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Résume

L’hypertriglycéridémie post prandiale constituefanteur de risque des maladies cardiovasculaires et
est présente en cas de syndrome métabolique, @®késl’'insulino-résistance. L'intestin conditian

la biodisponibilité des lipides et I'hypertriglyééémie post prandiale. En effet, il contréle |a ot

et la qualité des chylomicrons sécrétés, en adagtam métabolisme en fonction de la teneur en
lipides du régime. Or & I'heure actuelle, le mésard de détection des lipides alimentaires par les
entérocytes nécessaire a cette adaptation, n'stlpeidé. Ce travail de thése a permis de démontre
gue la glycoprotéine transmembranaire CD36, estaapteur aux AGLC qui déclenche I'activation
des ERK1/2. Cette activation est responsable dduttion du taux d’ARNm de 3 protéines clés de
I'absorption des lipides (I'’Apobecl, la MicrosomBtiglyceride Transfer Protein (MTP), la Liver-
Fatty Acid Binding Protein (L-FABP)) et de la dédasion post prandiale de CD36. La pertinence
physiologique de ce récepteur a été évaluée chezsderis CD36 (-/-) soumises a un régime
hyperlipidique riche en AGLC saturés ou insatuMss données démontrent que CD36 intestinal est
indispensable a I'absorption de forte quantité igelés, au contréle de I'hypertriglycéridémie post
prandiale, de I'inflammation intestinale et de bemoxémie. Ces effets sont fortement aggravés €n ca
de régime hyperlipidique riche en AGLC insaturéspgpuvent méme étre léthal. Le CD36 intestinal
pourrait donc étre une cible thérapeutique dandrdgement de [I'hypertriglycéridémie et de

I'endotoxémie post prandiales.

Mots-clés : CD36, ERK1/2, Intestin gréle, Chylomiaons, Inflammation, Endotoxémie, Lipides
alimentaires.



Abstract

Post prandial hypertriglyceridemia represents & fector for cardio-vascular diseases and it is
associated with metabolic syndrom, obesity, andilims-resistance. The intestine influences lipid
bioavailibility and post prandial hypertriglycerigé. It controls the quantity and the quality of
secreted chylomicrons by adapting its metabolisroomting to the lipid content of the diet.
Nevertheless, the mechanism of dietary lipid dedadby the enterocyte is not understood. Our work
demonstrates that the transmembrane glycoprote6GPa Long Chain Fatty Acid (LCFA) receptor
which triggers ERK1/2 activation. This activatianresponsible for the induction of mRNA rate of 3
key proteins of lipid absorption (Apobecl, Microsainiriglyceride Transfer Protein (MTP), Liver-
Fatty Acid Binding Protein (L-FABP)) and for CD3@gtadation. The physiological relevance of this
receptor has been assessed in CD36 (-/-) mice fdbdanHigh Fat Diet (HFD) rich in saturated or
unsaturated LCFA. Our data demontstrates that GB38ucial for the absorption of an important
quantity of lipids, to the control of hypertriglyt@emia, of intestinal inflammation and of
endotoxemia. These effects are getting worse icalse of HFD rich in unsaturated LCFA, which can
be lethal. Intestinal CD36 could represent a themtip target in the treatment of post prandial

hypertriglyceridemia and endotoxemia.

Key words : CD36, ERK1/2, Intestine, Chylomicrons,Inflammation, Endotoxemia, Dietary
lipids.



Table des matieres

R SUMIE .. e e e e e e e 1
F Y 0111 £ Vot F PV 2
TabIE dES MALIEIES. .. ..ttt et e e e e et et et et et e e 3
Liste des abbréVIatioNS. .. .......ce i e e et e e e 7
IS (0 [T T U] 9
LIStE @S TADIEAUX. .. .. e ettt et e e e e e e ————— 13
[ a11 oo [V Lot i o] o DN PP 14
Synthése bibliographique....... ..o s 17
TS [T ol o TSR 1] 4= ] = UL = 18
1. FONCHONS 0ES AGLC ... ..ttt e e e e e e 18
1.1. Fonctions structurales et ENergetiqUES..........ovvuiiie it e et e e e e e eenes 18
1.2. Role des AGLC dans la signalisation cellulaire.....cu....coooviii i, 20
2. ACIHES Gras €L SANTE ... ... oottt et e e e e 22
2.1. AG etrisque Cardio-vasculaire (CV) ......viuuiuie i e cee et veieere e eentenne e aenenas 22
2.2, AG BLODESITE ...t e 25
Absorption intestinale des lipides alimentaires. ... ... .ccouviie i e e 28
1. Spécificités morphologiques de I'épithélitmtestinal.............cccooviiiiiii i 28
1.1. Une surface d'échange importante ............oooviiiiiieces s e e ee e ie et e aenns 28
1.2. Une organisation SEION 2 @XES .......iuiie it v et it e et et vrmmes et e et e aaaeaas 28
1.3. Composition cellulaire de I'épithéliuntestinal...............cooiiiiiiiiiii e 29
1.4. Un renouvellement intense de I'épithéliutestinal ...............cooviiiiiiiiiiiiiii e, 31
1.5. Une barriére « ImpEenetrable » .........c.ooviir i et e e e e 32
Digestion des triglycérides alimentaireS..........o.ouuieiiiee i e e e e e e e eeieee e 33
3. Absorption intestinale des AGLC au niveau entéricgt. . ..........c.oovvveviiiieciiiieiiiee e, 36
3.1. Le captage entérocytaire : rdle des LBP 2 .....oovnii i e, 36
3.2. Traffic cytosolique desS AGLC..... ..o e e e e e e 39
3.3. Réestérification des AGLC €N TG ..o.oniiiiiiiiie e e e e e e 41
3.4. Synthese et sécrétion des ChylomiCroNS.............coii it e e 42
Transport d’autres molécules parles CM : cas dB.LP..........ccoioiiiiiiiiii i 53

Métabolisme post-intestinal des chylomicrons : lydagridémie post prandiale et devenir des

[PIAES AlIMENTAINES ...\ttt ittt e e e e e et e e e et e e e et e et ee et e e ae o 53
00 U - T PP 55
5.2. Facteurs modulant I'activité de la LPL..........c.ooo it e e e e 56

6. Régulation de I'absorption intestinale par Ipgles alimentaires .............cccooecviiv i, 60
CD36, un récepteur aux multiples fonCtioNS...........ooi v e e 63



L. SHUCIUIE 08 CD3B. .. ot eniit ittt et e e et e et e et e et e e e e 63
2. CD36 est impliqué dans le captage et I'oxydation A&LC au niveau musculaire................. 66
3. CD36 est impliqué dans le captage et la lipolyseABLC au niveau adipocytaire................ 67
4. CD36 est impliqué dans la stéatose et laténrédes VLDL.............ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiien e 68
5. CD36 estimpliqué dans la détection des AGLC...........cooiviiiiii i e, 69
5.1. CD36 et la préférence spontanée aux lipides............cooveiiiiiiiieiiii i e, 69

5.2. CD36, senseur des lipides au niveau intdstiet régulateur de la synthése des
o3 17710 41T 0 o L 70

5.3. CD36, senseur de lipides au niveau hypothalaeni impact sur la régulation de la prise

211100 [T 1 =Tl £ PP 74
6. CD36 est un acteur de I'inflammation.......... ..o e 75
6.1. Liaison de CD36 avec des molécules déclendlaiammation...................cooeeeenennnn. 75
6.2. CD36 et régulation des CYLOKINES .......c.oi ittt e e e e e e 76
6.3. CD36 et la reconnaissance de molécules patiesgbactérie®lasmodium falciparu...77
L0 o1 1= 0 - o U= PP 80
RESUIALS. .. ..t et e et et e e e et e e et e et e e e e eaas 82

Le lipido-récepteur CD36 et sa signalisation ERK1/2dépendante contrblent la synthése des

o3 1177 0] 0 21 T] £ 1S 38

CD36 est-il un récepteur aux AGLC au niveau intestial ?..........ccceeeviiiiiiiiieeie e eneeee e 84

1. Protocole d'optimisation d’une méthode dewngltde segments intestinagx viva............... 84

2. L'induction des ERK1/2 et de 'ApoB48 dépentdée la liaison de CD36 avec son ligand........ 87

3. Les AGLC induisent 1es ERKL/2...... et et et et e e e e 90

Roéle des ERK1/2 dans la cascade de signalisation di#ge par CD36 : impact sur la régulation

des protéines impliquées dans la synthése des chiglorons.............cc.ocoveiviie i i e, 92

1. L'inhibition des ERK1/2x vivoabolit I'induction des genes cibles de CD36.................... 92

2. La délétion de ERK1 impacte la production degomicrons et la sécrétion intestinale de TG en

PEriode POSE Prandiale.........o.o ettt e e ———————— 95
2.1, ProtoCole d'EtUTE. .. ... .ot e e e e e 95
2.2. Phénotype des souris ERKL (-/-) €t ERK2 (=/=)u venvie i i e e 95
2.3. Les souris ERK1 (-/-) présentent une hypdyirigridémie post prandiale........................ 97

2.4. La régulation post prandiale des protéinedigqupes dans la synthése des chylomicrons est
altérée chez 16S SOUMNS ERKL (</-) ...t it et e et e e e e e e e 98

La dérégulation de CD36 au niveau intestinal en pé&de post prandiale est associée a une

altération de la synthése des chylomicrons chez dgsuris en syndrome métabolique............ 106
R ] (o o 0] = P 106
2. Larégulation post prandiale de CD36 en cas ddreyme métabolique est altérée. .............. 107



Un régime Hyperlipidique (HL) riche en AG insaturés a un effet anti-obésité chez des souris

D36 (/=) ettt ettt et et n et et ee ettt ee et en e 110
Comparaison de l'effet de régimes HL riches en AGnsaturés (Isio4) et riches en AG saturés
QAT (= T =) 112
1. Protocole d'étude et composition des regiMeS..........vviiiiieiie i e e e e 112

2. Un régime HL riche en AG insaturés induit une peltemasse rapide chez les souris CD36 (-/-)
contrairement a un régime tyjdestern Diet.........ocoo v 114
3. Un régime enrichi en AG saturés (huile de palme)mmalifie pas la masse ni la composition

corporelle des SOUNS CD3B6 (-/-) ...ttt it e et e e e e e e e e e e e aaens 117
4. Mesure de la prise alimentaire et étude des médéis alimentaires chez des souris CD36 (+/+) et
CD36 (-/-) enrégimes HL isiod et Palme.........ccoii i e e e e, 119
4.1.Suivide la prise alimentaire ..........o.uie it e e e 119
4.2. Cinétique de prise alimentaire sur 24h a l'issueédjime HL................c.coeeivienn s 121
4.3. Préférences alimentaires suite & un régime HL isiopalme...............coooviieiiiennn, 121

5. Effet d’'un régime HL Isio4 ou palme sur la dépeisergétique chez des souris CD36 (+/+) et

CDB6 (=) e e 123
B.LLPIOtOCOIE ...ttt e e e e e e 123
5.2. Les souris CD36 (-/-) ne présentent pas d’agation de la DE ni de I'activité mais une
oxydation des lipides plus importantes en régimadthd.....................cocoiii i, 124
Le régime HL Isio4 déclenche une malabsorption intinale des lipides chez les souris..............
CDB6 (/=) e e, 130
L PIOTOCOIE. .. .. e e e e e e e e e e 13
2. Impact du régime HL isio4 chez les souris CD3§ §ur la morphologie intestinale................ 131
3. Les souris CD36 (-/-) présentent, seulemeng&gimte HL riche en huile Isio4, une perte fécale en
1T 0] 0 1= 132
4. Les souris CD36 (-/-) présentent un recrutententla partie iléale seulement en régime HL
5 133

5. La consommation d’'une grande quantité d’Huiledsiche en AG Insaturés est associée a une

hypertriglycéridémie post prandiale plus importagteavec un régime riche en huile de palme chez

TSR TU RS O I 1C | T o 135
5.1. Estimation de la sécrétion des TGSHTIEUX. .. .......cueveverireeenineenieeceier e neneeneaenns 135
5.2. Estimation de I'hypertriglycéridémie post ptade............cooieiiiiiii e, 136

6. Les CD36 (-/-) présentent une synthése des efigtons moins efficace en régime HL riche en
huile I1SI04 au NIVEAU JEJUNAL............oi e e e e e e e e 138
La consommation d’'un régime HL riche en AG insaturé est associée a une endotoxémie chez les
souris CD36 (-/-) et une augmentation de la permédibé intestinale...................ccoooeieeiinns 141

I (0] (0 o7 0] [ 14



2. Les souris CD36 (-/-) présentent une endotoxgghie importante apres un régime HL riche en

NUIIE IST0A .. . e e e e e e e e e et e ettt e e e 142

3. Un régime HL riche en huile Isio4 induit une mgntation de la perméabilité intestinale chez les
Ko LU RS O I 1. I T 145

La réponse inflammatoire intestinale est altérée @z les souris CD36 (-/-)........cccovveivivinnnnnns 147

L PIOMOCOIE. .. . e e e e e e e e e e e e 14

2. Les souris CD36 (-/-) présentent moins de mangude macrophages et d’inflammation au niveau
INEESTINAL <. et e e e e e e e e e 18

2.1. Détermination de la quantité d’Emrl, CD68, CCLZarqueurs de macrophages, chez des

souris CD36 (+/+) et CD36 (-/-) en régime HL ISi04 . oo, 148
2.2. Production et sécrétion de cytokines pro inflanwines chez des souris CD36 (+/+) et CD36
(-/-) €N TEGIME HL ISIOA ... ..ot e e e e e e e e 150
2.3. Un régime HL isio4 conduirait a une infilicet de bactéries au niveau de la muqueuse
intestinale chez 16S SOUMS CD36 (-/-) .. iuiie it it e e e s e e ee e e e e ea e 152
D Yo S1] o] o P TPV 154
(070] o (ol [0 11 o] o TP 167
2T o] 1T o =T o] 1= 170



Liste des abbréviations

ACS: AcylCoA synthetase

AG: Acides Gras

AGL : Acides Gras Libres

AGLC : Acides Gras Longues Chaines
AGCC: Acides Gras Courtes Chaines

AGCM : Acides Gras Chaines Moyennes
AGS: Acides Gras Saturés

AGMI : Acides Gras Mono-Insaturés

AGPI : Acides Gras Poly-Insaturés

AJ: A jeun

ALA: Acide a-linolénique

ApoAl : Apolipoprotéine Al

ApoAlV : Apolipoprotéine AlV

ApoAV : Apolipoprotéine AV

ApoB : Apoliporotéine B

ApoB48 : Apolipoprotéine B48

ApoCll ; Apolipoprotéine ClII

ApoClll : Apolipoprotéine CllII

ApoE : Apolipoprotéine E

ASC : Apoptosis associated Speck Like protein
BSA: Bovine Serum Albumine

CCK: Cholecystokinine

CD36: Cluster of Differenciation 36

CM: Chylomicrons

COPII : Coat protein complex Il

CPTL1: Carnitine Palmitoyl Transferase 1

DE : Dépense énergétique

DG: Diacylglycérol

DGAT : Diacylglycerol Acyltransferase

DHA : Acide docosahexaénoique

DT2: Diabete de type I

EPA: Acide eicosapentaénoique

ERK1/2 : Extracellular regulated signal kinases 4
FAAH : Fatty Acid Amide Hydrolase

FABPpm : Fatty Acid Binding Protein plasma memlaran
FAPT4 : Fatty Acid Transport Binding Protein 4
FIAF : Fasting Induced adipose factor

GIP : Gastric Inhibitory Peptide

GLP1: Glucagon like peptide 1

GLP2 : Glucagon like peptide 2

GPIHBP1 : Glycosylphosphatidylinositol-anchoredhdensity lipoprotein 1
HDL-C : High Density Lipoproteins —Cholesterol
HDL : High density Lipoproteins

