, specific
deletion of IEC CD36 also associated with greater upregulation of /76 mRNA in the
jejunum Figure 41 B suggesting intestinal inflammation during lipid absorption. We
then measured the lipid response of two tight-junctions key genes. Tjp7 encodes for
zonula occludens-1 (ZO-1) and oc/n encodes for occludin (OCLN). Lipids induced
the jejunal expression of #p7 only in control mice Figure 41 C. In contrast, mRNA
level of oc/n was diminished 4h after the lipid load in control mice, whereas it was
increased in ENT-KO mice Figure 41 C. Analysis of protein level showed a
significant increase with lipids only in control mice Figure 41 D, suggesting that the
regulation of oc/n expression in response to lipids was delayed in ENT-KO mice. All
together, these results suggested that ENT-KO mice had an altered intestinal

permeability to microbial LPS.

To understand whether CD36 affects the intestinal capacity to absorb exogenous
LPS beyond absorption periods, we subjected fasted ENT-KO and ENT-FL mice
to a fluorescent-LLPS intragastric load, courtesy of Dr. T. Gautier (Duheron et al.
2014). As soon as 1h after the gavage, fluorescent-LPS was more absorbed by ENT-
KO than ENT-FL mice, Figure 41 E, and calculation of the area under the curve
confirmed a global permeability all along the experiment (2.3 for controls vs 4.6 for

ENT-KO, p=0.02).
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Figure 41 : ENT-KO mice have an increased endotoxemia and an altered LPS
response under STD diet

(A) Lipid response of plasmatic levels of total LPS, quantified with 3-HM measurement (B)
Lipid response of mRNA involved in LPS response in jejunal mucosa. Jejunal mucosa was
scrapped, total RNAs were extracted, reversed transcribed and subjected to RT-qPCR
analysis. Expression level was normalized to 36b4 and fasting groups. (C) Lipid response
of tjpl encoding for ZO-1 and ocln encoding for occludin, major constituents of tight
junctions, quantified by RT-qPCR. (D) Lipid response of occludin analyzed by Western
Blotting. Total proteins were extracted in jejunal mucosa and protein levels were
normalized to HSC70 and to fasted group. (E) Plasmatic fluorescence after a single
intragastric bolus of 0.1 mL of exogenous fluorescent LPS-Bodipy (100ug/mL). (F) Lipid
response of key genes of the lipid metabolism in the WAT of ENT-FL and ENT-KO mice.
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Total RNAs were extracted, reversed transcribed, and subjected to RT-qPCR analysis.
Expression level was normalized to 36b4 and to fasted groups; n=8-10 per group; results
are expressed as mean £ SEM. P-values are results of Wilcoxon tests for paired analysis
and Mann-Whitney tests for unpaired analysis ; * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001
for ENT-KO vs ENT-FL mice comparison; § p < 0.05, $$ p < 0.01, and $$$ p < 0.001 for
intra ENT-FL group comparisons; # p < 0.05, ## p < 0.01, and ### p < 0.001 for intra
ENT-KO group comparisons.

Because LPS is known to modify lipid metabolism in the WAT (Clemente-Postigo
et al. 2019), we also compared postprandial regulation of key genes in the WAT of
STD-fed ENT-KO and control mice. In accordance with the observed postprandial
endotoxemia, lipid response of #rf and ¢d14, key genes of the LPS response, were
upregulated in ENT-KO mice compared to ENT-FL mice Figure 41 . We also
measured the lipid response of the transcription factor PPAR-a, an oxidative factor
known to reduce both inflammation and hypertrophy in the WAT (Guerre-Millo et
al. 2000; Tsuchida et al. 2005). Very interestingly, lipid response of ppar-a was
significantly lower in ENT-KO mice than in controls Figure 41 I, Taken together,
these data showed that IEC CD36 can modulate circulating LPS levels and

consequent tissue LPS response, both in the intestine and in the periphery.

Changes in jejunal microbiota occurring during lipid absorption are dependent on CD36 of

IEC.
Finally, because small-intestinal microbiota is particulatly sensitive to HF diets
(Martinez-Guryn et al. 2018), and the ENT-KO mice had increased LPS permeability
and LPS levels after a lipid intake, we explored how the same single intragastric bolus
of oil impacts the microbiota composition of the jejunum, a major site of CD36
expression. Both alpha- and beta-diversity were evaluated with different indexes. In
both ENT-KO and control mice, the intragastric bolus lowered alpha-diversity by
significantly lowering the richness of each sample (Observed index Figure 42 A,
Chaol index not shown) without altering evenness (Shannon index Figure 42 A,

Simpson index not shown). Beta-diversity analysis revealed that oil-intake modulated
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the microbial diversity in both ENT-KO and control mice (Unifrac index Figure 42

B-C, Jaccard not shown).

This demonstrated that lipid absorption triggers a global short-term modification of
microbial richness, and this modification is independent of the IEC CD36.
Comparisons of alpha- and beta-diversity between ENT-KO and ENT-FL mice at

each feeding state also did not revealed significant differences (data not shown).

However, LDA Effect Size (LEfSe) analysis represented with cladograms revealed
that changes in alpha- and beta-diversity were carried by different taxa in ENT-KO
than in ENT-FL mice. Particularly, the analysis of each taxa plot-features showed
that in ENT-FL mice, the oil-fed group significantly differs from the fasted group
by a decrease in the Desulfovibrionaceae family (gender unknown) (p=0.04) Figure 42
D, whereas in ENT-KO mice, lipid absorption is characterized by an increase of the

Desulfovibrionaceae family (p=0.01) Figure 42 L.

The different lipid response of this microbial family contingent on presence of
epithelial CDD36 is of interest since this family has been associated with both LPS
levels and obesity (Caesar et al. 2015; Liu et al. 2019). Thus, the altered acute response
of the microbiota to lipid absorption would explain the increased endotoxemia

described in ENT-KO mice.
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Figure 42 : Changes in jejunal microbiota occurring during lipid absorption are
dependent on CD36 of IEC.

(A) Alpha-diversity representing diversity within each sample. Observed index calculates
the diversity in terms of richness; Shannon index calculates the diversity both in terms of
richness and evenness. (B-C) Beta-diversity representing diversity between all individuals
and thus the distance between bacterial profiles, between fasted and force-fed ENT-FL (B)
and fasted and force-fed ENT-KO (C) mice. The beta-diversity distance is represented on
2 axes summarizing the entire distribution of all OTUs present in the samples as a
multidimensional scaling (MDS) ordination, according to the Unifrac method, which
calculates the diversity both in terms of OTU presence and OTU phylogenetic distance.
(D-E) Cladograms resulting from LEfSe (LDA Effect Size) analysis (genus and above
levels) between (D) fasted and oil-fed ENT-FL, and (E) fasted and oil-fed ENT-KO mice.
LEfSe robustly identifies features that are statistically different among groups. Cladograms
indicate the significant taxa which differ between the two compared groups (p<<0.05,
Wilcoxon-Mann-Whitney test). n=8-10 per group; results in (A) are expressed as boxplots
(median and interquartile). P-values are results of Kruskal-Wallis tests for alpha-diversity
and PERMANOVA tests (2000 permutations) for beta-diversity.

e. Discussion
Here, we discovered that IEC CID36 acting at several levels had a protective role with
respect to the etiology of HF diet-associated obesity. Epithelial CID36 is critical for
efficient secretion of TRL, although it does not affect total intestinal lipid absorption.
The optimization of secretion reduces damage to the epithelial barrier, lowers
endotoxemia and limits the relative abundance of the LPS and obesity-associated

microbial family Desulfovibrionaceae.

In ENT-KO mice, the HF diet led to more fat mass accumulation, despite lower
calorie intake IMigure 37, and neither EE, activity nor fecal lipid loss were modified
(data not shown). This suggested that CD36 from other organs might be involved in
the increased EE and activity previously described in CD36-/- mice (Koonen et al.
2010). The ENT-KO mice had a lower calorie intake under both STD and HF diet,
which supports a role of IEC CD36 in the control of food intake, and likely
contributes to the lower intake described in germline CD36-/- mice (Hajri et al.

2007).
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Interestingly, ENT-KO mice had a reduced acute preference for fat, despite similar
levels of CD36 mRNA in taste buds and long-term monitoring showed that the
increasing fat-preference over time was abolished in ENT-KO mice Figure 38. This
might reflect the importance of post-oral reinforcing actions of fat in food
preference, as suggested previously (Sclafani et al. 2007). In agreement with this, we
found several post-oral perturbations that might explain the impaired fat preference

and the susceptibility to obesity.

One perturbation we showed is that optimization of TRL synthesis is impaired in
ENT-KO mice, leading to continuous production of middle-sized TRL regardless of
dietary lipid content Figure 39. We cannot exclude that the delayed gastric emptying
observed in STD-fed ENT-KO contributed to this effect Figure 39 by limiting the
intestinal amount of TG for forming TRL. But since in HF-fed mice, stomach
weights did not differ between control and ENT-KO mice, the delayed gastric
emptying would not be the only explanation. Indeed, we showed that post-prandial
induction of several key proteins such as MTP was delayed in STD-fed ENT-KO
Figure 40, demonstrating that IEC CID36 coordinates TRL synthesis and secretion
to optimize efficiency of lipid absorption. This explains previous observations in
CD36-/- mice and supports the idea that CD36 controls MTP levels in eatly stages
of lipid absorption, probably via the ERK pathway (Drover et al. 2005; Nauli et al.
2006; Tran et al. 2011). A lower efficiency of fat absorption results in the retention
of TG in the jejunum of HF-fed ENT-KO (data not shown) and the recruitment of
the ileum portion for lipid absorption (data not shown). LPL activity depends on
both size, number, and composition of TRL (Jong et al. 1999; Martins et al. 1996;
Xiang et al. 1999), so the smaller and more numerous particles released in ENT-KO
mice would impair post-prandial fat metabolism. Interestingly, impaired TRL
secretion has previously been associated with a lower food intake and fat preference
(Mera et al. 2014). Thus, the impaired efficiency of TRL synthesis and fat absorption
could participate to the lower food intake and fat accumulation in ENT-KO. Fat-

induced secretion of intestinal hormones is also known to regulate food intake.



Résultats - Partie 1

We showed that blood levels of GLP-1 and SCT trended higher in ENT-KO than
controls IMigure 38. GLP-1 is an anorexigenic hormone involved in adipose tissue
metabolism, food intake and gastric emptying (Campbell and Drucker 2013; Kadouh
et al. 2020; Yongguo Li et al. 2018). The role of CD36 in GLP-1 secretion remains
unclear, but higher GLP-1 levels were reported in CD36-/- mice (Poreba et al. 2012),
Interestingly, there is evidence that LPS levels control GLP-1 secretion in

enteroendocrine cells and that GLP-1 is a marker of altered of intestinal barrier

(Lebrun et al. 2017).

Previous results on CD36-/- showed weakening of the intestinal battier, and we
discovered here that IEC CD36 controls the entry of luminal LLPS and the induction
of genes encoding LPS receptors Iigure 41. Plasma LPS levels are negatively
correlated with fat preference and food intake in mice (Becskei et al. 2008; Bernard

et al. 2019; Liu et al. 2010).

Thus, the impaired fat intake behavior described in ENT-KO Figure 38 could be
explained by increased LPS levels. High circulating LPS levels are often associated
with obesity in humans and mice (Ghoshal et al. 2009; Vors et al. 2015). LPS causes
inflammation of adipose tissue and modifies lipid metabolism toward storage
(Clemente-Postigo et al. 2019). Here we showed that in absence of CD30, higher
post-prandial LPS levels were associated with higher expression of LPS receptors in
adipose tissue and a lack of induction of PPARa, a marker of fat oxidation Figure 41.
Based on our results, we suggest that IEC CD36 controls LPS entry and

consequently protects against low-grade inflaimmation and fat storage.