HFHS : High Fat High Sucrose

HL : Hyperlipidique

Hsc70 : Heat Shock Protein 70

IAP : Intestinal Alcaline Phosphatase

IL: Interleukine

IMC : Indice de Masse Corporelle

I-FABP : Intestinal Fatty Acid Binding Protein
IR: Insulino —résistance

IRS1: Insulin receptor substrate 1



JNK :
LA :
LBP :
LD :
LDL-C:

L-FABP :

LHS :
LIMP2 :
LPL:
LPS:
MCP1 :
MCV :
MetS :
MG :
MGAT :
MTP :
NAPE :
NAT :
NL :
NLR :
OA:
OEA:
PA .
PCTV :

PEPCK:

PL :
PPAR :
PYY :
Qr:
RE :
SR-B1:
SSO .
Sarlb:
SNP :
TG :
TLR :

Total-C :

TNFa :
TRL:
UCP2:

Vamp?7 :

VLDL :

¢ Jun N terminal Kinase

Acide linoléique

Lipid Binding Proteins

Lipid Droplets

Low Density Lipoproteins —Cholesterol
Liver Fatty Acid Binding Protein

Lipase Hormono Sensible

Lysosomal Integral Membrane Protein 2
Lipoprotéine lipase

Lipopolysaccharide

Monocyte chimoattractant protein 1
Maladies cardio vasculaires

Syndrome Métabolique
Monoacylglycérol

Monoacylglycerol Acyltransferase
Microsomal Triglyceride Transfer Protein
N Acetyl PhosphatidylEthanolamine

N Acetyl Transferase

Normolipidique

NOD Like receptor

Acide oléique

Oleoyl-ethanolamide

Acide palmitique

Pre Chylomicron Transfer Vesicle
Phospho enol pyruvate carboxykinase
Phospholipides

Peroxisome Proliferator Activated Receptor
Peptide YY

Quotient Respiratoire

Reticulum Endoplasmique

Scavenger Receptor B-1
Sulfo-N-Succimidyl-Oleate

Secretion Associated Ras related GTHase 1
Single Nucleotide Polymorphism
Triglycérides

Toll Like Receptor

Total-Cholesterol

Tumor Necrosis Factor

Triglyceride Rich Lipoprotein
Uncoupling protein 2

Vesicule Associated Membrane Protein 7
Very Low Density Lipoproteins



Liste des figures

Figure 1 : Principales classes d’acides gras citre et nomenclature..............c.coooeii e eenen. 19
Figure 2 : Unité fonctionnelle de I'intestin : I'axcrypto villositaire.............c.cooviiiiin e, 29
Figure 3 : Les différents types cellulaires consifis de I'épithélium intestinal........................... 30
Figure 4 : Fonctions principales de certaines howescsécrétées par les cellules entéroendocrines et
FEQUIEES PN 185 AGLC ... i ittt et e e e e e et e e et e et e et e e e 31
Figure 5 : L'intestin, barriére « impénétrable sire les pathogenes...............ccoo i, 33
Figure 6 : Structure et caractéristiques physiémicfues d’un chylomicron.............................. 43
Figure 7 : Schéma de la formation des pré-chylasnisau niveau du réticulum endoplasmique...... 45
Figure 8 : Schéma du transport des PCTV et de tanatéoon des chylomicrons......................... a7
Figure 9 : Exocytose des chylomicrons de I'entém@eers la lamina propria..............c.oovveennenn. 50
Figure 10 : Principales étapes de la formationathggomicrons : le captage et la détection des AGLC,
le traffic intracellulaire des AGLC et la synthabes chylomicrons au niveau entérocytaire............ 51
Figure 11 : Synthése de la LPL et phénoméne di/fipantravasculaire.............c.ccovvvvee v, 55
Figure 12 : Principaux facteurs modulant la LipdBire Lipase (LPL) et devenir des AG en période
1013 B0 =T T 1= 1= )
Figure 13 : Devenir des AGLC en période post praedi phénoméne dspillover et régulation des
AGLC sUr I'actiVite de [a LPL. .. ... e e e e e e 59
Figure 14 : Structure 3D de 1a protéing CD36.........o.i it e vt ee e e aeaene s 64

Figure 15: Structure de CD36: une glycoprotéirmngmembranaire aux multiples ligands et
L0103 1) 65

Figure 16 : Réle de CD36 dans I'adaptation a laremtion musculaire et aux besoins énergétiques du

MUSCIE SQUEIELLIGUE. ... ottt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e 67
Figure 17 : Rble de CD36 dans la détection oraddigi&les alimentaires ..................ceevvivennen 70

Figure 18 : R6le de CD36 dans la régulation duabwisme intestinal en phase post prandiale :
implication dans la synthése des chylomicrons sétaétion d’hormones intestinales régulant laepris
1T LT ] =] 72

Figure 19 : Rdle de CD36 dans la détection desldipiet la régulation de la prise alimentaire au

NIVEAU CENTIAL ... ettt e e e e e e e et e et e et e e e 5
Figure 20 : Protocole de culture de segmenrtgivo: schéma du protocole d’expérimentation........ 86
Figure 21 : StruCture du SSO... ...t e et e e e 88
Figure 22 : Le SSO induit la dégradation de CD38&pression de I'’ApoB48 et active les ERK1/2.
Les effets du SSO sont abolis CheZ 1€S CD36 (- vrverue it e ieniie e e ieieeie e eeneeanennns 89
Figure 23 : Le LA et le SSO sont en compétitionrdadiaison de CD36. ............cccveviviiiiiennene. 90



Figure 24 : Les AGLC activent Ies ERKL/2.......c.iiiiii e e e e e e 91

Figure 25 : L'induction de 'ApoB48 est ERK1/2 déjglante...........coooeviviiiiii i e 93
Figure 26 : L'induction de la transcription de I'dipecl, de la MTP et de la L-FABP en présence de
lipides est ERKL/2 déPENTaNtE........ccuie ittt et e e e e e e e e s e e ee e e 94

Figure 27 : Evolution de la triglycéridémie plasigae chez les souris ERK1 (-/-) et sauvages suite a
UNE Charge EN lIPIAES. ... .o e e e e e e e e e e et s e 97
Figure 28 : Estimation de la surface d’'absorptiedadmuqueuse intestinale des souris ERK1 (+/+) et
L] S R - 1= 0o 98
Figure 29 : Mesure de I'expression des ERK1 et ERK&z des souris ERK1 (-/-) et souris contrdles
sacrifiées Abvernightet 6h aprés une charge en lipides..........c.coooii i 99.
Figure 30 : Expression protéiquevivo de CD36 (A) et de la MTP (B), de la L-FABP (C) ehies
souris sauvages et invalidées pour ERK1 & jeupresaine charge en lipides.......................... 100
Figure 31 : Expression protéiqire vivo de '’ApoB48 au niveau de la muqueuse jéjunale éAau
niveau plasmatique (B) chez des souris sauvagesaidées pour ERK1 & jeun et suite une charge en
0] 0 = 01
Figure 32 : Expression génique de I'’ApoC2, ApoC3AebA4 au niveau du jéjunum de souris
contrdles et ERK1 (-/-) & jeun et aprés une changpides.............ooviviiiiiii i e 102
Figure 33: Rodle du récepteur aux AGLC, CD36, etlalevoie de signalisation ERK1/2 dans
I'optimisation de la synthése des chylomicrons érigale post prandiale.................cooeveinn. 104
Figure 34 : La régulation lipide dépendante de C@86altérée en cas de syndrome métabolique.
Immuno-détection de CD36 au niveau de I'épithéligjunal par immunohistochimie et p#éfestern
Blotting chez des souris contréles et des souris en MetfD.(.........c.oovviiviiiii i, 107
Figure 35 :la triglycéridémie post prandiale (A), la taillesdkpoprotéines sécrétées (B) ainsi que
linduction des genes impliqués dans la synthése @il (C) sont altérées en cas de syndrome
L a=] = o To] T T 1= 108
Figure 36 : Protocole de I'effet des régimes HLzcles souris sauvages et CD36 (-/-)................ 114
Figure 37 : Résultats de suivi de masse et composibrporelle chez des souris CD36 (+/+) et CD36
(-/-) aprés 7 jours de régime riche €N AG INSAtULES .. ....vv e iiriee et it e e e 115
Figure 38 : Résultats de suivi de masse et coniposibrporelle chez des souris CD36 (+/+) et CD36
(-/-) aprées 7 jours de régime typdéestern DIe{HFHS)..........ocooiiii i 116
Figure 39 : Suivi de la masse et de la compositamporelle chez des souris CD36 (+/+) et CD36 (-/-)
en régime riche en AG Saturés (huile de PalMe).. ... e ee e ieein e e e e 118
Figure 40 : Résultats de suivi de prise alimentexgrimée en kcal/jour chez des souris CD36 (H+) e
CD36 (-/-) en régime riche en AG insaturés (husi@4) (A) et en régime riche en AG saturés (huile
Lo L= o= 11T ) T (= 120
Figure 41 : Cinétique de prise alimentaire sur @dtsouris CD36 (+/+) et CD36 (-/-) at"7jour de

régime HL Isio4 (A) et Aire sous courbe (B) calaifgour la période nocturne et diurne.............. 121



Figure 42 : Tests de double choix de souris CD36)(et CD36 (-/-) aprés 10 jours de régime HL

rIChe €N AG INSATUIES OU SATUIES.........vit et e cet e e e e e e e e eme e e e e e e e ans 122
Figure 43 : Cages de calorimétrie indireCte POUFISO..........cvvuuieveiie i e 124

Figure 44 : Equation estimant la part de I'oxydattu glucose (Gox) et de celles des lipides (Lox) a
partir de la VQet la VCQ mesurée en cage de calorimétrie indirecte...................c.vevcm.. 124
Figure 45 : Impact d'un régime HL riche en huil®#s(AG insaturés) ou riche en huile de palme (AG
saturés) chez des souris CD36 (+/+) (colonne dehgguet CD36 (-/-) (colonne de droite) sur la

dépense énergétique (figures 45 A&D), le Qr (figukb B&E) et I'activité totale (figures 45

Figure 46 : Impact d'un régime HL riche en huil®4s(AG insaturés) ou riche en huile de palme (AG
saturés) chez des souris CD36 (-/-) sur la dépémagétique (figure 46A), la prise alimentaire \fig
46B), le Qr (figure 46C) et I'activité totale (fige 46D). .......cevviiriiiiii e, 126
Figure 47 : Impact d'un régime HL riche en huil®4s(AG insaturés) ou riche en huile de palme (AG
saturés) chez des souris CD36 (-/-) sur I'oxydaties lipides et du glucose en périodes diurne et
nocturne pendant 8 jours de régime HL............c.oo ittt e e e 128
Figure 48 : Perte fécale en lipides totaux chezstesis CD36 (+/+) et CD36 (-/-) nourries avec un
régime HL (40% (m/m)) riche en AG Insaturés (hui#o4) ou riche en AG saturés (Huile de

Figure 49 : Mesure de I'expression des principagmeg impliqgués dans I'absorption des lipides et la
synthése des chylomicrons au niveau du l'iléumalegis CD36 (-/-) et CD36 (+/+) correspondantes
apres 4 jours de régime HL ISio4 0U Palme........c.covii it e e e e e 134

Figure 50 : Sécrétion de TG suite a un gavage #hsio4 ou d’huile de palme soumises & 4 jours de

régimes hyperlipidiques riches en Huile Isio4 ouherile de palme chez des souris CD36 (+/+) et

(O 1 O 13
Figure 51 : Suivi de triglycéridémie post prandisiéte & un gavage d’huile Isio4 ou d’huile de palm
au 16™jour de gavage chez des souris CD36 (-/-), et deszouris CD36 (+/+).....................136

Figure 52 : Taux plasmatique des acides gras lithez les souris CD36 (+/+) et CD36 (-/-) soumises

apres 7 jours de régime HL riche en AG insaturéslghsio4) et riche en AG saturés (huile de

Figure 53 : Mesure de I'expression des principagmeg impliqués dans 'absorption des lipides et la
synthése des chylomicrons au niveau du jéjununodessCD36 (-/-) et CD36 (+/+) aprés 7 jours de
régime HL riche @n hUIlE ISIO4 ... ... e e e e e 139
Figure 54 : Mesure de I'endotoxémie chez des s@atisages et CD36 (-/-) femelles nourries avec un
régime NL et HL iSIO4 OU PalME. ... ettt s et e e e e et et e e e e e e eenaees 142
Figure 55 : Mesure de I'expression génique de T(&4 CD14 (B), IAP (C) et I'Angptl4 (FIAF) (D)

au niveau du jéjunum de souris CD36 (+/+) et CDB§ $oumises a 4 régimes de régime HL riche en

NUILE ISIO4 OU PalMe ..o e e e e e e e e e e e e e te e oe s 144

11



Figure 56 : Mesure de la perméabilité intestinadl¢ €t de I'expression génique de ZO-1 (B) et
Occludine (C), 2 marqueurs de jonctions serréesianu intestinal chez des souris CD36 (+/+) et
CD36 (-/-) suite a un régime HL riche en huile 4sit en huile de palme.................coe i, 146
Figure 57 : Expression génigirevivo de marqueurs de macrophages et d’inflammationiaan du
jéjunum de souris CD36 (+/+) et CD36 (-/-) soumiaes régime HL riche en huile Isio4............ 148
Figure 58 : Estimation de la présence de macraghdgns le tissu adipeux périutérin de souris CD36
(+/+) et CD36 (-/-) soumises a un régime HL richehaile I1Sio4....... ... 149
Figure 59 : Expression génique de 3 cytokines pflarnmatoires TNE, IL1pB, IL6 au niveau du
jéjunum de souris CD36 (+/+) et CD36 (-/-) soumiaésjours de régime HL Isio4.................... 150
Figure 60 : Expression génique de cytokines prlaimihatoires au niveau plasmatique chez des souris
CD36 (+/+) et CD36 (-/-) soumises a 7 jours demEgHL ISi04............ccocvvivevie e, 150
Figure 61 : Niveau d’expression du pro-IL1beta aweau de la muqueuse intestinale de souris
sauavges et CD36 (-/-) soumises a 4 jours de réblimgche en huile Isio4 puis sacrifiées 4h aprés
un gavage de 0,5 Ml d’hUIl ISIO4.... ... e e e e e e 151
Figure 62 : Coupe histologique de jéjunum d'uneriso€D36 (+/+) et d'une souris CD36 (-/-)
soumises a 10 jours de régime HL riche en hui@$40% (m/m)). Coloration Gram. ............... 152

Figure 63 : Rdle du récepteur aux AGLC, CD36, etaia de signalisation ERK1/2 dépendante dans

I'optimisation de la syntheése des chylomicrons énqgale post prandiale................c.ooovinne. 157
Figure 64 : réles de CD36 au niveau intestinal........c.ccc.oiiii i 168

12



Liste des tableaux

Tableau 1: Apport Nutritionnel Conseillé des diffigétes classes de lipides par 'ANSES et la
consommation moyenne en lipides en France chdmlesnes et les femmes adultes (rapport INCA2

de 2009) exprimée en pourcentage des Apports Bigugs journaliers (AE)............cocvevieeenne. 27
Tableau 2 : Localisation des principaux AG préseatss I'huile de palme, le saindoux et dans I'huile
de tournesol en fonction de leur position sUr e TG ... ..ot e 35
Tableau 3 : Propriétés fonctionnelles des Lipiddig Proteins entérocytaires.......................... 49

Tableau 4 : Facteurs nutritionnels, physiologiqpéysiopathologiques et facteurs liés au mode ée vi
influencant la lipémie post prandiale.............ooiiii i e 54

Tableau 5 : Impact de régimes hyperlipidiques solie AG saturés et insaturés chez la souris sur le

capacités d’absorption intestinales, sur le gaimdsse et la prise alimentaire........................... 62
Tableau 6 : Conditions d'utilisation et référenes @nticorps utilisés avestern Blotting........... 87
Tableau 7 : Phénotype des souris ERKL (-/-) @ ERKR.....oovvivi i e 96
Tableau 8 : Composition corporelle et paramétrasmétiques des souris ERK1 (-/-) et sauvages a
jeun une nuit en régime Standard............co.oeviiie i e ———— e 96
Tableau 9 : Composition des régimes utilisés etpmsition en AG des régimes...............cccee.... 113
Tableau 10 : Composition en AG de I'huile de palffends Francais Alimentaire)..................117

Tableau 11 : Paramétres plasmatiques de souris GB3% et CD36 (-/-) soumises a 4 jours de
régime Normolipidique puis a 7 jours de régime Hiiplique riche en huile Isio4, Palme (40%
lipides (m/m)) ou HFHS (research Diet n°D0306230khes en AG saturés et en sucrose.