Akiba and colleagues recently showed that LPS crosses the SI barrier either by a
transcellular or a paracellular route (Akiba et al. 2020). Our findings suggest that
elevated endotoxemia in ENT-KO was rather a result of an increased paracellular
permeability. We showed that during lipid absorption, IEC CD36 controls the

expression of tight-junction proteins Iigure 41.
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We previously demonstrated that CD36 triggers the activation of ERK1/2 in
intestinal cells (Tran et al. 2011), and ERK1/2 control the expression of ZO-1 and
OCLN (Aggarwal et al. 2011; Zhai et al. 2018). It has also been proposed that the
accumulation of TRL in the interstitial space could cause a transient alteration of
permeability and consequently an inflammatory response (Ji et al. 2011), as illustrated
by increased expression of 775 in the jejunum of ENT-KO Figure 41. Thus, we
propose that IEC CD36 controls the LPS response and intestinal permeability which
together limit LLPS entry. Yet, since circulating TRL carry LPS (Ghoshal et al. 2009;
Laugerette et al. 2012) and since there is evidence that intestinal permeability caused
by LPS also depends on TLR4 and CD14 recruitment (Guo et al. 2013), we cannot
exclude that CD36 of IEC also limits LPS entry by limiting its incorporation into
TRL. Further experiments will be needed to determine the exact role of CD36 of

IEC in LPS permeability.

Finally, our observations that changes in jejunal microbiota occurred during lipid
absorption were dependent on CD36 of IEC provides an additional explanation for
the LPS phenotype of ENT-KO mice. Intestinal absorption of dietary fat,
endotoxemia and jejunal microbiota are closely related (Martinez-Guryn et al. 2018).
In ENT-KO mice, the family of Desulfovibrionaceae was significantly increased during
lipid absorption, while it was significantly decreased in control mice Figure 42.
Desulfovibrionaceae is a family of the Proteobacteria phylum, major source of
proinflammatory LPS (Lin et al. 2020). This is consistent with our observations that
when LPS is increased in the lumen, it is more absorbed by ENT-KO than controls
Figure 41. Besides, increase of Desulfovibrionaceae have been associated with a higher
susceptibility to diet-induced obesity, both in humans and mice (Igarashi et al. 2020,
Jian et al. 2020). Conversely, decreased levels of Desulfovibrionaceae have been
associated with anti-obesity and anti-LPS effects in mice (Liu et al. 2019; Tsuji et al.

2020; J. Wu et al. 2020).
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A bevy of work showed that CD36 of macrophages, kidney cells and endothelial cells
can interact with LPS (Baranova et al. 2016; Hoebe et al. 2005; Triantafilou et al.
2007) and since CD36, TLR4 and CD14 are all located in lipid rafts, it is very likely
that IEC CD36 could acts as a pattern-recognition receptor to Gram negative-
bacteria (Patel et al. 2007; Prasad et al. 2019). Indeed, the lower induction of intestinal
alkaline phosphatase in jejunum of ENT-KO Figure 41 might suggest that CD36
could be involved in LPS detoxification mechanisms. Further experiments will be

needed to determine how CD36 of IEC controls the microbiota ecology.

In conclusion, we showed that the scavenger receptor CD36 expressed in IEC
controls TRL synthesis, endotoxemia, and changes in intestinal permeability and
microbiota that occur during lipid absorption. This is the first demonstration that
CD36 of IEC is involved in the etiology of obesity-associated inflammation and
endotoxemia. CD36 dysfunctions is a key feature of mice models of metabolic
syndrome (Buttet et al. 2016) and CD36 polymorphisms associate with the metabolic
syndrome in humans (LLove-Gregory et al. 2008; Love-Gregory and Abumrad 2011).
Our findings strengthen the hypothesis that among all organs where it is located,

CD36 of IEC is a key player in these associations.
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h. Material & Methods

Animals
ENT-FL and ENT-KO mice were generated from mice provided by Nada Abumrad
team (Washington University, Saint Louis Missouri, USA) (Cifarelli et al. 2016). All
animals were housed in a controlled environment (light from 7pm to 7am, constant
temperature and humidity) and fed a standard laboratory chow (RF21, Mucedola,
3% lipids) ad libitum. Male mice aged 30 weeks old were individually housed for 3
weeks and fed the same standard laboratory chow (n=16/group). Separately, 30
weeks old male mice were first fed a reconstituted diet with alipidic powder (Safe)
mixed with 3% w/w of a commercial vegetable oil (Isio4, Lesieur) for 7 days to
acclimatize. After that, mice were fed a HF diet reconstituted with 40% w/w of the
same commercial oil (Isio4, Lesieut) ad libitum for 10 weeks (n=8/group). Body mass
and 24h-food intake were followed weekly. Body composition was measured using
an EchoMRI body composition analyzer (Echo Medical Systems). All animal
protocols were in accordance with national guidelines and approved by the national
animal care and use committee (Comité d'Ethique de I'Expérimentation Animale

Grand Campus Dijon, CNEA, n°® 105). APAFIS#18338
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Fecal lipid analysis

One week before sacrifice, stools were collected for 24h. Lipids were extracted from
a 200mg aliquot of feces using the Folch’s method. After evaporating solvents, the
content representing the fecal lipid amount was weigh and dissolved in 350uL of a
tert-butanol mix. TG concentration was determined using a commercial kit (#80019,

Biolabo).

Direct and indirect calorimetry

Indirect calorimetry was performed using an open-circuit computer-controlled
system (Comprehensive Lab Animal Monitoring System, Columbus, Instr.). After
being acclimated for 7 days to the chambers, mice were individually tested during
24h. Energy expenditure was calculated and traditionally adjusted by metabolically

active mass (Even and Nadkarni 2012).

Feces were individually collected for 48h, stored at -80°C and direct calorimetry was
performed using a calorimeter (6400 automatic Isoperibol Bomb Calorimeter, Parr
Instrument Company, Moline, IL, USA). Approximately 1g of fecal samples were
oven-dried at 55°C during 48h to remove all moisture. For each 1g of fecal sample,
an aliquot of 0.2 to 0.3g was processed in the bomb calorimeter after adding a
combustible spiking agent (mineral oil) to ensure complete combustion of the entire
fecal sample. A heat of combustion value was obtained for each fecal sample in
calories per gram after 8 min. The value was corrected for combustion heat of the
spiking agent automatically and a final gross heat value was used for the fecal energy

content.
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Fat preference test

Licking behavior was studied with a lickometer, to analyze orosensory sensations.
After a water-deprivation of 16h, mice were individually subjected to 2 training
sessions with water to get them used to a new environment before the taste-testing
session. Each session lasted for 5 min after the first lick. During the test, mice had
access to a solution of 2,5% of oil (Isio4, Lesieur). The total number of licks were

individually measured for 1 and 5 min.

A two-bottle choice test was performed to study fat preference combining
orosensory sensations and post-ingestive cues. Animals were individually housed and
food restricted. At the beginning of the dark period (7p.m), mice were subjected to
a choice between a control solution (0.3% xanthan gum in water) or a fat solution
(0,5% Isio4, Lesieur in control solution). Fluid intake was measured for each bottle
after 1, 2, 4, and 16 hours. Consumption of each bottle and preference (i.e. ratio

between fat solution intake and total fluid intake) was calculated.

Oral Lipid Test and 1ipid Secretion Test

Animals were fasted overnight to remove any lipid content from the lumen. For oral
lipid test, animals received an intragastric bolus of 0.5ml of a commercial mixed
vegetable oil (Isio4, Lesieur). For lipid secretion test, animals first received an
injection of an LPL inhibitor (500pug/g of body mass, tyloxapol Bioxtra, #T0307,
Sigma) and received 5 minutes later, an intragastric bolus of 0.5ml of the same
vegetable oil (Isio4, Lesieur). Blood samples were collected from the orbital vein on
heparinized tubes before the intragastric bolus, and at different times after and

immediately centrifugated for biochemicals analysis.
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Biochemicals analysis

Plasma TG concentration was assayed using a commercial kit based on the GPO
reaction (#80019, Biolabo). Plasmatic insulin, total GLP-1, SCT and CCK
concentrations were determined using commercially available ELISA kits (#10-

1249-01 and #10-1278-01, Mercodia ; SCT-CEB075Mu-96 and CCK-CEA802Mu-

96, Cloud-Clone Corp) in accordance with the manufacturers’ protocols.

Plasmatic LPS quantification

Plasma total LPS concentration was assayed in diluted plasma by direct quantitation
of 3-hydroxytetradecanoic acid (3-hydroxymyristate or 3HM, 14C) by high
performance liquid chromatography coupled with mass spectrometry
(HPLC/MS/MS) (Endoquant® procedure, Lipidomic Platform, INSERM U1231,
Dijon, France), like previously described (De Barros et al. 2015). Briefly, 50 ul of
plasma spiked with 50 ng of internal standard (3-hydroxytridecanoic acid 10 mg/ml
in ethanol) was hydrolyzed (total 3HM) or not (unesterified 3HM) with 75 ul of NaCl
150 mM and 300 pl of HCI 8 mol for 4 h at 90°C. Free fatty acids were then extracted
with 600 ul of distilled water and 5 ml of hexane. 3HM molecules were indeed bound

to the lipid-A motif of LPS and allowed us to quantify circulating total LPS.

IRL size measurement

After lipid secretion test, plasmas were diluted to 0.2g/L. of TG and stored at room
temperature. TRL size distribution was estimated using dynamic light scattering
(DLS), with a Nicomp 380 (PSS Nicomp) at room temperature, on 200uL. of diluted
plasma for 10 minutes on automatic channel width mode, as previously described

(Buttet et al. 2010).
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T7ssues and intestinal mucosa collection.

Mice were sacrificed under isofluran anesthesia, before or 4h after lipid secretion test.
Small intestines were harvested by sectioning right after the pyloric sphincter and
right before the caecum. Immediately, small intestines were measured on ice: the first
5cm were thrown away and the rest were divided into 3 equal parts. Middle segments
were then opened lengthways and jejunal mucosa were gently scraped and
immediately placed in liquid nitrogen before storage at -80°C. Left peri-epidydimal
white adipose tissues, stomachs, and livers were harvested in a standardized manner

and placed in liquid nitrogen before storage at -80°C.

Taste bud isolation from circumvallate papillae :

Circumvallate papillae from ENT-FL and ENT-KO mice were isolated according to
previously published procedure (El-Yassimi et al. 2008). In brief the lingual
epithelium was separated from connective issue by enzymatic dissociation (elastase
and dispase mixture, 2mg/ml each in Tyrode buffer : 140 mM NaCl, 5mM KCL, 10
mM HEPES, 1mM CaCl2, 10mM Glucose , ImM MgCl2, 10 mM pyruvate , pH 7,4)
and papillae were dissected under a microscope. Samples from 3 mice were pooled

for mRNA analysis.

Gene expression analysis

For jejunal mucosa, total RNA were extracted from 50mg of tissue with 1ml Trizol
Reagent (Invitrogen Life Technologies). For WAT, total RNA were extracted using
a commercial kit (#36200, Norgen). Total RNA concentrations were checked and
0.5pg of total RNA were pretreated with DNase (DNase I amplification grade,
Invitrogen Life Technologies) and reverse-transcribed using the High Capacity
cDNA RT kit (Applied Biosystems). Finally, 10ng of cDNA were amplified by real-
time qPCR (Applied Biosystems StepOnePlus ™ thermocycler). The 3654 gene was
used as a housekeeping gene. Data was quantified using the 24“ method. For

detailed information on primers please see ey Resources Table.
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Western Blotting

Tissues were lysed on ice with a handheld homogenizer in lysis buffer A (containing
10 mM Tris-HCIl, 100Mm D-Mannitol, 5ul./mL antiprotease (#P8340-1ML, Sigma),
TuL/100ul Triton-X-100 (#103K0062, Sigma) and 10ul/mlL antiphosphatase
(#78428 Thermo Fisher), pH 7.5). Protein concentration of homogenized tissues
was determined using the Pierce protein assay (#23225, Thermo Scientific and 30ug
of proteins were subjected to electrophoresis on Stain-free gels (Bio-Rad). Proteins
were then transferred to stain-free membranes (Bio-Rad), incubated for 1h with
blocking buffer (5% bovine serum albumin in TBS-T), followed by incubation with
commercially available primary antibodies. Bound antibodies were revealed with
HRP-conjugated specific secondary antibodies using ECL substrate (Clarity Western
ECL Blotting Substrate, Bio-Rad). Quantification was performed using HSC70 as

reference. For detailed information on antibodies please see [Key Resources Table.

[ejunal microbiota analysis

Jejunal mucosa was gently scrapped as described above, immediately placed in liquid
nitrogen and stored at -80°C. Total bacterial DNA was extracted and microbial
population present in the samples was determined using next generation high
throughput sequencing of variable regions of the 16S rRNA bacterial gene as
described before (I.luch et al. 2015). Briefly, PCR amplification was performed using
16S universal primers targeting the V3-V4 regions of the 16S ribosomal genes
(Vaiomer universal 16S primers). Detection of the sequencing fragments was
performed with the MiSeq Illumina. Output reads were processed using the Vaiomer
bioinformatics pipeline according to the FROGS guideline (Escudié et al. 2018),
including quality-filtering, single-linkage clustering into OTUs with the Swarm
algorithm and taxonomic assignment. Specific filters regarding the length of

amplicons and the OTU abundance were applied.
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Intestinal permeability to I.PS-Bodipy
Animals were fasted 3h prior to an intragastric load of 0.1 mL of a solution of
100ug/mL of Bodipy-immunolabeled-LPS, couttesy of Dr. T. Gauthier and Dr. J.
Grober, Lipness team, U1231, Dijon (Duheron et al. 2014).

Statistical analysis

Data was presented as mean +/- SEM. Differences between groups wete analyzed
using paired t-tests (Student) for plasmatic assays over time and unpaired t-tests
(Mann-Whitney) for RNA assays. When comparisons were made across more than
two groups, ANOVA was performed. Statistical analysis was performed with
Graphpad Prism 8 (GraphpadSoftware). A p-value less than 0.05 was considered
statistically significant and coded as * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 for
ENT-KO vs ENT-FL mice comparison; § p < 0.05, §$ p < 0.01, and $$$ p < 0.001
for intra ENT-FL group comparisons; # p < 0.05, ## p < 0.01, and ### p < 0.001
for intra ENT-KO group comparisons.
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Reagent or resource Source Identifier

Antibodies

APOBA48 Santa Cruz | Cat# sc-11795;
Biotechnology | RRID:AB_2056951

HSC70 Santa Cruz | CatH# sc-7298 ;
Biotechnology | RRID:AB_627761

OCLN Thermofischer | Cat# 33-1500 ;
Scientific RRID:AB_2533101

MTP BD Cat# 612022 ;
Biosciences RRID:AB_399417

qPCR primers

36b4 Thermofischer | N/A

Fwd 5’- | Scientific

GCCACCTCGAGAACAACCC-3

Rev 5

GCCAACAGCATATCCCGAATC-3

Akp6 Thermofischer | Mm01285814 g1
Scientific

Angptl4 Thermofischer | Mm00480431_m]1
Scientific

Apoad Thermofischer | Mm00431814_m1
Scientific

Apob Thermofischer | Mm01545156_m1
Scientific

Apobec Thermofischer | Mm00482894_m1
Scientific

Apoc2 Thermofischer | Mm00437571_m1

Scientific
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Apoc3 Thermofischer | Mm00445670_m1
Scientific

Cdl4 Thermofischer | Mm00438094_g1
Scientific

Cd36 Thermofischer | N/A

Fwd 5’- | Scientific

GGCCAAGCTATTGCGACATG-3

Rev 5-

CCGAACACAGCGTAGATAGACC-

3

Cd68 Thermofischer | Mm03047343 _m1
Scientific

Dgat2 Thermofischer | Mm00499536_m1
Scientific

Fabpl Thermofischer | Mm00444340_m]1
Scientific

111b Thermofischer | Mm00434228_m]1
Scientific

Lipe Thermofischer | Mm00495359_m1
Scientific

Lpl Thermofischer | Mm00434764_m1
Scientific

Mzttp Thermofischer | Mm00435015_m1
Scientific

NiIrp3 Thermofischer | Mm00840904_m1
Scientific

Oclin Thermofischer | Mm00500912_m1

Scientific
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PPARa Thermofischer
Scientific

Frw 5-

AACGGCGTCGAAGACAAAGAG

CCCTACAACGAGATCAGTGTGC-3’

Rev

CAAAGCCTGGGATAGCCTTGG

Socs3 Thermofischer | Mm00545913 sl
Scientific

Tip1 Thermofischer | Mm00493699_m]1
Scientific

Tird Thermofischer | Mm00445273 m1
Scientific

Tnfa Thermofischer | Mm00443258 m1
Scientific

Chemicals

Tyloxapol BioXtra Sigma-Aldrich | #T0307, sc-255711

Xanthane Sigma-Aldrich | #11138-66-2

Triton-X-100 Sigma-Aldrich | #103K0062

Antiphosphatase Thermo Cat #78428
Fisher

Antiprotease Sigma-Aldrich | #P8340-1ML

Food components

STD diet RF21 Mucedola

Alipidic powder Safe U8958

Cellulose Arbocel B00 Safe #064254299

Isio4 oil Lesieur N/A
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Commercial assays

CCK-CEAS802Mu-96 ELISA Cloud-Clone | N/A
Corp.
SCT-CEB075Mu-96 ELISA Cloud-Clone | N/A
Corp.
GLP-1 NL-ELISA Mercodia Cat #10-1278-01
Insulin ELISA Mercodia Cat #10-1249-01
TG kit Biolabo Cat #80019
Pierce Protein Assay #23225 Thermo Cat #22660
Fischer
Scientific
Protease inhibitor cocktail
Clarity Western ECL  Blotting | Bio-rad
Substrate
DNase I amplification grade Invitrogen #18068015
Life
Technologies
High Capacity cDNA RT kit Applied 4369016
Biosystems
Fatty Tissue RNA purifaction kit Norgen #36200
Softwares
GraphPad Prism 8 GraphPad N/A
Software
Experimental models : Organisms
Mouse : CD36-ENT-KO and CD36- | Cifarelli et al, | N/A

ENT-FL

2016
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C. DONNEES COMPLEMENTAIRES A L’ARTICLE

a. Les ENT-KO en HI. présentent une rétention de lipides dans la

mugqueuse jéjunale

Nous avons déja montré qu’apres 10 semaines de régime HI40, les animaux ENT-
KO ont un défaut d’adaptation intestinale, qui se caractérise, comme chez les
animaux en régime STD, par un défaut d’adaptation de la taille des CM sécrétés au
cours de Pabsorption. Afin de savoir si ce défaut est aussi associé a une anomalie
quantitative de la sécrétion, un marquage des lipides par Oil-Red-O (ORO) a été
réalisé sur des coupes de jéjunum, 4h apres un gavage d’huile (plateforme CelllmaP,
Université de Bourgogne). Au prélévement des intestins, le premier centimetre du
jéjunum (voir Figure 35) est directement inclus dans du Tissue-Tek OCT (Sakura)
puis conservé a -20°C. Des coupes de 5 um sont ensuite réalisées (4/échantillon),
colorées a ’ORO et analysées grace au logiciel Visilog (André Bouchot, plateforme

CelllmaP, Université de Bourgogne).
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Figure 43 : Mesure des TG dans la muqueuse jéjunale 4h apres gavage, par
coloration Oil-Red O, chez des animaux préalablement nourris en HL pendant 10
semaines.

Le premier centimetre du jéjunum est inclus en Tissue-tek OCT puis des coupes de 5um
sont colorées a ’Oil-red O afin de marquer spécifiquement les lipides accumulés dans la
mugqueuse. L’intensité du marquage est analysée par le logiciel Visilog (CelllmaP, Université
de Bourgogne). La moyenne de la coloration est faite pour 4 coupes par individu ;
n=7/groupe ; les résultats sont donnés en moyenne +/- SEM. Les p-values sont les
résultats de tests de Mann-Whitney.
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En période post-prandiale, cette approche montre que les ENT-KO ont tendance a
accumuler davantage de lipides dans la muqueuse intestinale (p=0.09) Figure 43.
Cette approche confirme le retard de sécrétion de gros CM observé en régime HL et

en régime STD.

b. Les ENT-KO en HL présentent un défaut d’expression de ZO-1

Nous avons également montré qu’en régime STD, le CD36 controle 'expression de
certaines protéines clés des jonctions serrées Figure 41. Afin d’évaluer la perméabilité
intestinale en période post-prandiale chez les animaux nourris en HL, nous avons
mesuré Pexpression de la protéine ZO-1, au niveau de la muqueuse jéjunale 4h aprés
un gavage d’huile, par immunohistochimie (IHC). Apres préparation des coupes
comme détaillé p148, les épitopes sont démasqués par un traitement enzymatique
(protéinase K). Apres lavages et blocage en BSA 3%, les coupes sont incubées avec
Panticorps primaire anti-ZO-1 (61-73000, Invitrogen, gracieusement fourni par le
Dr. Alexandre Benani) et le marquage est révélé a I'aide du kit ImmPress (Vector
Labs, MP7401). La quantification du signal repose sur lattribution d’un score entre
1 et 5 pour l'intensité du marquage et la présence de structures caractéristiques en
nids d’abeille (Fanning et al. 1998). La préparation, le marquage et la mesure de son

intensité ont été réalisés par la plateforme CelllmaP (Université de Bourgogne).

En période post-prandiale, cette approche par IHC montre que la protéine ZO-1
tend a étre moins exprimée chez les ENT-KO que chez les controles Figure 44. Ceci
tend a montrer que le CD36 des IEC controle expression de protéines clés des
jonctions serrées en période post-prandiale également en régime HL, ce qui
corrobore les résultats obtenus par RT-qPCR et WB chez les animaux en régime
STD. Il serait également tres intéressant d’évaluer la perméabilité spécifiquement au
LPS chez ces animaux, afin de déterminer si la surconsommation chronique de

lipides affecte 'hyperperméabilité au LLPS observée chez les animaux nourris en

régime STD.
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intensité nid abeille total

Figure 44 : Mesure de la protéine ZO-1 par IHC en période post-prandiale, dans le
jéjunum proximal d’animaux préalablement nourris en HL pendant 10 semaines.
A) Quantification du marquage. B) Images représentatives pour chaque groupe. La protéine
Z0-1 est immuno-marquée (61-73000, Invitrogen) sur des coupes transversales de jéjunum
puis révélée et quantifiée par IHC (plateforme CelllmaP, Université de Bourgogne). La
semi-quantification de ZO-1 est faite a 'aveugle. Elle repose sur Iattribution d’un score
entre 1 et 5 pour l'intensité du marquage et la présence de structures en nids d’abeille
(Fanning et al. 1998). Les résultats présentés sont la moyenne de I'observation de 4 coupes
pat individu, +/- SEM ; n=7/groupe . Les p-values sont les résultats de tests de Mann-
Whitney
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Quel est le réle du CD36 des IEC dans les adaptations

intestinales apres un régime hyperlipidique ?
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A.LES FEMELLES ENT-KO SONT PLUS SUSCEPTIBLES A

L’AUGMENTATION DE MASSE GRASSE INDUITE PAR LES LIPIDES DES 3

SEMAINES
Compte-tenu du role protecteur du CD36 sur 'effet obésogene du régime HL apres
10 semaines de régime, nous nous sommes interrogés sur le role du CD36 dans
’'adaptation intestinale qui survient apres une surconsommation chronique de lipides.
Une expérience complémentaire a donc été réalisée chez des femelles du méme age.
Des animaux ont été soumis simultanément, soit a un régime normal (NL, 3% m/m,
Isio4, 3,15 kcal/g) soit au méme régime HL présenté précédemment (40% m/m,
Isio4, 5,5 kcal/g), pendant 3 semaines seulement. En effet, le régime HL est connu
comme déclenchant des adaptations intestinales dés 3 semaines, sans déclencher
d’obésité chez les animaux WT (Petit et al. 2007). Les régimes sont constitués a partir
d’une poudre nutritive (Poudre alipidique, Safe) et de la méme huile végétale Tableau

14.