Tableau 12 : Estimation de la surface d’absorptienla muqueuse intestinale chez des femelles
sauvages et CD36 (-/-) soumises a un régime HBISIO. .......coovviiiiii i e, 132
Tableau 13 : Impact de différents types de régiHieshez les souris CD36 (-/-) comparés aux souris
CDB6 (F/4H) e s 65

13



Introduction

L'obésité est considérée comme une épidémie pagdiisation Mondiale de la Santé (OMS) étant
donné l'augmentation rapide du nombre d'obésesnolabre de cas a doublé depuis 1980 (OMS,
2008). La cause principale de I'obésité est le giditibre énergétique entre les calories ingérédsset
calories dépensées. Elle trouve son origine darms plus forte consommation d’aliments a forte
densité énergétique et un manque d’'activité phegsigquraison de la nature sédentaire de nombreuses
formes de travail, de I'’évolution des modes dedpant et de I'urbanisation. Une étude parue ddmes
Lancetle 29 mai 2014 décrit un chiffre alarmant de 2jlliands de personnes en surpoids et obéses
dans le monde en 2013, et le fait que cette makatit responsable de 3,4 millions de décés @ans |
monde chaque année (chiffres de 2010). En Fraesealx d’obésité sont de 19,3% pour les hommes
et 19,7% pour les femmes (Ng et al., 2014). Ce tebrsouléve I'importance des complications
métaboliques liées a I'obésité diminuant I'espéeade vie, et du colt économique de ces soins,
associé au vieillissement de la population Fraecais plus largement européenne.

Un apport excessif de lipides associé a un désirpiitjualitatif (excés de graisses saturées et de
cholestérol, rapport n-6/n-3 trop élevé) contrikuda prévalence de I'obésité. Une corrélation a
d'ailleurs été établie entre la quantité de lipidemsommeés et la masse corporelle chez 'Homme
(Bray, Paeratakul, et Popkin 2004) et chez la so(¢e Wit et al., 2011). Elle est associée a des
perturbations métaboliques telles que linsulinsisé&nce, I'intolérance au glucose, des
dyslipidémies, I'hypertension, qui constituent dasteurs de risque des maladies cardiovasculaires
(MCV). Parmi les différents facteurs de risque 88V on distingue les facteurs de risque « non
modifiables » (age, sexe et prédispositions génésiget les facteurs de risque dits « modifiables »
caractérisés par la sédentarité, le tabagismeédiah les facteurs nutritionnels, tels que la

surconsommation de lipides et en particulier d’&si@Gras Saturés (AGS) et trans.

Récemment, I'hypertriglycéridémie post prandialeété considérée comme un facteur de risque
indépendant de tous les autres facteurs, et unumarcrivilégié du risque coronaire (Borén et al.,
2014) et du risque cardiovasculaire (CV) en génfBansal et al., 2007) ; (Nordestgaard et al.,
2007)). L’hypertriglycéridémie a jeun s’est révétéeins corrélée au risque CV que celle mesurée en
période post prandiale. Par exemple, [I'hypertrigh@émie post prandiale — et non
I'hypertriglycéridémie a jeun - s’est révélée unrqueeur plus fiable du risque CV chez des patients
diabétiques de type Il, des patients atteints éatase hépatique non alcoolique ou chez des patient
ayant déja eu un événement cardiaque (Pirillo, fdpet Catapano 2014). En plus du lien avec les
MCV, des études indiquent que cette hypertriglygi#riie post prandiale est souvent associée a
'obésité (Wong et al., 2014 ; Mekki et al., 1999quillard et al., 1998).
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L'hypertriglycéridémie post prandiale est un phépam dynamique qui correspond a une
augmentation de la quantité de triglycérides (T@)sdle sang suite a un repas. Le transport de ces
lipides se fait majoritairement par les chylomig@@M) d’origine intestinale et lagery Low Density
Lipoproteins (VLDL) d'origine hépatique. Ces lipoprotéines d@gine intestinale sont riches en
triglycérides (TG) et contiennent de faibles quastide cholestérol et de phospholipides (PL). Elles
sont constituées également d'une apolipoprotéingcigue des chylomicrons chez I'Homme,
I’Apolipoprotéine B48 (ApoB48). La lipoprotéine Age (LPL) hydrolyse ces TG au niveau sanguin,
permettant |'utilisation métabolique ou le stockalgs Acides Gras (AG) par les différents tissus. Le
remnantsissus des CM sont captés par le foie. L'insuffigade clairance des CM et 'augmentation
de leur temps de résidence au niveau sanguin boatri a I'hypertriglycéridémie post prandiale,
générant un environnement athérogene ((Pang e2Cdl2) ; (Klop et al., 2012) ; (Al-Aubaidy et al.,
2011)).

L’hypertriglycéridémie post prandiale est doncésultante de I'activité de la LPL et d’'un parametre
qui fait I'objet de plus en plus d'études : I'etiicité de sécrétion des CM au niveau des entérocytes
Ce rappel souligne le role de l'intestin dans lgutéation de I'hypertriglycéridémie post prandiade,

plus de sa capacité a contréler la biodisponibi@s lipides a I'organisme (Tomkin et Owens 2012).
Par ailleurs, il joue un réle dans la régulationaerise alimentaire en particulier par l'interrgéce

de la sécrétion d’hormones intestinales (Steindrt Beglinger 2011), mais également de

I'apolipoprotéine AIV qui est constitutive des lipmtéines intestinales (Tso et Liu 2004).

La contribution active de l'intestin dans I'utiltsan post prandiale des lipides a été renforcédqgsar
dermiéres données de la littérature qui démontyeatle métabolisme de synthése des lipoprotéines
intestinales est tres régulable et en particulaer Ips lipides alimentaires eux-mémes. Ces données
démontrent que contrairement a ce qui était admsigue 13, I'instestin n'est pas une simple barrier
passive, capable d’absorber de grandes quantitdipides, mais qu’il est capable d’adapter ses
capacités d’absorption et la qualité des lipopregisécrétées a la teneur en lipides du régime. Ces
modifications sont susceptibles de retentir suritgycéridémie posprandialeja I'activité de la LPL

qui est conditionnée en particulier par la tailtedleenombre des particules sécrétées ((Xiang et al.
1999) ; (Martins et al., 1996)), mais également Burdevenir des lipides alimentaires dans
I'organisme.

En plus de cet impact métabolique, il est de pluples admis que la teneur en lipides du régime
affecte également le microbiote intestinal et I'etoactémie (Moreira et al., 2012) qui correspond a la
teneur sanguine de lipopolysaccharide (LPS) etaedtorigine de réponse inflammatoire dans
'organisme. Des données récentes montrent qué&lédsseraient capables de véhiculer, avec les

lipides alimentaires, le LPS (Ghoshal et al., 20@9si, au niveau sanguin le complexe LPS-CM,
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pourrait participer a la mise en place de l'inflaation bas bruit qui est considéré comme un élément

majeur dans |'étiologie de I'obésité et du diatmigeype II.

L’ensemble de ces découvertes montrent que l'int@gut avoir un role clé dans la mise en place de
I'obésité induite par une forte consommation dalép par sa capacité a réguler la prise alimentaire
biodisponibilité des lipides, la lipémie post preate, I'utilisation métabolique des lipides et
l'inflammation bas bruit. De ce fait, la comprébEm du mécanisme moléculaire a I'origine de la
régulation des mécanismes d’absorption des lipidastitue une approche pertinente pour développer

de nouvelles pistes thérapeutiques permettantttée tontre I'obésité.

Il a été montré, au sein du laboratoire, que Istiteadapte ses capacités d'absorption a la tegreur
lipides du régime a deux niveaux : une inductiodadprolifération cellulaire, augmentant la surface
d’échange, et une induction coordonnée de I'exprasde protéines impliquées dans I'absorption
intestinale et la synthése des CM (Petit et aD720Cette adaptation permet une synthése de dvbs C
susceptibles d’étre bien dégradés au niveau declalation sanguine, limitant I'hypertriglycéridéeni
post prandiale puisque l'activité de la LPL estditionnée par la taille des CM sécrétés. Le concept
de I'adaptation du métabolisme intestinal a la teren lipides du régime nécessite I'existence d'une
détection intestinale des lipides alimentairesr@&gines sont candidates pour la détection dedelgpi
au niveau intestinal : I€luster of Differenciation(CD36) et leScavenger Receptdl (SR-B1)
(Béaslas et al., 2009 ; Tran et al., 2011). C'estrguoi mon travail de these s’est focalisé suble

de CD36. C’est une glycoprotéine membranaire situépdle apical des entérocytes et qui lie avec
une trés haute affinité les AG a longues ChaingsL@) et est limitante dans la formation des CM.
Ce travail a consisté a étudier son role dans pdimn des capacités d’absorption intestinalesdan

régulation de la lipémie post prandiale et dansdtoxémie.
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Les lipides alimentaires

Les lipides alimentaires sont des nutriments esdergour notre organisme. Dés 1929, Burr & Burr
ont démontré que des souris nourries sans lipideseptaient des retards de croissance, développaien
des pathologies et mourraient (Burr et Burr 1988)exercent différents rdles : un rble de strueten
tant que constituant des membranes cellulaires,ral| énergétique puisqu’ils représentent le
macronutriment le plus énergétique (9kcal/g) etr@le dans la signalisation cellulaire. De plus, les
lipides sont hautement palatables et sont peutegéBes comparés aux glucides et aux protéines
(Rolls et Hammer 1995). Ces caractéristiques dmuntrit a expliquer leur role dans le développement
rapide de l'obésité et de ses maladies associéem®mle surconsommation (Bray, Paeratakul, et
Popkin 2004; de Wit et al., 2011).
Les lipides apportés par I'alimentation sont a %&%s forme de TG composés de 3 molécules d'AG
et d’'une molécule de glycérol, a 4,5% sous form®ldeet & 0,5% sous forme de stérols végétaux et
animaux. C’est pour cette raison que I'on s’intéeea essentiellement aux TG (et a leurs produits de
digestion), lipides marjoritaires de I'alimentatiobes AG sont des acides carboxyliques a chaine
aliphatique, classés selon 2 criteres (figure 1) :
+ La longueur de leur chaine carbonédes Acides Gras a Chaine Courte (AGCC) sont
composés de moins de 8 atomes de carbone ; leesAGiths a Chaine Moyenne (AGCM) de
8 a 14 atomes de carbone ; les AGLC de plus dechées de carbone.
+ Leur degré d'insaturation une insaturation représente une double liaisanlauchaine
carbonée. On distingue 3 classes d’AG : les AGBassedent aucune insaturation, les Acides
Gras Monolnsaturés (AGMI) possédent une insaturatles Acides Gras Polylnsaturés

(AGPI) possedent au moins 2 insaturations (figgre 1

Les AGLC sont les plus présents dans l'alimentaticAGS majoritaire dans I'alimentation est
l'acide palmitique qui peut étre aussi synthéti®&novo Il est 'AG saturé le plus abondamment
stocké au niveau du tissu adipeux (Yli-Jama et2@01). Il est le substrat de I'enzyme Stearoyl CoA

desaturase 1 (SCD1) qui au niveau du tissu adipetmet la synthése d’AGPI.

L’AGMI le plus présent dans I'alimentation est lide oléique. Parmi ces AG insaturés, certains sont
dits indispensables car ils doivent étre apporgd’alimentation, I'organisme étant incapable dg |
synthétiser. C'est le cas de I'Acide Linoléique (LA18:2 n-6) et de I'acide linolénique (ALA :
C18:3 n-3). lIs sont les précurseurs des AG dehailfe desw3 et desw6. Des AG essentiels sont
synthétisés a partir des AG indispensables grataciion de désaturases et d'élongases. Parmi ces
AG essentiels, I'acide eicosapentaénoique (EPAQ:XB-3) et I'acide docosahexaénoique (DHA :
C22:6 n-3) possédent des fonctions physiologigom®itantes : ils sont des précurseurs d’agents anti

inflammatoires et augmentent la vasodilatation’dediothélium vasculaire. En cas d’obésité ou de
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syndrome métabolique, ils ont des effets bénéfireparticipant au maintien de la sensibilité a
l'insuline, induisent la sécrétion d'adiponectine l@xydation des lipides ((Kaur et al., 2011);
(Lorente-Cebrian et al., 2013)).

Acides Gras Saturés (AGS)

o ) ) . Extremité carboxyle
Extrémité méthvle Acide palmitique
o
16:0 i
m/AvAv/\/A\V/\f\VAV,U_ OH
- 2
Acides Gras Mono-Insaturés (AGMI)
Acide oléique
18:149 P T R T ""'"'"“ —OH
ou C18:1 w9 (n-9) f Q
Une insaturation : double liaison éthylénique de configuration cis

Acides Gras Polyinsaturés (AGPI) : deux insaturations et plus
Exemple de 2 acides gras indispensables :
Acide linoléique

1g:009.12 12 o é 5
ou C18:2 wb (n-6) ® o “‘u’“‘x/6=‘\_,-"g— B T g i ST . I H
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Figure 1 : Principales classes d'acides gras : strture et nomenclatureD’aprés (Guesnet Philippe
et al., 2005).

1. Fonctions des AGLC

1.1. Fonctions structurales et énergétiques

*Role structural des lipides

Les lipides sont des constituants des membrankgaieds principalement sous la forme de PL et de
cholestérol. Leur degré d'insaturation conditiontee fluidité des membranes et donc le
fonctionnement de certains canaux ioniques et téaep localisés au niveau membranaire. Or il est
intéressant de rappeler que la composition membieaea AG est modulée par le profil des AG
consommés. En effet, la proportion d’AGS au niveaembranaire (environ 50%) et la quantité
d’AGMI sont relativement stables quelle que soit damposition du régime. En revanche, la
composition en AGPI n-3 et n-6 au niveau membranedt fonction de la quantité présente dans la
régime. Par exemple, une grande proportion d’AGBlau niveau des membranes influence I'activité

de I'enzyme N&K* ATPase ou de 'ATPase €aEn cas de syndrome métabolique, il a été montré,
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une corrélation inverse entre le degré d'insatanaties PL membranaires et I'action de I'insuline
(Hulbert et al., 2005).

La composition en AG du régime influence donc lanposition des membranes mais aussi la
composition de micro-structures membranaires tale des lipid rafts. Ces microdomaines
membranaires de 10-200nm sont en particulier doéstide PL, de sphingolipides et d'une forte
proportion de cholestérol qui représente envirovh Bf& la composition totale de ces structures. Elles
sont enrichies en certaines protéines telles qu@natéines G et certaines kinases ce qui expltquen

gu’'elles sont en particulier impliquées dans laaligation cellulaire (Pike et al., 2005).

*Role énergétique des lipides

Les lipides représentent une source d’'énergie itapte puisque ce sont les nutriments qui ont la plu
forte densité énergétique (9kcal/g). lls constituere réserve d'énergie stockée sous forme de TG au
niveau du tissu adipeux, sous forme de goutteléftieiques ouLipid Droplets(LD). C’est la réserve

la plus importante de I'organisme disponible en daslemande d’énergie. En effet, 'ensemble du
glycogéne au niveau des muscles peut alimenteragnuine journée de dépense énergétique alors que
les lipides stockés au niveau du tissu adipeux getualimenter des mois de demande en énergie de
I'organisme (Nakamura, Yudell, et Loor 2014). Lgsdes sont accumulés soit a partir des glucides
par la voie de la lipogenése soit a partir des AGsDs des CM ou des VLDL. La plupart des AGLC
stockés au niveau du tissu adipeux blanc sont gifarialimentaire. Le stockage des AGLC sous
forme de TG au niveau du tissu adipeux est un érénemajoritairement post prandial (Bickerton et
al., 2007). A linverse, en période interprandidiess TG stockés au niveau du tissu adipeux sont
hydrolysésvia I'action de lipases dont I'ATGL, contrélant la pm&re étape de la lipolyse
intracellulaire au niveau de ce tissu (Stephen @ngoet Zechner 2013). Les AGLC ainsi libérés sont
véhiculés par I'albumine au niveau sanguin soneathés vers le foie pour la synthése des VM
l'activation de la lipase hormonosensible (LHS) it al., 2000) ou redistribués vers le muscle ou
le caeur pour y étre oxydés. Le tissu adipeux aafmdté de proliférer et de se différencier tout au
long de la vie, ce qui permet le développementdedsse grasse. Les AG et leurs métabolites jouent
un réle de molécules signal qui induisent la déf@miation des préadipocytes en adipocytes (Amri et
al., 1994).

1.2. Réle des AGLC dans la signalisation cellulia

*AGLC : précurseurs de médiateurs lipidiques
Les AGLC sont des précurseurs de médiateurs lipadigimportants tels que les eicosanoides
(leucotriénes, prostaglandines, thromboxanes) quiua role dans la cicatrisation, la prolifération

cellulaire et 'angiogenése notamment (Kalish gt2013). L'EPA et le DHA sont les précurseurs de
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plusieurs molécules telles que les résolvines P et les protectines D1 qui participent a la résmiu

des processus inflammatoires (Weylandt et al., 012

*AGLC et activation des protéines membranaires

Les AGLC peuvent moduler I'action de canaux iongjymtassiques, calciques et chlorures. Par
exemple, I'acide oléique (OA) inhibe les canauxagsiques ATP sensibles au niveau neuronal, ce qui
module la prise alimentaire (Moullé et al., 201Bg plus, les AGLC déclenchent, au niveau des
papilles gustatives, une augmentation de calciutnadellulaire, a l'origine du relargage de
neurotransmetteurs, jouant leur réle dans la peafiEr spontanée aux lipides (El-Yassimi et al., 2008
Les AGLC modulent également I'activité de phospbadies, de protéines kinases impliquées dans la

transduction de la signalisation cellulaire (Eysteal., 2007).

Plus récemment, il a été montré que les AGLC saptloles d’activer directement des récepteurs
membranaires comme la famille des protéines GeRample, au niveau des cellules entéroendocrines
intestinales, les AGLC peuvent se lier & GPR12@éetencher la sécrétion de Glucagon Like peptide
1 (GLP1) et de cholecystokinine (CCK) (TalukdarefSky, et Osborn 2011). GPR120 a été considéré
récemment comme un senseur d’AGLC n-3 au niveaungesophages, expliquant en partie leurs
effets anti-inflammatoires (Oh et al., 2010). Le&IAC peuvent également lier d’autres types de
récepteurs impliqués dans la modulation de l'inflzetion. Les AGS sont plutdt pro-inflammatoires
tandis que les AGPI exercent des propriétés afitinnmatoires. Leur effet modulateur sur
l'inflammation provient essentiellement de leursidés métaboliques tels que les prostaglandines,
résolvines, endocannabinoides, céramides et digcglmls (DAG). En effet, ils ont démontré leur
capacité a se lier a dd®ll Like ReceptordTLR), en particulier les AGS peuvent se lier aRAL
notamment, activant la voie NFKB et I'activation giénes pro-inflammatoires (Georgiadi et Kersten
2012).

*AGLC et activation des récepteurs nucléaires

Les AG peuvent également moduler I'expression d&seg en se liant a différents facteurs de
transcription tels que lé2eroxisome Proliferator Activated Recep(BfPAR) (figure 2).

3 isoformes ont été identifiés : PPARPPARS/S et PPAR. lls forment un hétérodimére avec le
Retinoid X receptofRXR) et se lient sur une zone spécifique du pteomodes genes nommBEARs
Responsive ElemefPPRE). L'activité des PPAR est modulée a la fués la présence de co-
activateurs ou de co-suppresseurs (Yessoufou, &04l0) et par leur liaison avec les AGLC ou leurs
dérivés ((Grygiel-Gorniak et al., 2014) ; (Deckelbg Worgall, et Seo. 2006)).

Cette fonction des AGLC a des conséquences phgsiples importantes puisque les PPARs régulent
le métabolisme des lipide$ @Exydation des AG, cétogenése, captage des lipiddaction de la

lipolyse au niveau du tissu adipeux, régulationlaléPL) et contrélent I'inflammation ((Poulsen,
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Siersbeek, et Mandrup 2012) ; (Mandard et al., 20@) effet, PPAR régule principalement au
niveau hépatique I'oxydation de lipides, I'inflamtiom et le métabolisme du glucose. PBARjoue

un role central au niveau musculaire en contrdlarydation ou le stockage des AG sous forme de
TG. Enfin, PPAR influence la différenciation des adipocytes etif@mgenese au niveau du tissu
adipeux. Les AGPI sont des agonistes de PPétRsont aussi capables d’inhiber certains récepteu
nucléaires comme LXR inhibant ainsi I'expressiongémes cibles comme SREBP1c qui régule la

lipogénése (Georgiadi et Kersten 2012).

Les AG représentent donc des acteurs dans la sigtiah cellulaire de diverses voies métaboliques e
constituent par ailleurs, des précurseurs de madmlipidiques impliqués dans différentes fonction

cellulaires, démontrant I'importance de leur réhggiologique.

2. Acides Gras et Santé

Les différents AG n’exercent pas les mémes fonsteun niveau de I'organisme. Par conséquent, leur
niveau de consommation n'a pas les mémes consésgisac la santé. La paragraphe suivant résume
les conclusions des experts concernant les appordéfférents AG sur la santé (Rapport de TANSES

sur l'actualisation des ANC pour les AG, 2011). €eaclusions sont basées principalement sur des
études épidémiologiques d'observation qui ne tiehipas toujours compte des autres éléments du

régime qui sont interdépendants.

2.1. AG etrisque CV

Les MCV représentent la premiére cause de morgit®©ccident et la seconde en France. Elles sont
liées aux conséquences de I'athérosclérose, dedmbose et de 'hémorragie au niveau vasculaire
cérébral et de la mort subite. Le role de I'alinadioh est complexe puisqu’elle intervient sur les
facteurs de risque tels que le cholestérol, oulessirmarqueurs liés aux processus métaboliques
(inflammation, aggrégation plaquettaire, oxydati@s lipoprotéines, insulino-résistance....).
Globalement, il n‘y a pas de bénéfice prouvé aagmrts lipidiques inférieurs a environ 35 % sur |
plan cardiovasculaire indépendamment d‘une vanatiorable du poids et indépendamment d‘une
réduction d‘un apport excessif en AGS. Les étudéstantes ne montrent pas d‘augmentation du
risque pour des apports jusqu‘a 40 % de I'Apporrgatique (AE).

*AGS :
Les anciennes études épidémiologiques réaliséasddmnpopulations a forts apports en AGS (jusqu’a
21% de l'apport énergétique dans I'étude des 7)pagsmontré qu’un apport excessif en AGS est

associé a un risque coronarien accru alors qu’lime@tation pauvre en AGS et riche en AGMI et
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plus encore en AGPI est associée a une faible litértaronarienne. Cette association observée avec
des niveaux d'apports élevés pourrait s'expliquar pne élévation du LDL-Cholestérol (LDL-C),
mais les AGS augmentent aussi le HDL-CholestéroDL(€), considéré comme un facteur
protecteur.

Les AGS consommés en quantité excessive sont @hsidcomme hypercholestérolémiants,
athérogénes, et pro-inflammatoires (Santos, Oliyat Lopes 2013). Si on se limite a la méta-aealys
des études d’observation de Siri-Tarino et ah,ekisterait «aucune preuve significative permettant
de conclure que les graisses saturées de l'alintemtasoient associées a un risque accru de MCV »
(Siri-Tarino et al., 2010). Cependant, il faut pséc qu'il n'y a pas d'étude d’intervention réaksé
spécifiquement avec les AGS. De plus, la plupag éides ne font pas de lien direct entre la
consommation d’AGS et le risque CV (Schwab et24l14).

Tous les AGS ne possédent pas les mémes effetdesdsque CV. L’acide palmitique est
freqquemment associé a une élévation du LDL-C massiadu HDL-C (Baum et al., 2012). Les
consommateurs d’huile de palme ont un risque adénfarctus du myocarde comparativement aux
consommateurs d’autres huiles (Lecerf et al., 2013)

Par ailleurs, I'acide stéarique aurait des effetstres voire hypocholestérolémiants (Michas, Midta,
Zampelas 2014) alors que les acides myristiquealaipque ont des effets hypercholestérolémiants
(augmentation du LDL-C). Méme si I'acide myristiqaeles effets supérieurs que l'acide palmitique
sur la cholestérolémie, sa plus grande consomm#ti6/8% des AGS totaux aux Etats Unis par
exemple) lui confére des effets plus délétérestébbierg et al., 2012).

Les recommandations antérieures (ANC 2001) avaigrsi déterminé que les AGS ne devaient pas
représenter plus de 8-10% de I'apport énergétiqta, tces limites se focalisant essentiellement sur
les AG athérogénes (acides palmitique, myristitpugique). Notons également que la consommation
d’acide stéarique a hauteur de 2-3% de I'appontgétigue n'a pas d’'effet délétere.

*AGMI :

L’AGMI majoritairement consommé est I'OA (90%). dkt trés présent notamment dans le régime
méditerranéen et associé a un risque CV et unaidgumortalité plus faibles (Baum et al., 2012). En
effet, la consommation d’AGMI est associée a ungnantation du HDL-C, et une diminution du
cholestérol total (TC) et du LDL-C dans la majodigs méta-analyses. Des régimes riches en AGMI
diminuent la pression sanguine, un des facteurdsdeie CV (Schwingshackl et Hoffmann 2012).
Cependant, I'augmentation des esters de cholesiéhels en oleate due a la consommation d’OA est
plus athérogéne que les esters de cholestérokgdétiv LA (AGPI) (Baum et al., 2012).

Il n'y a aucune étude d‘intervention en prévent@ardiovasculaire et peu d‘études d‘observation

spécifiques sur les AGMI (c'est a dire 'OA, esselfement). Les études d’observation portant ssir le
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AGMI ont pour la plupart été réalisées avec I'hdlelive (trés riche en OA) et suggérent que I'OA
exerce un effet favorable sur le profil lipidiqgue mplacement d‘un excés d‘AGS. Il semble que cet
effet bénéfique soit observé jusqu‘a environ 20 &I'dE. Les autres effets bénéfiques sur les
différents facteurs de risque CV sont encore im@estet semblent liés pour une part importante aux
composants de la fraction non AG de I‘huile d‘olive

Ainsi, il apparait que dans le cadre d‘une alimeémhaapportant des lipides a hauteur de 35-40 % de
I'AE, un apport minimal en OA de l‘ordre de 15 % lG@pport énergétique est conseillé afin de limiter

la consommation d‘AGS athérogénes en cas d‘exces.

*AGPI :

Les AGPI sont associés généralement a un risqupl@/faible ((Raphael et Sordillo 2013) ; (Baum
et al., 2012) ; (Schwab et al., 2014)). De facomégéle, une augmentation de 5% de la consommation
d’AGPI est associée a une diminution de 13% dwad<ggV (Baum et al., 2012).

Les AGPI, en particulier ceux de la série n-3, dénontré leurs effets bénéfiques sur la santéust pl
particulierement sur le risque CV : ils possédess gropriétés anti-inflammatoires en inhibant la
synthése de certaines cytokines, et anti thrombesidRaphael et Sordillo 2018 la synthese de
médiateurs lipidiques. Ils protégent également tmcfion endothéliale en diminuant les
vasoconstricteurs, les chemokines, et I'adhésiandenocytes et sont moins vasoconstricteurs que
les AGPI n-6 ((Dessi et al., 2013) ; (Massaro et28108)).

Les AGPI n-6 exercent néanmoins des effets bérggiqils sont associés a une diminution modérée
des TG plasmatiques, du cholestérol et du LDL-Ci(€oal.,, 2013) et augmentent le HDL-C
(Schwingshackl et Hoffmann 2012). L'AGPI n-6 majaniement consommé est le LA. Il est le
précurseur de l'acide arachidonique (AA), qui a néte pro-inflammatoirevia la synthese de
prostaglandine PGE2. La consommation de régimbssien AGPI n-6 est associée a une diminution
des LDL oxydées et de I'inflammation et donc aigque CV plus faible (Kaikkonen et al., 2014). Un
trés faible apport en LA est défavorable sur lenpa risque CV tandis qu‘un apport excessif I'est
également. De plus, des apports élevés (>5 % d€) Iodnduisent a induire un rapport n-6/n-3 trop
élevé (>5). Sur la base des études d‘observali@xjste donc des arguments pour considérer que le
LA est bénéfique pour des apports modérés et antBs Ceux-ci se situent entre 3 et 5 % de I'‘AE.

La plupart des études de cohorte montre une asisociaverse entre la consommation d’ALA et

lincidence des complications cardiovasculaireshésgsiques. L'absence d‘essai d'intervention
nutritionnelle spécifique pour 'ALA sur une durée des effectifs suffisants ne permet pas d‘établir
avec certitude qu‘un accroissement de sa consommgtiisse conférer un bénéfice cardiovasculaire.
Globalement, on peut considérer, sur la base defe®td‘observation, qu‘un apport de 1 % semble

adéquat pour la prévention cardiovasculaire.
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L'EPA et le DHA, deux AG essentiels, diminuent lsque d'accidents coronaires et améliorent le
profil lipidique de certains patients en diminuét_DL-C et I'hypertriglycéridémie post prandiale.

lls sont également anti-inflammatoires par la sgathde médiateurs anti inflammatoires, I'inhibition
de I'IlL1p et diminuent I'athérogenéese (Simopoulos et alg80Les études épidémiologiques et les
essais d‘intervention montrent que la consommatienpoisson ou d‘EPA et DHA diminue la
mortalité cardiovasculaire. Ces effets sont obsepatir des apports compris entre 0,4 g.j-1 et 158 g

1 d‘AGPI-LC n-3 (EPA-DHA) chez des patients avees datécédents vasculaires. Par conséquent, un
apport journalier de 500 mg d‘EPA et DHA (soit 0Zbde I'AE) semble justifié pour la population
générale dans une perspective de prévention casialaire.

Les AGPI ont démontré des effets bénéfiques entit@marés un premier accident vasculaire mais
aussi en prévention avec une consommation d’envB0fAg/semaine (Massaro et al., 2008).
Cependant, la consommation d’lg de AGPI n-3 n'astgoncluante quant a la diminution du risque
CV pour des patients diabétiques. De plus, une argalyse n'a révélé aucune association entre AGPI
de la série n-3 et risque CV (Rizos et al., 20D®s études ou méta analyses supplémentaires sont
donc nécessaires afin mieux comprendre les asersagntre la consommation d’AGPI et le risque
Cv.

2.2.AG et obésité

En situation d'excés d'apport énergétique, un régaewtrémement riche en lipides (50% de I'AE)
accroft davantage la masse grasse qu'un régime gohglucides (Baba et al., 1999). L‘équilibre
énergétique est le déterminant essentiel de la gdegpoids : I'‘apport lipidique total peut jouer ndte

en contribuant aux apports énergétiques mais demeble pas impliqué dans I'épidémie d‘obésité au
niveau des populations. Au niveau individuel, dégeaux d‘apport supérieurs a 40 % de I'AE
peuvent, probablement en interaction avec desuectgnétiques, favoriser la prise de poids.

En ce qui concerne l'insulino-résistance (et ledsgme métabolique), il apparait que des apports
lipidiques totaux compris entre 20 et 40 % de l@mppenergétique l'influencent peu. Des études
suggeéerent néanmoins une diminution de la sengibditl'insuline pour des apports tres élevés,
supérieurs a 50 %. De méme, plusieurs études éjuliigues transversales et longitudinales ont
mis en évidence une augmentation du risque de sgrelmétabolique pour des apports lipidiques
dépassant 40 % de I'‘AE.