Chez les ENT-FL, la masse corporelle augmente de facon non significative quel que
soit le régime (+10,5% pour les ENT-FLL NL et +10,4% pour les ENT-FL. HL)
Figure 45 A. Chez les ENT-KO, en revanche, la prise de masse corporelle tend a
étre supérieure chez les animaux HL (+6%) que chez les animaux NL (+3%,
augmentations non significatives) Iigure 45 A. La composition corporelle a
également été suivie chaque semaine, par EchoMRI. Le suivi de masse grasse (MG)
montre une augmentation sensiblement identique quel que soit le régime chez les

ENT-FL (+49,5% en HL, ns contre +44,6% en NL, ns) Figure 45 C.

En revanche, on observe chez les ENT-KO une augmentation plus marquée en HLL
(+54,8%, p=0,06) qu’en NL (+31,3%, ns) Iigure 45 C. Les aires sous courbes de
I’évolution de la MG Figure 45 D montrent en effet que les ENT-KO ont tendance
a étre plus sensibles a leffet obésogene du régime. Bien qu’aucune différence
significative n’ait été mise en évidence entre les 4 groupes, ces tendances indiquent
que les ENT-KO sont plus susceptibles a 'augmentation de MG induite par le

régime apres 3 semaines.
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Ceci est cohérent avec le phénotype observé chez des males en régime HL pendant
10semaines Figure 37. Toutefois, contrairement aux observations sur les males, la

prise alimentaire des femelles est identique entre ENT-KO et ENT-FL, quel que soit

le régime Iigure 45 B.
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Figure 45 : Les femelles ENT-KO sont plus susceptibles a 1'effet obésogene d’un
régime enrichi en lipides

A) Evolution de la masse corporelle. B) Prise alimentaire moyenne sur 24h. C) Evolution
de la masse grasse mesurée par EchoMRI. D) Aire sous courbe calculée a partir du graphe
C; n=7 a 8/groupe. Les résultats sont exprimés en moyennes +/- SEM
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B. LES ENT-KO ONT UN DEFAUT QUALITATIF D’ADAPTATION AU

REGIME
Comme présenté dans lintroduction de cette these, les capacités d’absorption
intestinales augmentent avec la teneur en lipides du régime, et un défaut dans ces
adaptations est associé a obésité (IKondo et al. 2006; Petit et al. 2007). Pour étudier
cette adaptation, nous avons mesuré les aspects quantitatifs et qualitatifs de la
sécrétion intestinale de CM : aprés une mise a jeun d’une nuit, les animaux sont gavés
avec 0,5ml d’huile, apres injection d’un inhibiteur de la LPL (méthode détaillée dans
la Partie 1 - Publication scientifique p.151). Les animaux sont sacrifiés 4h apres le

gavage d’huile pour étudier le métabolisme intestinal en contexte d’absorption.

’estomac des animaux a été pesé au moment du sacrifice et 'estomac des controles
en régime HL était plus léger que celui des animaux en NL Figure 46 A. Ceci pourrait
s’expliquer par une accélération de la vidange gastrique, caractéristique d’une
adaptation au régime (Boyd et al. 2002; Cunningham et al. 1991). Au contraire,
I'estomac des ENT-KO en régime HL tend a étre plus lourd, ce qui pourrait traduire
un retard de vidange gastrique par rapport aux controles. Si ce retard de vidange était
confirmé, alors les capacités d’absorption évaluées par la suite pourraient concerner

une quantité de lipides inférieure chez les ENT-KO que chez les controles.

Au cours des 4h d’étude, la quantité de TG sécrétés est significativement augmentée
chez les animaux préalablement nourris en régime HL par rapport a ceux nourris en
NL, indépendamment du CD36 des IEC Figure 46 B. D’une part, ceci confirme
I'adaptation quantitative des capacités de sécrétion apres un régime chez les animaux
controdles (Petit et al. 2007). Dautre part, ceci pourrait montrer que le CD36 des IEC
n’est pas requis dans cette adaptation Figure 39. Néanmoins, compte tenu de la

différence observée sur le poids des estomacs, il est difficile de conclure sur ce point.
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De maniére intéressante, chez les controles, les CM sécrétés par les animaux en HL
sont significativement plus gros que ceux sécrétés par les animaux en NL, et ce des
2h apres le gavage igure 46 C. En revanche, chez les ENT-KO, il faut attendre 4h
apres le gavage pour observer leffet du régime préalable Figure 46 D.
L’augmentation de la taille des CM étant un élément d’adaptation a la quantité de
lipides dans le régime (Hayashi et al. 1990), nous pouvons donc conclure que le CD36
des IEC controle I'adaptation qualitative de la sécrétion, en réponse a une

surconsommation chronique de lipides.
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Figure 46 : Les femelles ENT-KO présentent un défaut partiel d’adaptation de la
sécrétion en réponse a un régime hyperlipidique chronique.
A) Masse de I'estomac 4h apres le gavage. B) TG sécrétés relativement a la valeur a jeun.
C-D) Diametre moyen des chylomicrons C) 2h et D) 4h apres le gavage ; n=8/groupe, les
p-values sont le résultat de tests de Mann-Whitney (# : NL vs HL chez les ENT-KO ; § :
NL vs HL chez les ENT-FL).
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Enfin, nous avons également mesuré leffet du régime sur Padaptation
morphologique de I'intestin. Aucune différence significative n’a été observée entre
les groupes concernant la masse ni la longueur de l'intestin. Nous avons également
réalisé des coupes transversales du jéjunum proximal pour mesurer la hauteur des
villosités (méthode de prélevement détaillée Figure 35 p.149). Comme attendu avec
ce régime, les villosités sont significativement plus grandes chez les controles nourris
en HL que chez les contréles nourris en NL (Petit et al. 2007). Nous montrons ici
que cette adaptation est identique chez les femelles ENT-KO et donc indépendante
du CD36 des IEC Figure 47. Cette augmentation de surface d’absorption pourrait

en partie expliquer 'augmentation quantitative des capacités de sécrétion Figure 46
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Figure 47 : Aprés 3 semaines, le régime HL induit une adaptation morphologique
indépendamment du CD36.

A) Hauteur moyenne des villosités du jéjunum proximal. Les valeurs présentées sont la
moyenne de 10 mesures par coupe et d’une coupe par individu, par 2 expérimentatrices et
a laveugle. B) Image représentative de l'ensemble des observations en régime HL.
n==8/groupe, les p-values sont le résultat de tests de Mann-Whitney (# : NL vs HL chez les
ENT-KO ; $ : NL vs HL chez les ENT-FL).
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Pour expliquer cette différence d’adaptation a la quantité de lipides dans le régime,
nous avons évalué 'expression jéjunale des genes clés de I'absorption de CM en
période post-prandiale, par RT-qPCR. Afin d’évaluer leffet de I'absence de CID36
sur 'adaptation intestinale au régime, et de s’affranchir de la différence de réponse
au cours de I'absorption (observée chez les males), les niveaux d’expression des
animaux nourris en régime HL sont normalisés par ceux des animaux nourris en
régime NL, pour chaque génotype. Cet effet régime est ensuite comparé entre les
deux génotypes. Nous attirons ici attention du lecteur sur cette méthode, qui ne vise
pas a comparer le niveau d’expression des protéines entre ENT-KO et controles 4h
apres le gavage, mais bien a comparer 'effet du régime sur I'expression post-

prandiale, chez les ENT-KO et les controles.

De fagon intéressante, chez les animaux controles, 'augmentation de la quantité de
lipides est associée a une augmentation des niveaux d’ARNm /36, fabp2 et dgat1 4h
apres le gavage, ce qui n’est pas retrouvé chez les animaux ENT-KO Figure 48 A.
De plus, les ARNm mtp, fabpl, fabp2, dgatl et apob sont significativement moins
induits 4h apres le gavage chez les ENT-KO que chez les animaux controdles. Ces
résultats montrent donc que le régime HI. entraine une adaptation de 'expression de
genes clés en période post-prandiale, dépendante du CD36 des IEC Ainsi, le défaut
d’adaptation de la taille des CM sécrétés apres un régime chez les ENT-KO pourrait
s’expliquer par un retard d’induction des genes clés de la syntheése des CM. Ces
résultats suggerent donc que 'augmentation de la taille des CM sécrétés, déclenchée

par une surconsommation chronique de lipides, dépend du CD36 des IEC.
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Figure 48 : Effet du régime sur ’expression des génes clés de la synthése des CM
au niveau du jéjunum, 4h apres un gavage d’huile.

Les résultats sont obtenus par RT-qPCR apres extraction des ARN totaux de la muqueuse
jéjunale, puis quantifiés par rapport au gene de référence 36b4 et rapportés au niveau
d’expression en régime NL ; n=8/groupe, les p-values sont le résultat de test de Mann-
Whitney (* : comparaison ENT-KO vs CD36-ENT-FL ; # : comparaison NL vs HL40
chez les ENT-KO ; § : comparaison NL vs HL40 chez les CD36-ENT-FL).

C. LES ENT-KO SONT SENSIBLES A L’ENDOTOXEMIE INDUITE PAR UN

REGIME HYPERLIPIDIQUE

Puisque nous avions observé que le CD36 des IEC controle 'endotoxémie induite
par I'absorption des lipides sur des males en régime STD, nous avons également
étudié ce parametre apres 3 semaines de régime, par la méme méthode (voir Partie 1
- Publication scientifique p.151). La encore, afin d’étudier leffet du régime,
I'augmentation de LPS au cours de 'absorption en HL est rapportée a celle en régime
NL. Ce dosage révele que le régime HL n’augmente pas I'induction de ’endotoxémie
chez les animaux controles, alors qu’elle 'augmente de 'ordre de 45% chez les ENT-
KO Figure 49 A. Ceci montre que le CD36 des IEC limite leffet endotoxémiant

induit par une surconsommation chronique de lipides.
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Afin d’expliquer ce résultat, nous nous sommes intéressés a l'effet du régime sur
I'expression post-prandiale des récepteurs au LPS, au niveau du jéjunum. De facon
tres intéressante, on observe que leffet du régime sur 'expression de #74 et cd14 est
significativement inférieur chez les ENT-KO par rapport aux controles Figure 49 C.
Le régime induit également une plus forte expression post-prandiale de 66,
marqueur des macrophages, uniquement chez les animaux controles Figure 49 C. De
fagon intéressante, il a été montré chez ’homme que le CDG68 est augmenté dans la
muqueuse jéjunale des obéses, y compris chez les obéses métaboliquement sains,
Cest-a-dire sans autre comorbidités (Monteiro-Sepulveda et al. 2015). Nous

montrons ici que le CD36 des IEC est nécessaire a cette augmentation.
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Figure 49 : Les femelles ENT-KO sont plus susceptibles a 1'endotoxémie induite
par une augmentation de la teneur en lipides du régime.

A) Induction post-prandiale de LPS plasmatique. Le LPS total plasmatique est mesuré par
dosage du 3-OH C14 :0 dans des prélevements sanguins 4h aprés un gavage d’huile. Le
taux d’induction post-prandial est calculé par normalisation avec les valeurs a jeun. L’effet
de 'augmentation des lipides dans le régime est calculé en normalisant les résultats par le
taux d’induction en régime NL. B-C) Effet du régime HIL40 sur 'expression d’ARNm dans
le jéjunum, 4h apres un gavage d’huile, de genes clés de B) I'intégrité des jonctions serrées
et de C) la réponse au LPS et le statut inflammatoire. Les résultats sont obtenus par RT-
qPCR apres extraction des ARN totaux de la muqueuse jéjunale, puis quantifiés par rapport
au gene de référence 36b4 et rapportés au niveau d’expression en régime NL. n=8/groupe,
les p-values sont le résultat de test de Mann-Whitney (* : comparaison ENT-KO vs CD36-
ENT-FL ; # : comparaison NL vs HL40 chez les ENT-KO ; $ : comparaison NL vs HLL40
chez les CD36-ENT-FL).
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Pour déterminer si 'effet endotoxémiant du régime est associé a une modification de
la perméabilité intestinale, I’expression des genes de l'intégrité des jonctions serrées
a été mesurée dans le jéjunum. De méme, 'effet du régime sur les niveaux ’ARNm
ypl, ocln et dse2 qui code pour la desmocolline 2, sont significativement inférieurs

chez les ENT-KO Figure 49 B.

L’ensemble de ces résultats suggere donc que leffet endotoxémiant du régime soit
une conséquence d’un défaut d’adaptation de la barri¢re intestinale, plutot que d’une

internalisation des I.PS dans les IEC.

D. CONCLUSION

Nous avons montré dans cette deuxiecme partie que le CD36 des IEC est nécessaire
a I’'adaptation qualitative de la sécrétion intestinale induite par une surconsommation
de lipides chronique (3 semaines). De plus, comme les males, les femelles ENT-KO
semblent plus susceptibles a laugmentation de masse grasse induite par
laugmentation de lipides dans le régime. Ceci confirme, par une approche un peu

différente, le réle protecteur du CD36 des IEC sur Peffet obésogene des lipides.

En effet, nous avons montré ici une adaptation intestinale aprés 3 semaines de
régime, caractérisée d’abord par une augmentation de la taille des CM sécrétés. Cette
adaptation qualitative des capacités d’absorption dépend du CD36 des IEC. Ceci
pourrait s’expliquer par notre observation que I'expression des protéines clés de la
synthese et de la taille des CM comme la MTP est modifiée en absence de CD36 des
IEC Figure 40, Figure 48. Ensuite, nous avons montré que I'adaptation intestinale a
la teneur en lipides du régime se caractérise également par une augmentation de la
quantité de TG sécrétée pendant les 4 premicres heures suivant le gavage. Cette
adaptation quantitative des capacités d’absorption ne semble pas dépendre pas du
CD36 des IEC Figure 46. Ceci pourrait s’expliquer par notre observation que la
sécrétion d’APOB48 plasmatique (marqueur du nombre de CM) tend a étre

augmentée en absence de CD36.
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Nos approches histologiques n’ont pas révélé de différences de morphologie
intestinale ni de pertes fécales en lipides entre les deux génotypes. L’ensemble de ces
résultats suggere que le CD36 des IEC controle ladaptation des capacités
d’absorption a un régime, en modulant Pexpression de protéines clés dans les

entérocytes, ce qui permet la sécrétion de plus gros CM.

Nous avons également mis en évidence qu’en absence de CD36, ce défaut
d’adaptation s’accompagne d’une augmentation de leffet endotoxémiant de
I'absorption des lipides Figure 49, associée a une dérégulation des genes de réponse
au LPS au niveau du jéjunum. Par ailleurs, 'augmentation de lipides dans le régime
tend a augmenter Pexpression des genes des jonctions serrées au niveau du jéjunum
4h apres le gavage chez les animaux contrdles, mais pas chez les ENT-KO. Si ces
résultats sont confirmés, ceci pourrait montrer que 'augmentation de la quantité de
lipides dans le régime induit une adaptation de la barricre intestinale, qui dépend du
CD36. Ceci confirmerait alors que le CD36 des IEC est impliqué dans les
modifications de la barriere intestinale par la consommation de lipides. De plus, ces

résultats confortent I'idée d’un passage des LPS par voie paracellulaire plutdt que

transcellulaire chez les ENT-KO (Akiba et al. 2020).

Enfin, nous avons montré que des 3 semaines, ce régime HL favorise la prise de
masse grasse chez les femelles ENT-KO Figure 45 . Ceci pourrait s’expliquer par
I'augmentation de LPS circulant en période post-prandiale (Cani, Amar, et al. 2007)
ou encore par une modification de lefficacité de la LPL selon la taille et la

composition des CM (Jong et al. 1999; Martins et al. 1990).

En conclusion, ces résultats montrent que le CD36 des IEC contréle les aspects
qualitatifs de 'adaptation intestinale a la teneur en lipides du régime et 'endotoxémie
associée a Pabsorption de lipides, ce qui affecte la susceptibilité a la prise de masse
grasse dans le cas d’une augmentation chronique de la consommation de lipides.
Compte tenu des résultats présentés dans les deux parties, ces roles du CD36 ne

semblent pas dépendre du sexe des animaux.
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Nous avons démontré ici grace au modele ENT-KO que le CD36 des IEC a
un role fondamental dans plusieurs fonctions intestinales et dans la protection contre
I'obésité associée a la surconsommation de lipides. Le premier résultat est la mise en
évidence du role majeur du CD36 des IEC dans Poptimisation de la syntheése de CM,
a court et long terme. Nous avons également établi que le CD36 des IEC limite
I'endotoxémie induite par les lipides. Enfin, nous avons montré que le CD36 des
IEC régule Iévolution de la composition microbienne induite par les lipides
alimentaires. Bien que localisées dans l'intestin, nous verrons que les fonctions du
CD36 des IEC peuvent influencer d’autres fonctions physiologiques majeures. Dans
cette section, plusieurs pistes d’interprétation et de nouvelles perspectives de
réflexion sont proposées, afin d’expliquer comment le CD36 des IEC peut moduler
I'ensemble de ces parametres. Afin de faciliter la lecture, un schéma de synthese de

I'ensemble des résultats est présenté Figure 50 p.219.

A. L’OPTIMISATION DE LA SYNTHESE DES CM PAR LE CD36

a. Par Pactivation de la MTP

Nous avons montré que optimisation de la sécrétion de CM par une augmentation
de leur taille est controlée par le CD36 des IEC Figure 39 et Figure 46, ce qui est
cohérent avec les observations sur le modéele CD36-/- (Drover et al. 2005). Le CD36
des IEC est donc indispensable a cette forme d’adaptation intestinale a une surcharge
en lipides ponctuelle et chronique (Figure 50). Iobservation d’une rétention de TG
dans la muqueuse jéjunale chez les ENT-KO nourris en HL Figure 43 confirme ce
défaut d’absorption a court terme — le jéjunum étant la zone principale d’absorption
des lipides. Ceci pourrait s’expliquer par nos observations d’une dérégulation des
protéines clés de 'absorption chez les ENT-KO, et notamment de la MTP Figure
40. La MTP permettant la lipidation de TAPOBA48, elle est 'enzyme clé de la synthese
des CM (Biterova et al. 2019; Magnolo et al. 2012; Wetterau et al. 1992). Nos résultats

démontrent que c’est bien le CD36 des IEC qui est responsable de cette activation.
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Plusieurs mécanismes de régulation de la MTP ont été proposés, dont un qui
implique les kinases ERK : une phosphorylation des ERK entrainerait une réduction

de Pexpression de la MTP (Hussain 2014; Hussain, Nijstad, and Franceschini 2011).

Notre équipe a montré /7 vivo et ex vivo qu’au niveau intestinal, I'activation du CD36
pat les AGLC déclenche la phosphorylation rapide des ERK1/2. Cette
phosphorylation est transitoire puisque l'augmentation des pERK n’est plus
observable 20 min apres la mise en contact des AG et de I'intestin. Or, 'augmentation
de la MTP intervient justement des 20min apres le contact des AG (Tran etal. 2011).
La diminution de la phosphorylation pourrait donc étre ’élément déclencheur de
l'augmentation de la quantité de MTP, via une levée d’inhibition. Par ailleurs, cette
méme étude montre que le CD36 est poly-ubiquitiné et dégradé dés 1h apres sa
liaison avec les AGLC. Cette poly-ubiquitination a déja été impliquée dans des
mécanismes de signalisation (Fang et al. 2019) et pourrait aussi étre impliquée dans
P'activation de protéines nécessaires a la formation des CM. 1l serait tres intéressant
de reproduire ces expériences ex vivo sur notre nouveau modele ENT-KO afin de

mieux caractériser les mécanismes moléculaires.

Enfin, les mécanismes d’adaptation a court-terme et a long-terme semblent
différents. Chez les controles et a court terme, la surcharge de lipides induit
Iexpression des ARNm dgat2 et fabp1, mais pas de dgat1 ni fabp2 Figure 40 (voir aussi
Figure 28 : Schéma des principales étapes de l'absorption des lipides par les
entérocytes). La protéine DGAT2 indique que les TG sont re-estérifiés plutot du
coté cytosolique et seront donc destinés a un stockage sous forme de gouttelettes

lipidiques (CLD) ; tandis que la FABP1 indique plutot un transport des PCTV vers
le golgi.
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En revanche, chez les controles et a long terme, la surcharge de lipides pendant 3
semaines entraine la surexpression de fabp2 et dgat1 et une diminution de 'expression
de dgat? (données préliminaires non présentées). FABP2 témoigne plutot d’un
transport accru vers le réticulum et DGAT1 indique que les TG sont re-estérifiés
dans la lumiere du réticulum et seront donc destinés a une incorporation dans les
CM. Ceci est cohérent avec I'idée dune adaptation intestinale au régime HL
caractérisée par une augmentation de lefficacité de synthese des CM. De fagon tres
intéressante, cette régulation a long terme est complétement abolie chez les ENT-
KO. Pour conforter ces données, et préciser le role du CD36 dans les mécanismes
moléculaires de l'adaptation intestinale, il sera nécessaire d’évaluer les niveaux
d’expression de ces protéines au cours de I'absorption, avant et apres un régime
chronique. De méme, il serait intéressant d’évaluer le role du CD36 dans 'adaptation

intestinale a d’autres régimes hyper-lipidiques.

b. Sans modifier 'absorption nette totale des lipides alimentaires

Malgré les défauts de sécrétion de CM observés, nous démontrons ici que le CD36
des IEC n’est pas nécessaire a l'absorption nette des lipides alimentaires,
puisqu’aucune perte fécale en lipides n’a été observée, méme en régime HIL. Pour
concilier ce défaut qualitatif et cette performance quantitative, une des explications
possibles est le recrutement d’une plus grande surface d’absorption. En effet il a été
démontré quune courte période de régime hyperlipidique déclenche wune
augmentation de la masse de I'intestin et de la prolifération cellulaire (Balint, Fried,
and Imai 1980; Petit et al. 2007). Cecl serait caractéristique d’une augmentation des
capacités d’absorption totales, non spécifiques aux lipides (Le Gall et al. 2019). Nous
n’avons jamais observé de modification de la longueur de l'intestin ni de la taille des
villosités. Mais nos résultats préliminaires montrent qu’en régime STD, la surcharge
ponctuelle de lipides augmente I'expression de genes clés de I'absorption (comme
fabpT) au niveau de l'iléon, qui est déclenchée par la présence d’AG. Ces genes sont

d’ordinaire peu exprimés au niveau de I'lléon (Poirier et al. 1997).
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Si ce recrutement iléal est confirmé chez les animaux en régime HL, il pourrait
compenser le défaut de sécrétion qualitatif et la rétention de TG observée dans la
muqueuse jéjunale. Le recrutement iléal pourrait ainsi expliquer que la quantité
globale de lipides absorbée et sécrétée par l'intestin apparaisse identique chez les

ENT-KO et les controles.