Au total, considérant a la fois I'insulino-résistenle syndrome métabolique et le diabete, les ékmn
disponibles ne démontrent pas l'implication de apt lipidique total des lors qu'il est inférieurd@

% de I'AE dans le respect de I'‘équilibre énergétigDe plus, le risque lié a une substitution des
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lipides par les glucides améne les autorités di&saproposer un optimum d‘apport en lipides dé 30

40 % de l'apport énergétique.

Les données disponibles suggeérent un effet déléteygports trop élevés en AGS. Au niveau
qualitatif, il apparait d‘abord que tous les AG®mt pas le méme effet sur la prise de poids : BSA
a chaine courte et moyenne n‘augmentent pas les pmmcporel, voire le réduisent dans certaines

conditions.

Etant donné la diminution de la consommation d’A&$ consommation croissante d’AGPI n-6 aux
USA comme en Europe, les taux actuels d’obésitperevent se réduire a I'effet potentiellement
délétére des AGS. En effet, les AGPI n-6 préseritdattes doses des effets pro-inflammatoires, mais
plus récemment pro-adipogéniques. En particuliexpbsition a un excés d’AGPIl n-6 avant la
naissance ou durant I'enfance promeut la formatien cellules adipocytaires (hyperplasie et
hypertrophie). Cette programmation a été récemmémontrée dans plusieurs études chez I'animal

(Muhlhausler et Ailhaud 2013).

La consommation d’AGPI n-3 diminue la masse grastsée tour de taille chez des patients en
surpoids et obéses mais toutes les études d'imiéons ne démontrent pas d'effet anti-obésité des
AGPI n-3, méme a de fortes doses d’AGPI n-3 (BuckdeHowe 2009). La diminution de la masse
grasse associée a la consommation d’AGPI n-3 pexjlguer par le fait que les AGPI n-3 favorisent
I'oxydation des lipides et diminuerait la lipogeaésa la régulation de SREBP, de la FAS et de
'ACC (Ooi et al., 2013). lIs inhibent la sécrétides lipoprotéines contenant de I'’ApoB48 (Massaro
et al., 2008) et I'hypertriglycéridémie a jeun espprandiale chez des rats obéses (Hassanali et al
2010). En particulier, I'EPA et le DHA augmenteat dlairance des chylomicrons en augmentant
l'activité de la LPL ((Cascio, Schiera, et Di Lieg2012) ; (Park et Harris 2003)).

L’équilibre entre les différentes classes d’AG sEmbénéfique dans la gestion du poids chez des
patients obéses : la consommation d’un régime lippque composé aux 1/3 d’AGS, 1/3 d’AGMI,

et 1/3 d'AGPI pendant 16 semaines chez des femiveses est corrélée a une diminution de la masse
grasse, des marqueurs d’inflammation, une augmentaie I'oxydation des lipides et une
amélioration des fonctions vasculaires (Silverl et2814).

Le résumé des ANC pour les différentes classes d8iGésumé dans le tableau 1.
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Tableau 1 : ANC des différentes classes de lipidpar I'ANSES et la consommation moyenne en
lipides en France chez les hommes et les femmes lbeki (rapport INCA2 de 2009) exprimée en
pourcentage des AEAGMI : Acide Gras Monolnsaturé ; AGPI : Acide GrBslylnsaturé ; AGS :
Acide Gras Saturé ; ANC : Apport Nutritionnel Caifiée

Acides Gras ANC Consommation Consommation

Hommes Femmes
Lipides (% AE) 35-40% 38,8% 39,8%
AGMI 13,9% 14,3%
Acide oléique 15-20%
AGPI 5-6% 5,8% 6,2%
Acide Linoléique 4%
Acide a linolénique 1%
DHA (Acide docosahexaenoique) 250mg
EPA (Acide eicosapentaénoique) 250mg
AGS <12% 15,8% 15,9%
Acides laurique + myristique + <8%
palmitique

Les lipides alimentaires semblent donc jouer ue féhdamental dans diverses fonctions cellulaires,
que ce soit au niveau structural en tant que coamassentiel des membranes plasmiques qu’en tant
que précurseurs de médiateurs lipidiques (hormomesstaglandines...) ou comme régulateurs de
'expression de certains génes par liaison avecrédespteurs nucléaires. Leur diversité d’actions
physiologiques suppose que leur absorption au uniirgastinal doit étre efficace et non limitante. L
suite de cette synthése bibliographique portersi aur les mécanismes de digestion et d’absorption
des lipides alimentaires au niveau intestinal ébtmation des CM, lipoprotéines sécrétées en gério

post prandiale permettant la distribution des kgidu niveau de I'organisme.
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Absorption intestinale des lipides alimentaires

L'intestin a longtemps été considéré comme une Igirbarriere passive aux nutriments et donc trés
peu étudié. Mais il a été démontré que I'intessh @apable d’adapter sa capacité d’absorption en
fonction de la teneur en lipides du régime a deugaux : en augmentant la prolifération des ceflule
intestinales (augmentant ainsi la surface d’échaegd’induction coordonnée de génes impliqués
dans I'absorption des lipides (Petit et al., 20@8s spécificités morphologiques et 'adaptatiosate
capacités d’absorption en fonction de la teneuligides présente dans la lumiére intestinale lui
permettent de prendre en charge une quantité d#edipvariable et intermittente au cours de la

journée.

1. Spécificités morphologiques de I'épithélium intgtinal

L'intestin posséde des caractéristiques morphol@sainiques :
+ Une grande surface d’échange
4 Une organisation selon 2 axes : I'axe crypto vithiee et I'axe gastro colique
4 |l est constitué de plusieurs types cellulairesnaghacun une fonction spécifique
+ Un renouvellement cellulaire rapide

4+ Une barriére « impénétrable » aux microorganismes
1.1 Une surface d’échange importante

L'intestin possede une surface d'échange importenéz 'Homme gréce a la présence de valvules
conniventes, de villosités intestinales et de nvilasités entérocytaires. La paroi intestinale, lde
lumiere vers la séreuse, est constituée de plsienuches : la muqueuse, la sous muqueuse et la
musculeuse. La muqueuse intestinale, lieu ou ssulief'absorption des lipides, comporte la lamina
propria et I'épithélium. L'épithélium est formé dia couche unistratifiée de cellules jointives, qui

couvre la surface des villosités et des crypteseau contact de la lumiére intestinale.
1.2. Une organisation selon 2 axes

La muqueuse de lintestin est constituée d'un @fitim organisé en deux compartiments
morphologiqguement distincts comprenant de grandesjigations formant des villosités, et des

invaginations qui forment des cryptes (figure 2).
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, Cellules entéroendocrines
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Figure 2 : Unité fonctionnelle de l'intestin : I'axe crypto villositaire d'aprés (Crosnier, Stamataki,
et Lewis 2006).

Le long de I'axe gastro colique, I'intestin est stitué de trois parties. Le duodénum, partie prakém

la plus proche de I'estomac, lieu majeur de I'apson des glucides et lieu d’hydrolyse des lipidés.
recoit également les sécrétions pancréatiquedlieirbs. Il posséde des glandes spécifiques, @pgel
glandes Brunner qui protégent I'épithélium du chymemant de I'estomac en sécrétant un mucus
épais. Le jéjunum est le lieu majeur de I'absorpties lipides ou I'expression de protéines implegué
dans leur absorption y est le plus élevée (Mariauast al., 2005). L'iléon distal est le lieu de
réabsorption des sels biliaires et de I'absorptieta vitamine B12. Il est intéressant de signagleen

cas de malabsorption jéjunale, I'iléon peut étoeui (de Wit et al., 2008 ; de Wit et al., 2012).

1.3. Composition cellulaire de I'épithélium intestnal

L’épithélium intestinal est constitué de plusietyges de cellules : les entérocytes qui sont lésles
absorbantes, les cellules & mucus, les celluleér@pndocrines, et les cellules de Paneth, qui

correspondent a 3 types différents de cellulestdoes.
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Figure 3 : Les différents types cellulaires constittifs de I'épithélium intestinal (d’apres Crosnier,
Stamataki, et Lewis. 2006).

=+ Les entérocytes : ils représentent environ 90%adeopulation cellulaire totale. Ce sont des
cellules absorbantes hautement polarisées. Elieseptent au pble apical des microvillosités
en contact avec la lumiére intestinale qui augnmgngesurface d’échange. Ces microvillosités
en plus du glycolalyx et du mucus forment une ceud®®au non agitée dont la variation de

pH local conditionne, comme nous le verrons plud, i@ captage des AGLC (figure 3).

4+ Les cellules a mucus : sont aussi appelées cettalesformes. Elles représentent environ 9 %

des cellules. Elles sécrétent du mucus par exoeydos surface de I'épithélium. Elles sont
composées de larges granules & mucus au sein deyi@plasme. Le mucus protége la
mugqueuse et facilite le passage du chyme le lodgntiestin (figure 3).

#+ Les cellules de Paneth : sont situées dans lesesrgt jouent un role dans la défense contre

les pathogenes et dans la sécrétion de peptidasi@obiens tels que le lysozyme et les
cryptidines ((Crosnier, Stamataki, et Lewis 200@Potten, Booth, et Pritchard 1997)) (figure
3).

+ Les cellules entéro-endocrines : ne représentaniidé des cellules intestinales mais exercent

des fonctions importantes au sein de I'organisnmeefet, elles sécrétent des hormones qui

régulent les phénoménes de digestion et d’absorpis nutriments mais également jouent un
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réle dans la régulation de la prise alimentairla@hasse adipeuse (figure 4). La sécrétion de
la CCK, de la sécrétine, d@astric Inhibitory Peptide(GIP), du GLP1, du GLP2, et du
Peptide YY (PYY) est stimulée en particulier pas AGLC via des récepteurs de type GPCR
ou de la glycoprotéine membranaire CD36 comme résuams la figure 4 ((Sundaresan et
al., 2012) ; (Miyauchi et al., 2010)).

Au niveau duodénal et jéjunal, la CCK constituesignal de satiété au niveau central, stimule la
sécrétion des enzymes pancréatiques et retardbéleomene de vidange gastrique. PYY est, par
ailleurs, sécrété au niveau distal et influence siiété, inhibe les sécrétions gastriques et
pancréatiques. De plus, GLP1 est une incrétineirduibe la prise alimentaire, stimule la sécrétion
d’insuline et inhibe la vidange gastriqgue ((WrenBdbom 2007); (Mansour et al., 2013)). Plus
réecemment, il a été montré que GLP1 et GLP2 infteah la production et la sécrétion de
chylomicrons ((Mellitzer et Gradwohl 2011) ; (He#h al., 2013)). L’action de GLP2 sur l'efficacité
de synthese des chylomicrons s’effectieCD36 (Hsieh et al., 2009). Enfin, la sécrétion dekCet

de sécrétine est activée par les lipides, donédalation est CD36 dépendante (Sundaresan et al.,
2012).

Les AGLC semblent donc réguler la prise alimentgiae I'activation de la sécrétion d’hormones

intestinales telles que GLP1, la CCK ou la séceétiigure 4).

Partie proximale
Sécreétine

CCK
-Régulation masse mrpurcll\
-Augmentation lipogenése »

K
GIP.
-Induction Activité LPL \
-Prolifération cellulaire

-Augmentation absorption lipides et sécrétion chylomicron

Partie distale

Figure 4 : Fonctions principales de certaines hormues sécrétées par les cellules
entéroendocrines et régulées par les AGLE(Hansotia et Drucker 2005) ; (Baynes, Dhillo, et
Bloom 2006) ; (Joost Hans 2012) ; (Xiao et al., /01(Hsieh et al., 2009) ; (Hsieh et al., 2010)).
CCK : CholéCystoKinine ; GIP : Gastric Inhibitoryeptide ; GLP1 : Glucagon Like Peptide 1 ;
GLP2 : Glucagon Like peptide 2 ; LPL : LipoProtéinpase ; PYY : Peptide YY.
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1.4. Un renouvellement intense de I'épithélium intinal

L'intestin est I'un des organes de I'organisme geirenouvellent le plus rapidement. En effet, le
renouvellement total de la muqueuse s’effectuereis jours chez la souris et cing jours chez
’'Homme, correspondant au remplacement d’environniilfiards de cellules chaque jour (Potten,
Booth, et Pritchard 1997). Cette caractéristiquednfére une grande capacité d’adaptation.

Les cellules souches multipotentes se trouventvaan des cryptes et sont au nombre de 4 a 6. Elles
se divisent de fagon asymétrique, et vont donnessaace a des cellules progénitrices qui vont soit
redonner des cellules souches soit proliférer mp&ht pour donner des cellules de transit. Ces
derniéres se différencieront pour donner les qugtpes cellulaires qui composent I'épithélium
intestinal décrits précédemment (Crosnier, Stamatak ewis 2006). Au cours de la différenciation
cellulaire, les cellules souches intestinales gquirgtront naissance aux cellules entéro-endocrénes,
entérocytes et cellules a mucus migrent vers le das villosités alors que les cellules de Paneth
migrent vers le fond de la crypte. Les entérocyifférenciés responsables de I'absorption desdipid
se situent dans les 2/3 supérieurs des villosités.

Parmi les facteurs régulant 'homéostasie de lauause intestinale, les nutriments en particulisr le
lipides, sont de puissants régulateurs de la graliion cellulaire ((Buts et al., 1990) ; (Petitadt,
2007)).

1.5. Une barriére « impénétrable »

La grande surface de I'épithélium intestinale I'egp constamment a plus de 400 espéces bactériennes
et de 16" cellules microbiennes (Miller, Autenrieth, et Fedc2005). Il est & noter que les bactéries
ne se trouvent pas exclusivement dans le c6lon aasi au niveau du jéjunum et de I'iléon (Gu et
al., 2013). La reconnaissance des bactéries endsg@rénéfiques) ou pathogénes implique un
systeme de détection et de reconnaissance degjpatdwainsi qu'un moyen efficace de défense. Le
systeme immunitaire intestinal est, pour cela, lles pléveloppé de l'organisme : en effet il a été
montré la présence de lymphocytes, macrophagesaamsqueuse au niveau de I'épithélium et de la
lamina propria, ainsi que la présence de tissuplyigdes au niveau iléal (Plague de Payer contenant
lymphocytes T, B et cellules dendritiques) (CaSémchez et Martin-Villa 2013) (figure 5). Chaque
type de cellule constituant I'épithélium intestipale un rdle dans cette préservation de l'intégii

la barriére intestinale.

Les entérocytes sont capables de détecter et dadeépface aux pathogénes, bactéries et organismes
présents dans la lumiére intestinale, allant dilirance a I'immunité anti-pathogéne (Peterson et

Artis 2014). Elles sont également capables de predies cytokines et de détecter les pathogeiaes
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les TLR et les NOD Like-Receptor (NLR). L'activatiale cytokines aprés la détection de bactéries
pathogenes permet le recr utement de leucocytesfoptaages et et lymphocytes qui initient la

réponse inflammatoire (Muller, Autenrieth, et Ped&@005).

Les cellules de Paneth sont situées dans les ergitgouent un role dans la défense contre les
pathogénes et dans la sécrétion de peptides ardbieas tels que le lysozyme, le Tumor Necrosis
Factora (TNFa) et les cryptidines, les defensines, la phosphepA2 (PLA2) qui dégrade les lipides
bactériens ((Crosnier, Stamataki, et Lewis 20@®)ptten, Booth, et Pritchard 1997)). Le mucus et de
mucines (mucine 2 en particulier) sécrétées pardiigles & mucus protégent I'épithélium intestieial
empéchent 'adhésion de bactéries pathogénes gfigurLa perméabilité intestinale est controlée par
les jonctions serrées (claudines, ZO1, occludines)d’adhérence qui limitent les passages

paracellulaires de molécules potentiellement patheg (Castro-Sanchez et Martin-Villa 2013).

Un autre « organisme » joue son role dans la piotece la barriére intestinale : le microbiote. Il
influence le recrutement de cellules immunitaitagyrolifération cellulaire intestinale et I'abstign
des lipides, contribuant a maintenir la paroi ititede comme barriere aux pathogénes (Caricilli,
Castoldi, et Camara 2014).