Par ailleurs, ce recrutement iléal pourrait aussi expliquer le ralentissement de la
vidange gastrique observé chez les males ENT-KO en régime HL et STD, grace a
'activation du frein iléal. Ceci est cohérent avec notre observation que les ENT-KO
ont tendance a sécréter davantage de GLP-1, qui est sécrété majoritairement par la
partie distale de I'intestin (Panaro et al. 2020; Song et al. 2019). De plus, le retard de
vidange gastrique en réponse a l'activation du frein iléal permettrait également de
limiter la saturation du systeme d’absorption au niveau jéjunal et ainsi de garantir une
capacité d’absorption nette totale identique a celle des animaux controles. Les iléons
ayant été prélevés sur les animaux utilisés dans ces travaux, des expériences sont
réalisables dans un futur trés proche, ce qui pourra confirmer ou infirmer ces

hypotheses.

En outre, nous avons observé que le régime HL induit une accélération de la vidange
gastrique chez les femelles controles par rapport au régime NL, qui est abolie chez
les ENT-KO. Le CD36 des IEC est donc nécessaire a cette adaptation, décrite dans
la littérature comme une adaptation observable des 2 semaines de régime
(Cunningham et al. 1991). Certains auteurs proposent que cette adaptation soit
également médiée par le frein iléal (notamment CCK ou PYY), et/ou par un control
vagal de la force contractile du pylore (Boyd et al. 2002). Contrairement a ce qui a
été montré sur les CD36-/- (Sundaresan et al. 2013), nous n’avons pas observé de
différences de CCK circulante, mais il a déja été décrit que les hormones intestinales
peuvent médier des signaux en activant localement des cellules nerveuses intestinales

(Bellono et al. 2017; Dockray 2014).
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On peut donc faire Phypothéese que le CD36 des IEC, en modulant la synthese de
certaines hormones et molécules signal intestinales et en modulant I'activation des
nerfs afférents puisse controler 'adaptation du temps de vidange gastrique apres une
surconsommation chronique de lipides. Des mesures de la sécrétion des différentes
hormones, au niveau local et circulant, seront nécessaires pour étudier cette
hypothése. Aussi, pour s’affranchir des régulations associées a la fonction de
I'estomac, il serait aussi judicieux d’envisager des infusions directement au niveau

duodénal.

B. LES CONSEQUENCES PHYSIOLOGIQUES DU DEFAUT D’ABSORPTION

a. Sur la perméabilité intestinale
La sécrétion des CM au pole basolatéral des entérocytes entraine leur accumulation
dans Pespace interstitiel de I’épithélium avant leur sécrétion dans la lymphe. Il a été
proposé que cette accumulation transitoire crée une distension et augmente la
perméabilité intestinale de facon mécanique (Ji et al. 2011). Cette perméabilité
passagere serait un phénomene physiologique normal, qui déclenche une réparation
de I’épithélium des 50min (IKvietys et al. 1991). Le défaut de sécrétion des ENT-KO
caractérisé par des CM plus nombreux pourrait donc augmenter cette perméabilité

transitoire.

Par ailleurs, il a également été montré qu'une rupture de la membrane basale est
nécessaire au passage des CM jusqu’aux canaux lymphatiques (Zhang et al. 2018;
Zhou et al. 2020). Il est donc possible que le défaut d’adaptation de la taille des CM
des ENT-KO favorise leur passage au travers de la lame basale et donc la vitesse de
sécrétion des CM, ce qui pourrait aussi expliquer pourquoi nous observons que la

vitesse de sécrétion des CM est augmentée chez les ENT-KO en régime STD.
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b. Sur la prise alimentaire

L’établissement d’un défaut de sécrétion de CM par un traitement avec un inhibiteur
de la MTP déclenche une diminution de la prise alimentaire et de la préférence
spécifiquement pour les lipides (Mera et al. 2014). Les mécanismes impliqués n’ayant
pas été investigués dans I’étude, les auteurs proposent que ceci soit la conséquence
de signhaux activés par les AG accumulés dans la lumiére intestinale. Effectivement,
la détection des nutriments au niveau de duodénum, du jéjunum ou de l'iléon active
de nombreux signaux hormonaux et nerveux qui modulent directement la prise
alimentaire (Artmann et al. 2008; Bellono et al. 2017; Williams et al. 2016) (voir aussi

Tableau 7 : Molécules signal sécrétées par 'intestin et leurs fonctions, p72).

Chez les ENT-KO, le niveau de GLP-1 et de SCT tend a étre augmenté 30 min apres
le gavage. Ceci avait déja été observé chez ’'homme et chez la souris déficients en
CD36 (Poreba et al. 2012; Shibao et al. 2018; Sundaresan et al. 2013). Et une
diminution de la prise alimentaire avait déja été observée chez les CD36-/- (Hajri et
al. 2007). 11 a été montré récemment que l'utilisation d’un analogue au GLP-1 chez
'homme (Kadouh et al. 2020), et 'augmentation de GLP-1 aprés une chirurgie
bariatrique (RYGB) chez le rat (Dischinger et al. 2019) diminuent la préférence
alimentaire pour les lipides. Bien qu’elle n’ait été mesurée que 30min apres le gavage,
laugmentation de GLP-1 pourrait donc expliquer la diminution de la prise

alimentaire et de la préférence pour les lipides observée chez les ENT-KO.

Les mécanismes du controle du GLP-1 par le CD36 sont encore flous. Une
augmentation de la sécrétion de GLP-1 a été observée chez les animaux MTP-/-
ayant un défaut majeur de sécrétion de CM (Xie et al. 2019). Les auteurs proposent
que cette augmentation soit médiée par 'augmentation de GPR120, récepteur aux
AGLC, au niveau distal. Ainsi, la diminution de la prise alimentaire observée chez les
ENT-KO pourrait étre une conséquence directe du défaut d’absorption au niveau

jéjunal et du recrutement iléal qui en découle.
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Méme si nous n’avons pas observé d’augmentation d’expression de GPR120 dans le
jé¢junum des ENT-KO, il serait tres intéressant d’évaluer I'expression de ce récepteur
au niveau iléal. De plus, comme aucune différence de prise alimentaire n’a été
observée chez les femelles, il serait particulicrement informatif d’évaluer Peffet du

sexe sur la sécrétion de GLP-1 30 min apres le gavage chez les femelles.

Enfin, des associations entre endotoxémie et niveaux plasmatiques de GLP-1 ont été
faites et il a été démontré 7z vitro que les LPS déclenchent la sécrétion de GLP-1
(Cani, Neyrinck, et al. 2007; Lebrun et al. 2017). 11 est donc possible que
I'endotoxémie observée chez les ENT-KO explique 'augmentation de GLP-1 et la
diminution de prise alimentaire. Un bon moyen d’¢lucider ce point serait de mesurer

la sécrétion de GLP-1 en réponse a un gavage de LPS exogene chez ces animaux.

c. Sur le métabolisme du tissu adipeux

Comme développé dans l'introduction, le nombre, la taille et la composition des CM
modulent directement l'activité de la LPL et donc leur métabolisme post-prandial
(Jong et al. 1999; Martins et al. 19906; Xiang et al. 1999). Le tissu adipeux étant le tissu
cible principal des CM sécrétés par lintestin en cas de surcharge, la taille ou la
composition des CM sécrétés pourraient donc expliquer directement les
modifications d’expression observées dans le tissu adipeux des ENT-KO. En effet,
dans le tissu adipeux des ENT-KO nourris en régime STD, nous avons observé un
défaut d’induction de ppar-a en période post-prandiale Figure 41, ce qui suggere un
défaut d’oxydation des lipides. Bien que ces dérégulations n’aient pas encore été
confirmées en HL, elles pourraient expliquer la plus forte susceptibilité des ENT-
KO alobésité en régime HL Figure 37 et Figure 45. Des observations histologiques
permettraient également de mesurer le recrutement des macrophages ou encore la
taille des adipocytes. Ceci permettrait d’évaluer sile stockage des lipides est davantage
associ¢ a de I’hyperplasie, ou a de ’hypertrophie, significativement corrélée avec

I'inflaimmation chronique observée chez les obeses (voir aussi Figure 06).
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L’induction de ppar-a est aussi un marqueur du brunissement du tissu adipeux
(Christodoulides and Vidal-Puig 2010). Et il a été démontré que la thermogenese
post-prandiale est associée a un brunissement du tissu adipeux, probablement médié
par des hormones intestinales ou par des sighaux nerveux (Saito et al. 2020). On peut
donc aussi imaginer que le CD36 des IEC, en modulant la fonction endocrine, puisse
moduler la thermogenése post-prandiale et le brunissement du tissu adipeux,

notamment en période post-prandiale.

d. Sur la dépense énergétique

Chez les ENT-KO en régime STD, nous avons observé une diminution de la
dépense énergétique qui pourrait s’expliquer par une diminution de lactivité, sans
variation du RER Figure 37. Et en régime HIL, aucune différence de dépense
énergétique n’a été mesurée. Nous en avons conclu que contrairement a ce qui a été
décrit chez les CD36-/- (Koonen et al. 2010), Paccumulation de masse grasse chez

les ENT-KO n’est pas associée a une modification de la dépense énergétique.

Nous pouvons donc conclure que ces observations chez les CD36-/- résultent de la
déficience en CD36 dans un autre organe. De nombreuses études sur des modeles
de déficience spécifique au niveau du muscle montrent un role clé du CD36 dans les
cellules musculaires, ou il favorise 'oxydation des lipides (Coburn et al. 2000;
Ibrahimi et al. 1999). 1l a également été montré que la réponse a I'insuline dans le
muscle dépend d’une interaction entre le CDD36 et le récepteur a 'insuline. Bien que
les mécanismes d’action du CD36 dans le métabolisme musculaire ne soient pas
encore établis, il semblerait que la phosphorylation du récepteur a 'insuline par les
kinases FYN et I'ubiquitination du CD36 soient directement impliqués (Samovski et

al. 2018; Smith et al. 2008; Sun et al. 2017).

Toutefois, nous avons observé une augmentation de I'insulinémie et de la glycémie a
jeun chez les ENT-KO males Tableau 15 et une modification de la diminution de la

glycémie a jeun chez les femelles. Ceci pourrait s’expliquer par une modulation de la
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sécrétion intestinale de GLP-1 chez les ENT-KO, qui augmente la sécrétion
d’insuline, ou encore par une modification du métabolisme du tissu adipeux et de la
sécrétion d’adipokines comme la leptine, qui modulent la dépense énergétique. Ainsi,
en optimisant 'absorption des lipides et en modulant la fonction endocrine, le CD36
des IEC pourrait moduler la dépense énergétique post-prandiale. I serait donc
intéressant de mesurer la dépense énergétique spécifiquement en période post-

prandiale, afin de préciser ce point.

C. LE CONTROLE DE L’ENDOTOXEMIE PAR LE CD36

a. Quel mode d’entrée pour les LPS ?

En contexte d’absorption des lipides

Nous avons montré que les ENT-KO sont plus susceptibles a ’endotoxémie induite
par une surconsommation ponctuelle et chronique de lipides Figure 41 et Figure 49.
L’¢lévation de LPS plasmatique observée chez les ENT-KO en contexte
d’absorption était a chaque fois associée a une diminution des ARNm codant pour
les récepteurs TLR4 et CD14 mais aussi 2 une modulation des protéines clés de
I'intégrité des jonctions serrées. De nombreuses données indiquent que ces
récepteurs seraient nécessaires pour I'internalisation des LLPS par macropinocytose
(Figure 32 p.128). De plus, la voie ERK1/2 (activée par le CD306) est directement
impliquée dans expression des protéines des jonctions serrées (Aggarwal et al. 2011;
Zhai et al. 2018). Et comme discuté précédemment, le défaut de sécrétion pourrait
aussi moduler la perméabilité intestinale. Il est donc probable que 'endotoxémie
observée chez les ENT-KO soit la conséquence d’une augmentation d’un transport

paracellulaire de LPS.
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Par ailleurs, 'TAP est induite par les lipides chez les animaux contrdles, mais pas chez
les ENT-KO. L’IAP est une enzyme sécrétée dans la lumicre intestinale qui
déphosphoryle les LPS et atténue leur toxicité (Bilski et al. 2017; Vaishnava and
Hooper 2007). 11 est donc possible qu’en conditions physiologiques d’absorption,
I'activation du CD36 par les AG favorise aussi la détoxification des LPS et limite leur
entrée. De facon trés intéressante, il a été mis en évidence par immuno-
coprécipitation que le CD36 et 'TAP cooperent au niveau du jéjunum, notamment
apres un régime enrichi en lipides (Llynes et al. 2011). De plus, il a été observé au
laboratoire quapres un régime HL, 'expression post-prandiale de PARNm codant
pour I'TAP est téduite chez les CD36-/- par rapport aux animaux controles.
L’ensemble de ces résultats suggere donc que le CD36, en controlant le recrutement
des récepteurs au LPS et de 'TAP ainsi que des protéines des jonctions serrées
protege de la perméabilité au LPS et favorise sa détoxification au cours de
I'absorption des lipides. Une fois dans le milieu intérieur, les LPS pourraient étre

transportés par les CM ou directement par voie sanguine (Akiba et al. 2020).

Enfin, il est possible que I'augmentation de 'endotoxémie métabolique chez les
ENT-KO soit la conséquence d’'une augmentation de la quantité de LPS dans la
lumiere au cours de I'absorption des lipides. Ceci pourrait s’expliquer par la
modification de la composition bactérienne que nous avons observée au cours de

I'absorption Figure 42, ce qui est discuté plus loin.

En debors du contexte d’absorption des lipides

Chez les ENT-KO, nous avons également observé une augmentation de I'absorption
de LPS en dehors de la présence I’AG dans la lumiere (Figure 41 E). Ceci suggere
une perméabilité intestinale en dehors du contexte d’activation du CD36 par les AG.
Or, en accord avec les résultats publiés sur ce modele (Cifarelli et al. 20106), les
expériences préliminaires a 'aide de Dextran-4kDa ne montrent pas de perméabilité

accrue chez les ENT-KO a jeun ni au cours de I'absorption des lipides.
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Cect suggere donc que les ENT-KO présentent une perméabilité spécifique au LPS,
indépendamment de I'absorption des lipides. Un des mécanismes probables est la
détection de LPS par le CD36. En effet, il a été montré dans des macrophages, des
cellules endothéliales et des cellules du rein, que le CD36 peut lier des composés
bactériens et notamment les LPS, et agir comme un détecteur nécessaire a la réponse
inflammatoire mais aussi a 'internalisation de bactéries (Baranova et al. 2016; Cai et
al. 2012; Cao et al. 2016; Hoebe et al. 2005; Plociennikowska et al. 2015; Prasad et al.

2019; Triantafilou et al. 2007).

Enfin, puisque 'TAP est également exprimée a jeun et qu’elle coopere avec le CD36
(Lynes et al. 2011), il est aussi possible qu’elle participe a la détoxification des LPS
en dehors du contexte d’absorption des lipides. De plus, I'expression jéjunale de
I'TAP a jeun apres un régime (Lynes et al. 2011). Méme si nous n’avons pas observé
de différence d’expression de TARNm codant pour 'TAP chez les ENT-KO a jeun
en régime STD, il serait intéressant d’évaluer ’expression de cette protéine a jeun
chez les animaux en régime HL. I’ensemble de ces données soutient I'idée que le
CD36 pourrait aussi moduler directement la détection et 'entrée de LPS par des

mécanismes indépendants de I’absorption des lipides.

b. Conséquences de 'endotoxémie métabolique

Bien que les mécanismes restent a déterminer, la démonstration que le CD36 des
IEC controle la sensibilité a ’endotoxémie induite par la surconsommation de lipides
a court terme et a long terme est un résultat majeur de ce travail. I.’augmentation de
LPS répétée apres une surconsommation de lipides pourrait expliquer la prise de
masse grasse accrue observée en régime HL chez les males, et chez les femelles dés
3 semaines. En effet, nous avons observé une augmentation de I'induction par les

lipides de #r# et ¢d14 chez les males en régime STD.
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I a été démontré que chez 'homme et la souris que les LPS d’origine bactérienne, et
notamment des bactéries de la famille des Desulfovibrionaceae augmentent la
prolifération des adipocytes mais aussi I’accumulation des macrophages au niveau du
tissu adipeux (Caesar et al. 2015; Clemente-Postigo et al. 2019; Hersoug et al. 2018;
[Luche et al. 2013). L’etfet endotoxémiant du régime HL chez les ENT-KO pourrait

donc expliquer leur tendance a Pobésité.

Il est donc nécessaire d’étudier davantage le métabolisme du tissu adipeux des ENT-
KO, en période post-prandiale, aprés un régime normal (NL ou STD), et HL. Le
suivi de ’éventuelle translocation de LPS vers le tissu adipeux apres un gavage de
LPS marqué serait une bonne méthode pour répondre a cette question (Duheron et
al. 2014), et serait possible en poursuivant la collaboration avec les Dr. T. Gautier et
J. Grober (Equipe Lipness, UMR1231, Dijon). En complément, I’analyse de coupes
histologiques de tissu adipeux d’animaux nourris en HLL permettrait de mettre en
évidence une inflammation localisée, avec une IHC visant des marqueurs de

recrutement des macrophages par exemple.

Enfin, 'endotoxémie a également été associée de nombreuses fois a une diminution
de la prise alimentaire (Becskei et al. 2008; Bernard et al. 2019; Ghoshal et al. 2009,
Vors et al. 2015). Bien que les mécanismes soient mal compris, il a été montré chez
la soutis qu’une injection de LPS faible (100pg/kg) active directement des zones
cérébrales impliquées dans la régulation de la prise alimentaire (Liu et al. 2010).
Néanmoins, le métabolisme du tissu adipeux pouvant étre modifié par les LPS, il
serait intéressant de doser les adipokines circulantes en post-prandial afin d’élucider

le réle de chaque phénomene dans la régulation de la prise alimentaire chez les souris

ENT-KO.
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D. LA REGULATION DE LA COMPOSITION MICROBIENNE PAR LE CD36

L’absorption intestinale des lipides et ’endotoxémie sont toutes deux associées a des
modifications du microbiote de l'intestin gréele (Martinez-Guryn et al. 2018). Dans
cette étude, nous avons démontré qu'une seule surcharge en lipides au cours d’un
régime STD modifie la diversité microbienne, et que cette modification est différente
chez les souris ENT-KO et les controles Figure 42. Le fait que la famille des
Desulfovibrionaceae soit augmentée chez les souris ENT-KO et diminuée chez les
controdles est particulierement intéressant puisque I'augmentation de cette famille est
associée a la fois a Paugmentation des lipides dans le régime, a "obésité ainsi qu’a des
plus hauts niveaux de LPS circulants (Igarashi et al. 2020; Jian et al. 2020). 1I serait
donc tres intéressant de comparer ces résultats avec la modification du microbiote

au cours d’un régime HL chez ces animaux.

a. De nombreuses causes probables

La modification de la tenenr en lipides dans la lumicre
Plusieurs explications sont possibles a ce phénomene. D’abord, le défaut
d’absorption des lipides et donc 'accumulation transitoire ’AG et de MG dans la
lumiere pourrait moduler directement la composition microbienne jéjunale. De plus,
le microbiote intestinal produit des métabolites a partir des AG et des acides biliaires
présents dans la lumiére intestinale, qui peuvent moduler directement les réponses
inflammatoires intestinales et la perméabilité (Agus, Clément, and Sokol 2020). De
facon tres intéressante, il a été récemment démontré que la production d’acide
taurocholique a partir des acides biliaires favorise le développement de lespece
Bilophila wadsworthia, de la famille des Desulfovibrionaceae, et augmente la perméabilité
et 'inflammation intestinale (Agus et al. 2020; Jian et al. 2020; Natividad et al. 2018).
11 est donc possible que la variation de la composition microbienne au niveau jéjunal
chez les souris ENT-KO au cours de I'absorption soit une autre conséquence du

défaut transitoire d’absorption.
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La détection et la détoxification des bactéries

Une autre possibilité est que le CD36 soit directement impliqué dans la détection de
composés bactériens et dans la sécrétion de peptides antimicrobiens qui en découle.
Comme discuté plus haut, il a déja été largement démontré que le CD36 peut lier
directement des composés bactériens (Baranova et al. 2016; Hoebe et al. 2005;
Triantafilou et al. 2007). Ainsi, bien que non exprimé dans les cellules de Paneth, le
CD36 pourrait médier la sécrétion de peptides antimicrobiens qui peuvent étre
sécrétés par les entérocytes notamment en réponse a une stimulation des TLR
(Hooper 2015; de Wit et al. 2008). Ceci pourrait expliquer la modification de la

composition microbienne observée chez les souris ENT-KO en réponse aux AGLC.

Par ailleurs, nous avons observé que I'induction de 'TAP par les lipides est abolie
chez les souris ENT-KO. Cette enzyme assure la détoxification des LPS mais elle
limite aussi la translocation des bactéries dans la muqueuse et peut controler la
composition microbienne (Bilski et al. 2017; Vaishnava and Hooper 2007). Et une
coopération entre le CD36 intestinal et 'TAP a déja été observée (Iynes et al. 2011).
Il est donc tres probable que le défaut d’induction de I'TAP observé chez les souris

ENT-KO explique au moins en partie la composition microbienne par les lipides.

De plus, il a été montré dans d’autres organes que le CD36 est aussi nécessaire a
internalisation de bactéries et aux réponses inflammatoires qui en résultent (Cao et
al. 2010; Stewart et al. 2010). Et il a été mis en évidence que plusieurs especes de
Desulfovibrionaceae peuvent étre internalisées dans les IEC (Gebhart et al. 1993;
McOrist et al. 1995). Comme développé dans 'introduction de la these, les meilleures
candidates parmi les IEC pour linternalisation des pathogenes sont les cellules
mierofold (voir p.09). Aucune donnée a ce jour ne permet d’exclure que le CD36 soit
exprimé dans ces cellules. Ainsi, nous pouvons aussi faire ’hypotheése qu’en
conditions physiologiques, le CD36 des cellules M participe a I’échantillonnage de
ces bactéries nécessaire aux réponses inflammatoires dans les cellules immunitaires a

proximité.
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La méthode de prélevement de la muqueuse utilisée ici ne permet pas de différencier
les bactéries présentes dans la lumiere, dans le mucus ou dans les cellules épithéliales.
Il serait donc intéressant, par une approche en microscopie électronique par exemple,
d’étudier la pénétration des Desulfovibrionaceae dans le mucus et leur proximité avec les

différentes IEC.