Lumiére intestinale Epithelium intestinal
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Figure 5 : L'intestin, barriere « impénétrable » catre les pathogénesD’aprés (Garrett, Gordon,
et Glimcher 2010)

2. Digestion des triglycérides alimentaires

L'appareil digestif de 'Homme est capable de digéet d’absorber 95 % des lipides ingérés. La

premiere étape de la digestion est I'hydrolyse T@sen DAG et en AG. La lipase gastrique est

33



activée en milieu acide et en absence de selsrédid 'activité de cette enzyme représente 10-30 %
de I'activité lipasique et hydrolyse préférentiellent les TG contenant des AG a chaine moyenne en
position sn3 (Mu et Hgy. 2004). L’arrivée du cle/stomacal acide contenant les lipides et les
produits de digestion partielle au niveau du duadémnléclenche par un mécanisme neuro-hormonal
l'activation des sécrétions pancréatiques et bdfi Les sécrétions biliaires vont émulsifier les
produits de I'hydrolyse duodénale sous forme deehds, tandis que les sécrétions pancréatiques,
contenant notamment la lipase pancréatique et desvéht poursuivre I'hydrolyse des lipides.
L'action de la lipase pancréatique est responsdblda majorité de I'activité lipasique. Elle est
relarguée du tissu pancréatique vers le duodénurfaption de la CCK et hydrolyse essentiellement
les TG en position snl et sn3 libérant des 2-M@estAG libres. L’activité de cette lipase nécessit
l'action d'une colipase en présence de sels b#igila formation de complexe sels biliaires et
colipase permet I'accrochage de la lipase panguata I'interface des goutelettes lipidiques. Les
micelles mixtes sont donc formées de ces produityddblyse, associées aux sels biliaires,
phospholipides et aux stérols. Les AGLC et les Zogtycérides (MG) sont tres peu solubles mais,
sous forme de micelles mixtes, peuvent traverseoleche d’eau non agitée pour entrer en contact

avec la muqueuse intestinale.

Compte tenu de la spécificité d'activité des ligada position des AG sur le glycérol est suscéptib
de moduler leur vitesse d’absorption. La lipasecp@atique présentent une plus faible activité pour
des TG comportant des acides gras avec un nombgpulae liaison supérieurs a 4 du fait de
'encombrement stérique. De plus, il a été monwé tps AG sont plus rapidement absorbés sous
forme de MG que sous forme libre. C'est probablanmsurquoi, I'acide palmitique est mieux
absorbé lorsque il est en position sn2 et est dait@lus athérogene (Lecerf et al., 2013 ; Raynal
Ljutovac et al., 2011) . De plus, il a été monthez le rat que la libération des AG par la lipase
pancréatique et le taux de TG plasmatiques postiaax étaient plus importants pour les TG
comportant un AG insaturé en position centrale ®t2des AG saturés (C8:0, C10:0, C16:0) en
positions externes snl et sn3, plutét que I'inve@es données devraient étre prises en compte dans
I'évaluation des effets néfastes des AG en paiticlés AG saturés. Par exemple, I'impact de 'acid
palmitique de I'huile de palme, majoritairement position snl et 3, sera différent de celui du
saindoux ou celui-ci est majoritairement en posi2qtableau 2) (Raynal Ljutovat al., 2011).
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Tableau 2 : Localisation des principaux AG présentslans I'huile de palme, le saindoux et dans
I'huile de tournesol en fonction de leur position sr le TG d'apres (Raynal Ljutovac et al., 2011).

L : acide linoléique ; O : acide oléique ; P : aeighalmitique ; S : acide stéarique

Localisation des princpaux acdes gras
(% de Nacide gras sur chaque position sn = mole de Vacide gras sur la position sn
consideree pour 100 mol de cet acide gras dans 'ensemble des TAG de cette

matiére grasse)

Matieres grasses  Position sn Acides Acide Acide Acide Acide Acide
(especes de TAG sur le TAG gras courts palmitique stearique oleique linoleique alpha-
majoritaires) et moyens (C1&0) (C18:0) (C181 n-9) (C18:2 n-6) linolénique
(C4:0 a C12:0) (C18:3 n-3)

Huile de palme 9% des AG totaux 0,1 43 & 39 10 0,3
(POP, POO, POL) a1 a 27 7% 30 3

sn-2 c120:17 9 Traces 62 60 ns

sn-3 50 73 13 10 ns
Saindoux % des AG totaux 0,1 25 15 44 9 0,6
(3P0, 0N, OPO) i1 C12:0 s ] 54 a3 15 ns

sn-2 C12:0 !ns 61 8 13 26 ns

sn-3 C12.0 :ns 16 38 44 39 ns
Huile de tournesol % des AG totaux - 7 4 23 65 ns
(LLL, OLL, PLL) 51,3 6 65 50 ry; s

sn-2 34 35 50 53

La cinétique d’'absorption des lipides est ausdu@rfcée par le pourcentage de lipides solides a
température ambiante. En effet, la présence de dus ®rme solide limite leur hydrolyse par les
enzymes digestives et donc leur absorption. La éeatpre de fusion élevée des TG riches en acides
palmitique et stéarique serait responsable deda fadible cinétique d’absorption de ces AG chez

’Homme (Raynal Ljutovaet al., 2011).

De plus, I'état de dispersion et d’émulsificatiomld matiére grasse au sein d’'une matrice alimentai
peut influencer la vitesse d'absorption des AG epus dans cette matrice. Si la matiére grasse est
émulsionnée, I'absorption des AG est en généraérsyre a celle d'une huile seule. Plusieurs
hypothéses sont émises dans la littérature : texi® de gouttelettes lipidiques au sein de I'éionls

qui augmente la vidange gastriqgue chez 'Hommenieiface lipide/eau favorisant I'ancrage de la
lipase pancréatique stabilisée par sa colipaserésence de PL qui influencerait I'absorption A&s

(Nishimukai et Hara 2007).

Suite a leur hydrolyse les AGLC sont captés auanivde I'entérocyte et sécrétés sous forme de

chylomicrons dans la lymphe puis dans le sang. €ganisme correspond a I'absorption intestinale.
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3. Absorption intestinale des AGLC au niveau entéroytaire

Les AGLC, a cause de leur grande hydrophobicitétraoement aux AGCC et aux AGCM,
présentent une absorption plus complexe que I'oh gi¢couper en 3 grandes étapes :
+ |Le captage entérocytaire

Le métabolisme intracellulaire : le traffic intréloéaire et la réestérification des AG en TG

e

e

La synthése et la sécrétion des chylomicrons

3.1. Le captage entérocytaire : réle des Lipid Bindg Protein (LBP) ?

La premiére étape de I'absorption intestinale dpilds alimentaires est le captage des AGLC,
produits de digestion des TG au niveau entéro&/t@iomme mentionné précédemment, I'entérocyte
est une cellule hautement polarisée qui possedenengbrane apicale. Les microvillosités participent
a I'augmentation de la surface d'échanges et foti@ehordure en brosse. Associées au mucus et au
glycocalyx, les microvillosités contribuent a larrf@tion de la couche d'eau non agitée dont
I'épaisseur est comprise entre 50 et K60 (Wilson, Sallee, et Dietschy 1971). Cette caratique,
spécifique a l'intestin, constitue un environnemavec un pH plus faible di a I'activité de pompes a
protons (Shiau et al., 1985). Ainsi, le pH au nivela la bordure en brosse étant inférieur au pisa de
AGLC, ces derniers vont étre massivement protaregui favorise leur captage par diffusion passive
(Kamp et al., 1993). Cet environnement acide jonedle prépondérant dans le captage des AGLC
puisque le blocage des pompes a protons (par mddiade) entraine une diminution dose-dépendante
du captage des AGLC (Schoeller et al., 1995). Istxice d'un tel systeme, caractérisé par une faible
affinité pour les AG et une forte capacité contelaul’efficacité du captage des AGLC par lintestin
en période post prandiale, caractérisée par ungarmassive de lipides dans la lumiére intestinale
Néanmoins, un autre systeme de captage au nivé@ioeytaire a été suggéré par I'existence de LBP
membranaires : CD36, la cavéoline 1, la FATP4 {Fattid Transport Protein 4), Quant a la
FABPpm, cette protéine initialement décrite comme UWBP, s'est révélée étre une aspartate
aminotransférase dont le réle physiologique danméeanisme d’absorption des lipides n’est pas
élucidé a I'heure actuelle (Buttet et al., 2014gsEpourquoi, elle ne sera pas détaillée parite.su

*CD36 n’est pas un transporteur efficace des AGh(ériode post prandiale

CD36 est exprimé au niveau de la membrane de @Bub®ren brosse des entérocytes situés dans les
deux tiers supérieurs des villosités de I'integiioximal des rongeurs (Poirier et al., 1996) et de
I'Homme (Lobo et al., 2001). Son expression estéée a la teneur en lipides dans le régime, un
régime pauvre en lipides étant associé a une diinmde son expression (Sukhotnik et al., 2001) et
un régime hyperlipidique (HL) I'induisant forteme(foirier et al., 1996).
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Si CD36 est rapporté comme étant un transporteuA&LC au niveau du muscle et du tissu adipeux
(Ibrahimi et Abumrad 2002), sa contribution danscéptage des AGLC au niveau intestinal est
discutée. En effet, les résultats obtenus a pdténtérocytes isolés de souris CD36 (-/-) sont
contradictoires et reportent, soit une diminutian @giptage uniqguement pour les AG a tres longue
chaine (Nassir et al., 2007) soit aucun effet (Braat al., 2005). Des résultats récents du labioeato
utilisant la technique de I'anse jéjunale isdléeitu, un modele proche de la situation physiologique
(conservation de la couche d’eau non agitée) anbdéré que, chez la souris, la délétion de CD36 n'a
pas d'impact sur la capacité de captage intestilesl AGLC (Tran et al.,, 2011). Ces données
contribuent sans doute a expliquer pourquoi lesis@D36 (-/-) ne présentent pas d’augmentation de
la perte fécale en lipides (Nauli et al., 2006);epté pour les AG a trés longue chaine (Drovel. et a
2008).

Ceci est finalement cohérent avec le fait que lache d'eau non agitée assure le maintien d’'un
captage efficace des AGLC sous forme protonée iffusidn passive, et que les concentrations en
AGLC au niveau de la lumiére intestinale en péripdst prandiale dépassent largement la capacité de
liaison de CD36 puisqu’elles sont de I'ordre du (Bduittet et al., 2014). Méme si CD36 ne semble
donc pas étre indispensable au captage des AGL@¢Istion altere la production de CM chez
I'Homme et I'animal ((Masuda et al., 2009) ; (Drowt al., 2005)) suggérant qu'il exerce une autre
fonction indispensable au mécanisme d’absorptianligedes alimentaires. Les diverses fonctions de

CD36 seront détaillées ef™partie de cette synthése bibliographique.

*Cavéoline 1

Les cavéolines sont de petites protéines de 21kd2a4 situées au niveau de la membrane plasmique
au niveau des radeaux lipidiques. Les 3 membrasetle famille de protéines (cavéolines 1, 2 et 3)
sont exprimés dans l'intestin. Les cavéolines 1 o8t ubiquitaires, et la cavéoline 3 exclusivement
musculaire (Li et al., 2001). L'implication de lawgoline 1 dans le captage des AG est étayée par
deux caractéristiques de cette protéine: elleééadémontrée comme étant une LBP (Trigatti,
Anderson, et Gerber 1999) et elle est indispensabla formation des cavéoles et des vésicules
d’endocytose qui en sont issues (Siddigi et al1320Les cavéoles sont des invaginations de la
membrane plasmique d’'un diametre de 60 a 80 nmt aganombreux réles et servant en particulier
de plateforme pour plusieurs voies de signalisalplus, elles représentant une voie d’endocytose
clathrine indépendante (Lajoie et Nabi 2010). Hecytosevia les cavéoles pourrait constituer une
voie d’entrée des AG dans les entérocytes, comps [ cas dans les adipocytes (Pilch et al., 2007)
Plusieurs arguments étayent cette hypothése. Talbibm, il a été mis en évidence que des cavéoles
sont présentes au niveau de la bordure en brosserdérocytes (Field et al., 1998). Ensuite, les
cavéoles sont des domaines particuliers des radipidiques et sont de ce fait résistants aux
détergents, ce qui leur permet de concentrer dedgsaquantités d’AG au niveau de la membrane de

37



la bordure en brosse sans que ce phénomene namuewdélétére (Pilch et al., 2007). De plus, il vien
d'étre récemment montré que le captage des AGLCcastole-dépendant puisqu’une charge en
lipides conduit a l'apparition de vésicules d’englose contenant de la cavéoline 1 dans le
cytoplasme (Siddiqgi et al., 2013). Par ailleurs,clvéoline 1 semble aussi jouer un réle dans
I'adressage et la stabilisation de CD36 a la serfie la membrane plasmique (Ring et al., 2006). La
contribution de la caveoline 1 semble significatpresque les souris cavéoline 1 (-/-) présentest un
stéatorrhée plus importante que les souris sauagesgime HL. Ces éléments, en plus d’'un défaut
de captage des AG au niveau du tissu adipeux, gieatrd’ailleurs contribuer a expliquer pourquoi

les souris cavéoline 1 (-/-) sont résistantes l@éité induite par un régime HL (Razani et al.,200

*FATP4 : en charge du captage des AGLC ou une An¥ISynthétase (ACS) ?

La famille des FATP compte cing isoformes chezrtegjeurs et six chez ’'Homme (Hirsch, Stahl, et
Lodish 1998). Seule la FATP4 est exprimée de manggnificative au niveau intestinal. Son
expression est maximale dans le jéjunum mais égaleau niveau du duodénum et de I'iléon (Stahl
et al., 1999). Elle est exprimée au niveau apieal@htérocytes et au niveau du RE. Le réle de FATP4
dans le captage des AGLC a été proposé par laenisa/zidence d’'une corrélation entre le niveau
d’expression de la FATP4 et l'efficacité de captalgs AGLC. En effet, des entérocytes isolés de
souris délétées pour un seul allele de FATP4, étgmtant une diminution de 48% de I'expression de
la protéine, ont une capacité de captage des AGinthdée de 40% (Gimeno et al., 2003). De plus,
linvalidation de FATP4 au niveau d’entérocytedésode souris diminue de 50% le captage de I'acide
oléique (Stahl et al., 1999). Mais ces résultatetd obtenui vitro sur des cellules qui n'avaient pas
de couche d’eau non agitée au niveau des entéspaygaeprésentant par conséquent pas vraiment les
conditions physiologiques de captage des AGLC eioge post prandiale.

Plus récemment, la structure de FATP4 a été midentifiée et semble peu adaptée a son role pré-
supposé de transporteur. En effet, la protéine FA&8t essentiellement cytosoliqgue et possede un
unique segment transmembranaire et un court doneainacellulaire N terminal ne possédant pas de
site de liaison aux AGLC ((Gertow et al., 2004%tahl et al., 2001)). En revanche, la FATP4 présent
une activité AcylCoA synthetase (ACS) pour les AGeCles AG a trés longue chaine (Hall et al.,
2005). L'activité ACS de la FATP4 pourrait condu@ieune acylation vectorielle des AGLC entrant
dans la cellule, qui seraient alors activés soufotene d’acyl-CoA (Ellis et al., 2010), ce qui
contribuerait & maintenir un gradient favorable @GIAC rentrant de facon passive dans la cellule.
L'expression de FATP4 au niveau du RE, c'est-a-@ir@iveau du site de ré-estérification des AGLC
en TG, est en accord avec une telle hypothesesémahle de ces données indique que FATP4 ne
serait pas un transporteur efficace aux AGLC awaniventérocytaire, mais que son role serait de
favoriser de fagon indirecte leur captage. Cettpotiyese a d'ailleurs été étayée par des données
obtenuesn vivo. L'invalidation totale de FATP4 n’étant pas viablebtention de souris FATP4 (-/-),

mais exprimant FATP4 spécifiguement au niveau dé&watiknocytes, a permis |'étude de cette
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déficience au niveau intestinal. Chez ces sousigjdlétion intestinale de FATP4 n’affecte pas le
captage net des AGLC ni la cinétique de captage gugmentation de la perte fécale en lipides),
sans augmentation compensatoire de I'expressiamrds LBP (Shim et al., 2009). Toutefois, une
tendance a I'accumulation de TG est observée aganientérocytaire chez ces souris si elles sont
soumises a un régime HL. La question qui reste ep@sé de savoir quelle est la contribution de
FATP4 dans Il'activité ACS intestinale. Des travagkents ont mis en évidence que l'activité ACS
intestinale est due a la FATP4 mais surtout &tyWCoA synthetase long chain (BCSL5) qui
représenterait 60 % de I'activité ACS totale (Mekt al., 2013).