Rappelons ici que, les souris ENT-KO ne présentant pas de différence de
perméabilité intestinale au Dextran-4kDa, il est peu probable qu’elles présentent une
perméabilité globale aux bactéries. Néanmoins, il serait intéressant d’étudier la
perméabilité spécifiquement au niveau du jéjunum, ou nous avons évalué la
population microbienne et ou sont sécrétés les CM (voir p.207), par l'utilisation de

chambres de Ussing par exemple.

b. Etautant de conséquences

Comme toutes les bactéries sulfato-réductrices, le métabolisme des Desulfovibrionaceae
aboutit a la production de sulfure d’hydrogene (H:S), bien connu des plages
bretonnes. Dans I'intestin, il a été montré que ’'HzS a un potentiel pro-inflammatoire,
favorise la perméabilité intestinale et inhibe 'oxydation du butyrate par les cellules
du colon (Loubinoux 2001). La dysbiose observée chez les souris ENT-KO pourrait
donc aussi expliquer la perméabilité accrue au LPS au cours de I'absorption. Aussi,
le HoS entre dans les cellules sans transporteur spécifique et y module le cycle
cellulaire (Deplancke and Gaskins 2003; Wright, Rosendale, and Roberton 2000).
Cette dysbiose au cours de I'absorption pourrait donc avoir des conséquences sur le
métabolisme des cellules intestinales. Par ailleurs, il n’est pas exclu que d’autres
métabolites produits par ces bactéries puissent avoir un impact sur le métabolisme

global des souris ENT-KO.
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Aussi, les Desulfovibrionaceae sont des bactéries Gram- du phylum des Profeobacteria,
vectrices de LPS pro-inflammatoire (Lin et al. 2020). La dysbiose observée chez le
modele ENT-KO participe aussi probablement a endotoxémie observée au cours
de I'absorption. Il serait donc particulicrement intéressant d’étudier la composition
du microbiote intestinal chez les animaux apres un régime HL, afin d’élucider la part

du microbiote dans 'endotoxémie observée chez les souris ENT-KO.

De facgon trées intéressante, 'augmentation de la famille des Desulfovibrionaceae dans le
microbiote intestinal a été trés récemment associée a une plus forte susceptibilité a
Iobésité induite par le régime, chez ’homme comme chez 'animal (Igarashi et al.
2020; Jian et al. 2020). Au contraire, la diminution de cette famille est associée a des
effets anti-obésité et anti LPS chez la souris (Liu et al. 2019; Tsuji et al. 2020; J. Wu
et al. 2020). Si augmentation de cette famille était observée chez les animaux en HL,
elle pourrait au moins en partie expliquer 'endotoxémie et 'obésité observée chez le
modele ENT-KO. Ainsi, le CD36 des IEC pourrait protéger de I'obésité et de
I'endotoxémie associées a la surconsommation de lipides en controlant Iécologie

microbienne.
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des alimentaires — Schéma des

Itats de cette thése ainsi que des mécanismes probables par

lesquels le CD36 assure sa diversité de fonctions.

ipi

Le CD36 des IEC, un senseur des 1

Figure 50

4

principaux résu

Les actions intestinales du CDD36 sont en encadrés blancs, les actions indirectes sur les autres

tissus sont en encadrés colorés. Les fleches a trait plein représentent les actions démontrées,
les fleches a pointillés représentent les actions probables. Les inhibitions sont en fleches a

bout rond, les activations sont en fleches a bout pointu.
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CONCLUSION

En conclusion, ensemble de ces travaux montre que le CD36 de la muqueuse
intestinale est un détecteur des AGLC qui a un role protecteur fondamental dans
Pinstallation de P'obésité et de endotoxémie associées a la surconsommation de

lipides.

Nous avons démontré ici que le CD36 des IEC est impliqué dans toutes les grandes
fonctions de I'intestin : 'absorption, la fonction endocrine, la barri¢re intestinale, la
composition microbienne, mais aussi dans les capacités d’adaptation de 'intestin. De
plus, ces travaux montrent que la détection des lipides par le CD36 au niveau
intestinal est impliquée dans presque tous les parametres associés a l'obésité
développés et détaillés dans le Chapitre 1 : I'expansion et I'inflaimmation du tissu
adipeux, I'altération des fonctions intestinales, la perméabilité intestinale, la dysbiose
microbienne, 'endotoxémie, et le contréle de la prise alimentaire. Cette these est
donc une illustration du role primordial de l'intestin dans 'apparition de P'obésité et

des complications métaboliques associées.

Cette these illustre également 'importance fondamentale des apports nutritionnels
en acides gras a longue chaine. Nos travaux montrent en effet que ces acides gras ont
un impact métabolique considérable dans I’étiologie de 'obésité, dans 'endotoxémie
et dans la composition du microbiote intestinal, médié par le CD36. Ce travail permet
donc également de mieux comprendre la diversité de fonctions métaboliques des

différents acides gras.

Enfin, le CD36 intestinal étant un récepteur scavenger en contact direct avec le contenu
luminal, il pourrait constituer une cible thérapeutique pertinente pour cibler tous les
parametres métaboliques dérégulés dans lobésité. Cette thése ouvre donc de
nombreuses perspectives de recherche en santé et en nutrition humaine, afin de

mieux comprendre, mieux soigner et mieux prévenir I’épidémie d’obésité actuelle.
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Annexe 1: Répartition de la population obese par niveau d'instruction ou
d’études, en pourcentage de la population, entre 1997 et 2012
(Source : ObEpi 2012)
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Annexe 2 : Prévalence de l'insuffisance d'activité physique dans quelques pays de
I'OCDE en 2016
(Données : Devaux and Vuik 2019)
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HAS

HALITE AUTORITE DEF SAMTE

Fiche de conseils pour l'alimentation

Consells disbétiguas

Limitar la consomimalion des alimants 4 fome dersita énergalique, riches an Bpades ou an suchas, ol les boissons SLKTeas o
alooolinges

Choisic des aliments de faible dersitd énergéfique {fruils, Bgumes), boire de leau
Cantriler [ failks des portions *
Dwversifier bes chate almenaires en mangean! de out (ne pas dliminer les alments prefénds mais en manger modgrement)

Mangar suflisamment & lantamsant & I'osasion das repas, ma peas Manger daboul, Mais sesis bien inglalle o umna ek, si
possible dans |8 convivialibs

Struciunes ks prises aimentaings en repas o en collalions en fonclion das rdceasilés du mode de via du aiged (en général, 3
rapas princpace el und collation evaniuelle), e pas sauler g8 repas pour Siler lBs grignolages anire &S rapas Tavanses par
la Faim

Rassurer k= palient guant 4 son droit au plaisr de manger, la convivialibd des repas est souhaitable
Conssils pour I'acquisition des aliments

Prévpir les manus pour b nombne de convives

Faira urs lisia da coursss

Faina Geg Coursas sars aveir Tam

Eviler  achebtar des aiments corsommabless sans aucune préparatian

Apprendre a line les éoqueties dindormation sur kes emballages

Conseils pour la préparation des aliments

Cautsingr 5 pessible sol-méma ou indquer clairemant las consignes a la parsanng qul culsing
Propasar la méme alimantalion pour ioute |a tamelle (seubas las quanites vonl varier)

LHliser les produils de saizon

Limiter Futlisation ce maliére grasse pour la cuisson

Cuisinar des quantités adapiées. Limiter 1a taile des plats. 51 y a des resles, proposer de les accommadar pour e repas
sulvant

Consalls pour les repas
Se CONsacrer au repas, Slne alent? & son assies
Préles allenlion au sansaliong parues loregu'on mange (st-ca acide, amer, sueré, chaud 7

Servir & I'assietie ; remplir les asseties avant de les apporber sur [ table (Eviler de laissar le plal sur la @ble). Ne pas se
resserir

Dspocsar kas couants andna chaque bouches en cas da tachyphagee T
LAdiger des asaielbas de diaméine standard (ou pedith pour abbanir une 1@ille des pomons sdaplés
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Annexe 4 : Fiche de conseils pour I'alimentation pour la prise en charge de
Pobésité de 1¢f recours

(Source : HAS 2012)



Annexe 5 : Quelques exemples de techniques de chirurgie bariatrique utilisées

comme traitements de 1'obésité chez ’adulte

ANNEXES

TECHNIQUES
RESTRICTIVES

TECHNIQUES MIXTES

Anneau gastrique (ajustable ou non)

One Anastomosis Gastric Bypass (OAGB)

Gastroplastie (verticale)

Roux-En-Y Gastric Bypass (RY GB)

Gastrectomie longitudinale (s/eve)

Sleeve (SADI-S)

Single Anastomosis  Duodenal-Ileal - bypass with

Ballon intragastrique

(BPD-DS)

Biliopancreatic Dipersion with a Duodenal Switch

(Esophage

Poche gastrique

Partie de I'estomac retirée

Duodénum

Sleeve gastrectomy

(Esophage

contournée

Colon

Poche gastrique

Partie de I'estomac

Anse biliopancréatique

Anse commune

Esophage

| Poche gastrique

Partie de I'estomac
contournée
Anse alimentaire

Colon

- Anse biliopancréatique

— Anse commune

OAGB

RYGB

Annexe 6 : Schématisation des principales techniques de chirurgie bariatrique

utilisées contre 1'obésité

(Source : Aarts and Mahawar 2020, dessins réalisés par Dr. E.O. Aarts).
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Equateur

OBLIGATOIRES @ % oo mkton [

®
VOLONTAIRES O @ W

PER 100g

Danemark, Norvége, - of an adult's reference intake
Suéde, Lituanie, Islande Australie, Nouvelle-Zélande UE

ALTO EN
Gy CALORIAS
SATURADAS
l )

UE, Royaume-Uni

Annexe 7 : Exemples d'étiquetages Front-of-Pack obligatoires ou volontaires

Ces étiquettages ont été mis en place dans I'objectif de favoriser une meilleure alimentation
et réduire la prévalence du surpoids et de I'obésité.

Seuil pour l'orientation en consultation de

Paramétre mesuré conseil
Tour de taille >90cm (femmes) ; > 85cm (hommes)
IMC > 25kg/m?
Triglycérides (g/L) >1,50
HDL cholestérol (mg/dL) <39
Glycémie a jeun (g/L) >1,0
Tension artérielle (mmHg) 130/85

Annexe 8 : Criteres physiologiques utilisés pour le suivi médical dans le cadre du
""Health Checkup Program" au Japon

11 est intéressant de noter que les seuils imposés par le ministere japonais sont les seuils les
plus bas de la définition du syndrome métabolique donnés par FOMS, 'EGIR ou 'IDF

(voir aussi Tableau 1 : Principales définitions du syndrome métabolique selon différents
organismes.) (Adapté de : Kohro et al, 2008).



Augmenter A

=

Les fruits et légumes

&

Les légumes secs:
lentilles, haricots, pois
chiches, etc.

Les fruits a coque:
noix, noisettes, amandes
non salées, etc.

Le fait maison

Y0

L'activité physique

+ limiter la
sédentarité

Annexe 9 : Directives du quatriéme PNNS (2019-2023)

Aller vers 7

&

Le pain complet
ou aux céréales, les pates,
la semoule et le riz complets

e

Les poissons gras
et maigres en alternance

L'huile de colza,
de noix, d'olive

Une consommation
de produits laitiers
suffisante mais limitée

Les aliments de saison
ot les aliments produits
localement

BIO

Les aliments bio

ANNEXES

Réduire N

L'alcool

Co)
o
<
Les produits sucrés
ot les boissons sucrées

0

Les produits salés
<
@\
La charcuterie

——
La viande:
porc, bosuf, veau, mouton,
agneau, abats

Les produits avec
un Nutri-Score D et E

5

Le temps passé assis

PNNS : Programme National Nutrition Santé. Les nouveautés 2019 sont mises en évidence
cerclées de bleu. (Source : mangerbouger.fr)
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Annexe 10 : Principales étapes de synth¢se des AG alimentaires
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