Ces données montrent ainsi que la FATP4 n’est gasssaire au captage intestinal des AGLC, mais
que cette LBP serait impliquée dans leur incorpamadans les lipoprotéines intestinales riches@n T
via son activité ACS. Cette hypothese est étayée péaitlequ’une diminution de I'expression de
FATP4 chez la souris (Frochot et al., 2012) et lgugolymorphisme Gly-209-Ser sur le géne codant
pour FATP4 chez I'Homme (Gertow et al., 2004) s@adcompagnés d’'une diminution de
I'hypertriglycéridémie post prandiale. Enfin, I'éga de Schneider a montré, sur des cellules
épithéliales rénales (MDCK), que I'activité de IAFFT4 est sans doute associée a celle de CD36. En
effet, une surexpression de ces 2 protéines estléeravec I'augmentation du captage de I'oléate au
niveau de ces cellules. La FATP4 coopérerait ausst 'ACSL1, résultat en accord avec I'hypothése
selon laquelle la FATP4 participerait au maintieandgradient d’AG favorable a leur captage
(Schneider et al., 2014).

3.2. Traffic cytosolique des AGLC

Dans le cytoplasme, de part leur nature hydropledteurs propriétés détergentes, les AGLC, qui ne
seraient pas transportés par les vésicules d’etakrygontenant de la cavéoline 1, sont pris ergehar
par des protéines de la famille des Fatty Acid-BigdProteing FABP) qui sont de petites protéines

de 14-15 kDa, avant de rejoindre leur site de térifisation en TG.

Les FABP ont une grande affinité pour les moléctlgdrophobes et lient en particulier les AGLC de
facon covalente et réversible. L’intestin est lelsergane qui exprime en grandes quantités deux
FABP différentes : Ihtestinal FABP (I-FABP) et laliver FABP (L-FABP), qui possédent des
propriétés fonctionnelles différentes. Lors de tféa des AGLC dans I'entérocyte, leur prise en
charge par ces deux FABP participe au maintien dradient de concentration favorable & leur entrée
dans la cellule (Niot et al., 2009).

La I-FABP est exprimée uniguement dans l'intestime lie que les AGLC, avec une stoechiométrie
d’'une mole d’AGLC pour une mole de protéine. Lasha et le transfert d'un AGLC par la I-FABP
s’effectuent selon un mécanisme collisionnel imydiot des interactions ioniques entre la protéine et
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les PL anioniques de la membrane. Ce mécanismaiden suggére que la I-FABP assurerait un
transport vectoriel des AGLC depuis la membrandadeordure en brosse vers le RE, lieu de leur
réestérification. Ce mécanisme est en adéquatien Evfait que la majorité des AGLC arrivant au
pbéle apical des entérocytes soit prise en changapd-ABP.

Chez I'Homme, le polymorphisme Ala54Thr, initialemienis en évidence chez les Indiens Pima
(Baier et al., 1995) est associé & une hypertrgglgémie et une insulino-résistance. La protéine
mutée présente une affinité deux fois plus graraie fes AGLC, ce qui explique I'augmentation du
captage des AGLC, la synthése des TG et la séarégolipoprotéines riches en TG. De plus, la
surexpression de la I-FABP dans des cellules Cagst-associée a une diminution de la synthése et de

la sécrétion de lipoprotéines (Levy et al., 2009).

L'ensemble de ces données suggére que des madificates propriétés de liaison ou de I'expression
de la I-FABP pourraient avoir des conséquence$ahsorption intestinale des lipides. Or, les ssuri
I-FABP (-/-) ne présentent pas de malabsorptionligetes (Vassileva et al., 2000). En fait, lesré®u
males I-FABP (-/-) ont un phénotype proche de cehservé dans le cas du polymorphisme humain
Ala54Thr, avec un gain de masse supérieur a celslisduris sauvages, une hypertriglycéridémie et
une insulino-résistance. Méme si les mécanismeblqu@s ne sont pas encore clairement définis, ces
données suggeérent que la I-FABP, uniquement expriawéniveau intestinal, pourrait jouer un réle

important dans le métabolisme des lipoprotéines.

La L-FABP est, quant a elle, exprimée au niveaul'itiestin, du foie et des reins. Sa poche
hydrophobe est pratiquement deux fois plus largeaplie de la I-FABP, lui permettant d’'une part de
lier deux AGLC, et d'autre part, de lier une pluargle variété de ligands (acides biliaires, heme,
acyl-CoA, eicosanoides (Niot et al., 2009). De plus des deux sites de liaison aux AGLC de la L-
FABP présente une plus grande affinité pour les &Ginsaturés que celui de la I-FABP.
Contrairement a la I-FABP, la liaison et le transi@AGLC par la L-FABP se font par diffusion
aqueuse. Son expression est maximale dans lim@stximal, lieu majeur de I'absorption des lipide
(Neeli et al., 2007).

Plus récemment de nouvelles fonctions pour ceimex ont été découvertes comme par exemple
dans les entérocytes, ou la L-FABP a été retroaemiveau de la zone de bourgeonnement des
vésicules de transport des pré-CM, les PCTV, aaaniwde la membrane du RE (Siddigi et al., 2010)
et semble indispensable au bourgeonnement de cB¢ P&eli et al., 2007; Siddiqgi et al., 2010). En

effet, les souris L-FABP (-/-) présentent une dintion de 40 % de leur activité de bourgeonnement
des PCTV. Cette fonction expliquerait pourquoi $esiris L-FABP (-/-) soumises a une charge en
lipides présentent une rétention de TG entéro@tassociée a une diminution de la sécrétion

intestinale (Newberry et al., 2006).
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Dans l'entérocyte, la | et la L-FABP ne jouent dgas seulement un rdle dans le captage et le trafic
intracellulaire des AGLC. Leurs propriétés respadi pourraient étre approfondies a I'aide de

modeles déficients pour les deux FABP.
3.3. Réestérification des AGLC en TG

Les AGLC une fois transférés vers le RE sont «ésti en Acyl-CoA (AGLC-SCoA) par une ACS,
avant d’étre ré-estérifiés en TG. Dans I'entérocldesynthése des TG peut se faire selon 2 voies

métaboliques différentes :

4+ La voie du 2-monoacylglycérol spécifique de l'inteswt voie majoritaire a 80 % en période
post prandiale
+ La voie de lu-glycérophosphate minoritaire dans ce tissu, remt@sit environ 20 % de la ré-

estérification totale des TG au niveau intestiBab¢kenridge et Kuksis 1975).

La voie du 2-monoacylglycérol est sous le contrdke différentes enzymes dont I'action est
successive : les MonoacylGlycérol AcylTransferagésAT) et les DiacylGlycérol AcylTransferase
(DGAT). La MGAT catalyse la premiéere réaction de-syathése des TG en agissant
préférentiellement sur le sn-2 monoacylglycéromtproduisant un 1,2 DG. Il existe 3 isoformes de
MGAT mais seule la MGAT2 est exprimée au niveau jéjunum (Cao, Burn, et Shi 2003).
L'expression de la MGAT2 ainsi que son activité tsangmentées en régime HL (Cao et al., 2004).
De fagon intéressante, les souris MGAT2 (-/-) pméssgt une diminution de I'absorption des AGLC et
sont résistantes a I'obésité (Tsuchida et al., A12 MGAT3 est en revanche localisée au niveau de

la partie distale de I'intestin et n'est pas régypé@r les lipides alimentaires.

Les DGAT catalysent la derniére étape de formatiea TG a partir du 1,2-DG et d’un acylCoA.
Cette enzyme membranaire existe sous 2 isofornteesDGAT1 et DGAT2, qui possédent des
structures différentes. Les deux isoformes sorggmis au niveau intestinal, mais la DGAT1 est la
plus exprimée. L'activité de la DGATL est préporatide sur celle de la DGAT2 puisque les souris
déficientes en DGATL1 présentent une diminution 86280 % de l'activité diacyltransférase. Les
souris DGAT1 (-/-) présentent une résistance aékit® induite par un régime HL qui semble due en
partie & une altération du mécanisme d’absorptsmith et al., 2000). En effet, ces souris en régime
HL ont une rétention entérocytaire de TG et uneimition de la sécrétion des CM. L'inhibition
pharmacologique de la DGAT1 est associée a une pertpoids et a une diminution de la prise
alimentaire, suggérant une piste thérapeutique dansontrole de la satiété et la régulation de
I'hypertriglycéridémie post prandiale en cas depsids ou d’'obésité ((Zammit et al., 2008) ; (Paxill
Norata, et Catapano 2014)). Cette hypothése eposide par le fait que la DGAT1 a été impliquée
dans la sécrétion de GLP1 et PYY, 2 hormones régldaprise alimentaire. Les souris DGATL1 (-/-)
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présentent en effet une diminution de la sécré®iGLP1 et PYY 1h aprés un bolus d’huile de mais
(Okawa et al., 2009).

Plus récemment, la DGAT2 a été impliqguée dansVeldgpement des gouttelettes lipidiques en étant
présente non seulement au niveau du RE mais aussietnent au niveau des gouttelettes lipidiques.
L'invalidation totale de DGAT?2 étant Iéthale chazsouris, il a été montré que la surexpressiorade |
DGAT2 chez des souris DGAT1 (-/-) ne suffit pas\atet I'accumulation entérocytaire de TG
(Uchida et al., 2013). A linverse, la présence @BAT1 ne suffit pas & compenser la perte de
DGAT2, mettant en exergue le fait que la DGAT1 &AT?2 posseédent des fonctions spécifiques. Cet
argument est corroboré par le fait que la DGAT Ip&st orientée du c6té de la lumiére du RE et serai
plus impliquée dans l'estérification des TG direwtat utilisés pour la synthése des chylomicrons
alors que la DGAT2 orientée du coté cytosoliquerntant les TG synthétisés vers le stockage sous

forme de TG dans des gouttelettes lipidiques aeaniventérocytaire (Niot et al., 2009).

Les fonctions des 2 DGAT exprimées au niveau imalktseraient ainsi complémentaires, et
assureraient I'équilibre entre le stockage entéei@yd’un pool de TG et la synthese de lipoprasgin
Cet équilibre participe sans doute & la régulatierta triglycéridémie post prandiale et interprafeli
via l'utilisation des TG stockés. Le role importantaes gouttelettes lipidiques, au niveau intestiaal,
été conforté par le fait que les TG des goutteddipgdiques sont sécrétés sous forme de CM dans le

10 a 30 premiéres minutes du repas suivant (Mattak, 2002).
3.4. Synthése et sécrétion des chylomicrons (figuid)

L'intestin sécrete 3 types de lipoprotéines : |& Hles VLDL et les CM. En période post prandiale,
les HDL riches en cholestérol et les CM riches é&1sbnt majoritairement synthétisés puis sécrétés.
Notons que 70 % du cholestérol est véhiculé paClegls(Hussain 2014). Ce travail ne s’attachant
gu'aux TG alimentaires, nous ne développerons gseariécanismes de synthése et de sécrétion des

chylomicrons.

Les chylomicrons sont composés de 85 % de TG, 8e%ld 3 % d'esters de cholestérol, 2 %
cholestérol libre et 1 % de protéines. Ces lipapnats vont délivrer aprés leur passage dans laHgmp
puis dans le sang, les lipides alimentaires auanivéles tissus utilisateurs (coeur, muscle...) ou au
niveau de tissu adipeux ou ils seront stockés.@essont donc composés d'un cceur hydrophobe
composé de TG et d'esters de cholestérol et d'unace plus hydrophile composée de PL et de
cholestérol, d'une apo lipoprotéine B48 (ApoB48¥dfique des CM et d’autres apolipoprotéines
telles que I’ApoAl, AlV, 'ApoCII et I'ApoClll (figure 6).
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Les CM sont des particules légeres (d<1,0006 génkle taille hétérogéne, suivant I'efficacité de
synthése de celles-ci, et suivant les conditidnsiplogiques et nutritionnelles (chez I'Homme leur
taille varie de 80 a 1200nm) (figure 6).

@ 80-1200nm

d<1,0006 g/ml

Triglycérides

Ceeur
hydrophobe | Cholesterol
estérifié

Apolipoprotéine
B48

Apolipoprotéines
Al, AlV, CII, CllI

Phospholipides

Cholesterol
non estérifié

Figure 6 : Structure et caractéristiques physico-cimiques d’un chylomicron. d : densité D’aprés
(Hussain 2014).

*Formation des pré-CM

Il est maintenant admis que lI'assemblage des pyldelicrons (pré-CM) se déroule en 2 étapes
indépendantes (Cartwright et Higgins 2001) :

+ La premiére étape est la production d’'une lipopnetéorimaire au niveau du RE rugueux,
constituant des particules de haute densité, cantate I'ApoB48, des PL, du cholestérol et
une petite quantité de TG, transloqués par la Mmmwal Triglyceride Transfer Protein
(MTP).

+ La deuxieme étape est la fusion de ces particulemjes avec des gouttelettes riches en TG

et en esters de cholestérol. Cette fusion condeifémation des pré-CM (figure 8).
Les deux protéines limitantes de la formation dés@M sont : I'ApoB48 et la MTP.

L’ApoB48 est une forme tronquée de I'’ApoB100 (48d&la partie N terminale), codée par le géne
APOB de 250kDa environ. Chez 'Homme et chez le rastda seule forme d’ApoB synthétisée au

niveau intestinal tandis que chez la souris, 'ABBRst aussi sécrétée par le foie.
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La synthése de I’ApoB48 est sous le contrble d@dlecl, enzyme qui catalyse la réaction de la
désamination d’une cytidine en uracile (C en U)nateau de 'ARNmMAPOB ce qui conduit a la

formation d’'un codon stop.

L’ApoB48 est rapidement dégradée aprés sa syntha@sde systéme ubiquitine-protéasome si une
qguantité de lipides est insuffisante pour la lipigMansbach et Siddigi 2010). La régulation de
I’ApoB48 est importante puisqu’elle conditionneni@mbre de CM (une ApoB48 / CM). L'importance

de I'’Apobecl a été récemment mise en évidenceepéaitl que les souris Apobecl (-/-) invalidées
spécifiquement au niveau intestinal présententaltgeation de la production des CM (Blanc et al.,
2012), avec une accumulation entérocytaire de T@etréduction du transport lymphatique de TG.
L'activité de transfert de TG de la MTP et la sygl de I'ApoAIV étant similaire chez ces animaux,
cette altération de la synthése des chylomicronsdesc due a I'absence de I'ApoB48. Ces
observations démontrent le rdle fonctionnel norerctiangeable de I'ApoB48 et de I'’ApoB100.

L’ApoB48 est induite en cas de régime HL (Xie et 2003).

La MTP, responsable de la lipidation de I'ApoB4&rfhation de la lipoprotéine primaire), est
localisée au niveau du RE (figure 7). Elle est ttuée de 2 sous-unités : une large sous-unité de
97kDa responsable de la liaison et du transferligieles, et une sous-unité plus petite de 55k, q
posséde une fonction isomérase di-sulfide, et gampt I'accrochage de la MTP au niveau de la
membrane du RE. Elle a la faculté de se lier adB48 pour éviter sa dégradatidex vivq il a été
montré au laboratoire que les AGLC induisent I'egsion de la MTP au niveau de segments jéjunaux
en culture chez la souris (Tran et al., 2011). Des,pn vivo, un gavage d’huile Isio4 induit dés 1h
I'expression protéique de la MTP chez la sourisfiTet al., 2011). La délétion spécifique de la MTP
au niveau intestinal conduit a une accumulatiogalételettes lipidiques dans le cytoplasme associée
une diminution importante de la sécrétion des Ché @f al., 2006). Ce défaut de synthese des CM est
associé a un défaut d’absorption puisque ces sprggentent une stéatorrhée et un arrét de croessan
(Xie et al., 2006). Il est intéressant de noter lggeHommes mutés pour le gene de la MTP présentent
le méme phénotype et une diminution de I'absorptiancholestérol, correspondant aux critéres de
diagnostic de I'abetalipoprotéinémie chez I'Homrbe. nouvelles mutations dans le gévitip chez

des enfants tunisiens souffrant de cette maladidd®ua maladie de rétention des CM ont été
découvertes et soulignent I'importance de cettetépre dans la formation et la sécrétion des
chylomicrons ((Magnolo et al., 2013) ; (Wetteraalet 1992)).

La MTP est également impliquée dans 18°2tape de la formation des pré-CM, c'est-a-dirkision

de gouttelettes riches en lipides neutres (TGtetesle cholestérol) et dépourvues d’ApoB48 avec la
lipoprotéine primaire (figure 7). Les TG sont syétthées dans la lumiére du RE (Mansbach et Siddiqi
2010). Les deux étapes limitantes dépendraierd dadntité de lipides alimentaires : en cas demégi
peu riche en lipides, I'étape limitante seraitrkntslocation de lipoprotéine primaire vers le RBjan
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en cas de régime riche en lipides, I'étape de fusieec la gouttelette lipidique deviendrait I'étape
limitante (Kendrick, Chan, et Higgins 2001).

L’ApoAlV est une autre apolipoprotéine, de 46kDagante a la surface des pré-CM. Chez 'Homme,
'ApoAlV circulante provient exclusivement de l'iegtin, contrairement aux rongeurs, ou elle est
synthétisée dans lintestin et le foie. Sa paréitign a l'absorption est soutenue par plusieurs
arguments de la littérature : 1) L'inhibition dedgnthése des CM par le PL-81, inhibe la sécrétmn
I'ApoAlV (Tso et Liu. 2004), 2) Le taux d’ARNm d’ApAIV est multiplié par 5 durant I'absorption
des AGLC 3) Sa délétion affecte le traffic de I'Bpau niveau entérocytaire (Kohan et al., 2012) 4)
L’ApoAlV favorise la formation de CM de grande tail(Mansbach et Gorelick 2007). Durant
I'hydrolyse des CM au niveau sanguin, I'ApoAlV diserée sous forme libre, ce qui constituerait un

signal de satiété, participant a la régulationaderise alimentaire (Tso et Liu. 2004).

TG

2 protéines limitantes
de la formation des préCM Acyl-CoA \
RE rugueux \ j RE lisse
.
=T ‘j

ApoBAB = 1 Lumiére du RE
~
W T
Lipoprotéine
1) Lipidation de I'ApoB48 primaire
par la MTP formant une
I P“‘::"p:‘g ::;I';r"" 2) Fusion de la lipoprotéine

primaire avec une goutelette

lipidique riche en TG et EC :
EC expansion de la taille
de la lipoprotéine

Pré-chylomicron
Figure 7 : Schéma de la formation des pré-CM au neau du réticulum endoplasmiqued’aprés
(Abumrad et Davidson 2012)ApoAlV : apolipoprotéine AIV ; ApoB48 : apolipopéote B48 ; CM :
chylomicron, DGAT : DiacylGlycérol AcylTransfergseEC: Ester de Cholestérol, MGAT :
MonoacylGlycérol AcylTransferase; MTP : Microsomariglyceride Transfer Protein; PL:

phospholipide ; RE : Reticulum Endoplasmique ; Ttéglycérides.
*Transport des pré-CM vers I'appareil de Golgi ebpessus de maturation

Etant donné la grande taille des pré-CM aprés fusivec les gouttelettes, leur transport vers
l'appareil de Golgi nécessite la formation de gemdésicules d’environ 250nm de diamétre : les
PCTV. Ces vésicules sont générées a partir de tabmaae du RE et contiennent un pool de protéines

nécessaires au transport, au ciblage et a lewrfasiec le Golgi (figure 8).
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L'initiation du bourgeonnement des PCTV est sousoletrdle en partie de la L-FABP (Wong et al.,
2010). Un complexe protéique nhommé coating proteamaplex Il (COPII) contenant en particulier
Vesicle-Associated Membrane Protein 7 (VAMP&st nécessaire au bourgeonnement et a la fusion
des PCTV avec le Golgi (Siddiqi et al., 2006). Daspla Secretion Associated, Ras related GTPase
1B (Sarlh, également constitutive de COPII, est nécessaliétape de fusion avec le Golgi puisque
les souris Sarlb (-/-) présentent une séquestralesn PCTV au niveau cytosolique et une forte
diminution de sécrétion des CM. La mutation Saxt, & I'origine de la maladie de rétention de
chylomicrons, nommée maladie d’Anderson (Should8tephens, et Jones 2004), démontrant le
caractére essentiel de cette protéine dans laésates CM. La surexpression de Sarlb entraine une
induction de la sécrétion de TG, confirmant quéecptotéine influence directement la sécrétion de
CM (Levy et al., 2014). Le mécanisme moléculair€oéigine de la formation de ces PCTV qui
constitue une étape limitante de I'absorption deislds, n’est pas encore totalement élucidé. Il est
connu que ce mécanisme nécessite de I'ATP et Vatitin d’une kinase la PKC(Siddiqi et
Mansbach 2008) et la présence de CD36. En effegderis CD36 (-/-) auraient une moindre capacité
a former des PCTV (Siddiqi et al., 2010).

Au niveau du golgi, les CM subissent un processumdturation caractérisé par des phénomeénes de
glycosylation (Berriot-Varoqueaux et al., 2001)uet ajout d’apolipoprotéines telles que I'’ApoCllI,
ApoCllIl et 'ApoAl ((Mansbach et Siddigi 2010) ; @hsbach et Gorelick 2007)) (figures 8 & 10).

La fonction de ces ApoC au niveau de I'entérocyéstrpas encore clairement déterminée. En effet,
récemment, il a été montré que la surexpressidiAgeC3 chez la souris, conduit a une diminution

de sécrétion de TG au niveau lymphatique, liéeeadiminution de la ré-estérification des AG en TG

qui a lieu au niveau du RE. Ces derniers travauxragent suggérer I'existence d’'un rétrocontrble

(Wang et al., 2014).
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Figure 8 : Schéma du transport des PCTV et de la ntaration des CM d’aprés (Abumrad et
Davidson 2012). ApoAl : apolipoprotéine Al; ApoAlV: apolipoprotd AIV; ApoB48:
apolipoprotéine B48; ApoCll: apolipoprotéine Cll ApoClIl : apolipoprotéine CIll; CM:
chylomicron ; COPII : coat protein complex Il ; ECEster de Cholestérol ; L-FABP : Liver-Fatty
Acid Binding Protein ; PCTV : Pre-Chylomicron TrdesVesicles ; TG : triglycéride.

Les propriétés fonctionnelles de chaque LBP, e$ plarticulierement I'impact de leur délétion sur
I'absorption des lipides, la rétention de TG eyphrtriglycéridémie post prandiale, sont détailléas

tableau 3.

Tableau 3 : Propriétés fonctionnelles des LBP entécytaires. AGLC : Acide Gras a Longue Chaine ; ApoAlV :
apolipoprotéine AIV ; DGAT1 : DiacylGlycérol AcyHmsferase 1 ; FABPpm : Fatty Acid Binding Protgfasma
membrane ; FATP4 : Fatty Acid Transfer Proteinl. HHyperlipidique ; I-FABP : Intestinal Fatty AciBinding Protein ;
L-FABP : Liver Fatty Acid Binding Protein ; MGAT2MonoacylGlycérol AcylTransferase 2; MTP: Micoosal
Triglyceride Transfer Protein ; RE : Réticulum Epdismique ; Sarlb : Secretion Associated Ras rél&dPase 1B ;
STD : standard ; TG : triglycéride ; Vamp7 : Vesidssociated Membrane Protein 7.
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FABPpm
Bordure en brosse et

membranes latérales

(Stremmel et al., 1985)

1
(explants
intestinaux)
(Stremmel 1988)

l

rapide aprés

Affinité : 80 nM
FATP-4 1 1 Pas d'effet en Tend ar !
Bordure en brosse et/ou RE  (entérocytes en régime HL régime STD et | (Shim et al., 2009) (Gertow et al., 2004) :
(Milger et al., 2006) isolég (Stahl et (Petit et al., HL (Gimeno et (Frochot et al., 2012)
al., 1999) ; 2007) al., 2003) ; (Shim
(Gimeno et al., et al., 2009)
2003)
Cavéoline 1 1 Stéatorrhée en 1
(Siddiqi et al., Régime HL (Razani et al., 2002)
2013) (Siddiqi et al.,
2013)
FAT/CD36 Non 1 Pas d'effet en | Rétention en régime 1
Bordure en brosse (entérocytes isolés en régime HL | régime STD et HL (Nassir et al., 2007) ;
(Drover et al., (de Wit et al., HL (Nassir et al., (Drover et al., 2005) ;
(Lobo et al., 2001) ; (Poirier 2005)) 2011) ; (Uchida| (Nassiretal., | 2007);(Droveret| (Masuda et al., 2009)
etal, 1996) (anses intestinales et al., 2012) ; | 2007) ; (Drover et al., 2005) et sécrétion TG (petits
Affinité : ordre nM insitu(Tran etal.,| (Poirier etal., | al., 2008) ; (Nauli CM)
2011) 1996) et al., 2006)

(Masuda et al., 2009)
(Drover et al., 2005)

(Niot et al., 2009)

(Holehouse, Liu,
et Aponte 1998) ;
(Prows et
Schroeder 1997)

2007) ; (Uchida
etal., 2012) et
2h aprés une
charge en
lipides (Tran et
al., 2011)

al., 2003) ;
(Newberry et al.,
2006)

charge en
lipides
(Tran et al.,
2011)
I-FABP 1 1 Pas d'effet en 1
Cytoplasme (Atshaves et al., | enrégime HL régime STD et chez le méle uniquement
1 site de liaison 1998) ; (Petit et al., HL (Vassileva et (Vassileva et al., 2000)
(Niot et al., 2009) (Holehouse, Liu, | 2007) (Uchida al., 2000) en régime STD et HL
et Aponte 1998) etal., 2012)
L-FABP 1 1 Pas d'effet en Pas d'effet en 1
Cytoplasme (Atshaves etal.,| enrégime HL | régime STD et condition STD (Newberry et al., 2006)
2 sites de liaison 1998) ; (Petitetal., | HL (Newberry et L avec! sécrétion de TG

Rétention apres ung¢

charge aigue en
lipides

(Newberry et al.,
2006)

intestinales aprés une
charge en lipides
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MTP

1

Stéatorrhée

Rétention

1

RE enrégime HL | (Xie etal., 2006) importante (Xie et al., 2007)
(Swift et al., 2005) (Petit et al., (Xie et al., 2007)
2007) ; (Lin et
al., 1994)
MGAT2 1 Pas d'effet mais| Rétention jéjunale | sécrétion TG
et | e o (SR
2004) régime HL
(Yen et al., 2009)
DGAT1 Pas d'effeten | Rétention jéjunale | sécrétion TG
régimes STD et (Buhman et al., (Buhman et al., 2002)
HL 2002)
(Buhman et al.,
2002)
ApoAIV 1 Pas d'effet en 1 taille CM sécrétés
enrégime HL | régimes STD et (Mansbach et Gorelick
(Petit et al., HL 2007)
2007) ; (Simon et al.,
(Apfelbaum, 2011)
Davidson, et
Glickman 1987)
Apobecl Rétention en cas de | sécrétion TG apres
challenge lipidique quantité de lipides
(Lo et al., 2008) (Lo et al., 2008)
Sarlb Rétention | sécrétion TG
(Shoulders, (Shoulders, Stephens, et
Stephens, et Jones Jones 2004) ;
2004) surexpression Sarlh :
sécrétion TG
(Levy et al., 2014)
Vamp7 L sécrétion (inhibition)

(Siddiqi et al., 2006)
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*Exocytose des CM

Pour finir, des vésicules golgiennes permettentolbgtose des CM par fusion avec les membranes
basolatérales des entérocytes et leur sécrétiamlddymphevia des chyliferes au niveau de la lamina
propria (figure 9). L'existence de la lame basale laquelle repose I'épithélium intestinal, entrave
transitoirement le passage des CM de l'espacestittet vers la lamina propria (figure 9).
L'accumulation des CM dans cet espace conduit {srtsion a une altération des jonctions serrées
(Ji, Sakata, et Tso 2011) et, de ce fait, unealt#r transitoire de la perméabilité intestinalett€
altération de l'intégrité de I'épithélium intestingerait transitoire car réparée 50 minutes apres
'absorption (Kvietys et al., 1991). Cette agresdiigsulaire pourrait expliquer pourquoi I'absoopti
intestinale des lipides s’accompagne de libératian'entérocyte de cytokines pro-inflammatoires
comme ILPB ou IL18 (de Wit et al., 2008) pour favoriser Ipaéation tissulaire (pour revue (Lissner
et Siegmund 2011)) et stimule également le recreménde lymphocytes et de macrophages (Ji,
Sakata, et Tso 2011).

Espace intercellulaire

. Ruptures au

. ) niveau de la lame basale
Lamina propria =———

Figure 9 : Exocytose des CM de I'entérocyte vers lamina propria. D'aprés(Ji, Sakata, et Tso
2011).Image au microscope électronique montrant une mgoau niveau de la membrane basale.

Les CM migrent de I'espace intercellulaire (IS)wé& lamina propria (LP).

Les principales étapes de la synthese des chylons@ont résumées en figure 11.

50



p- AGLC
AGLC AGLC Couche c.l’e':au
Détectionet  _J "‘\ \ non agitée
captage des AGLC .- CD36
L cavéole h 7
it Diffusion
@ passive ) \“
Traffic P%&
intracellulaire ™) \ I-FABP >
des AGLC _~ LEABR pGlc -
- FATP4 o
_ MGAT & ACSLS AP
DGAT
16 O
RE
ApoA-IvV
Syntheése et préCm _
sécrétion - < Maturation
— PCTV o
des CM LFABE O o) =
SARIBT- o =
b Golgi .5:._—___;-;/ ‘3_'.53“&

Sécrétion

Figure 10 : Principales étapes de la formation deSM : le captage et la détection des AGLC, le
traffic intracellulaire des AGLC et la synthése desCM au niveau entérocytaire (Buttet et al.,
2014).ACSL5 : AcylCoA Synthase Long Chain 5; AGLC : &d&tas Longue Chaine ; ApoA-1V :
apolipoprotéine A-IV; ApoB48 : apolipoprotéine B4&poCll : apolipoprotein CIl ; ApoClll :
apolipoprotein  CIll ; Cavl: caveoline 1; CM: yomicron; DGAT: DiacylGlycérol
AcylTransferase ; ERK1/2 : Extracellular Regulatggnal Kinases 1 & 2 ; I-FABP : Intestinal-
Fatty Acid Binding Protein; L-FABP: Liver-Fatty ¢ Binding Protein; MGAT:
MonoacylGlycérol AcylTransferase ; MTP : Microsonigtiglyceride Transfer Protein; PCTV :
PréCM- Transfer Vesicles ; RE : Reticulum endoplgem ; Sarlb : Secretion Associated Ras

related GTPase 1B; TG : triglyceride; Vamp7 :sie Associated Membrane Protein 7.
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*Facteurs influencant la synthése des chylomicrons

Les facteurs nutritionnels et hormonaux qui régulexpression des différentes protéines impliguée
dans 'absorption des lipides sont susceptiblenddifier la synthese des CM.

4 La qualité et la quantité des lipides présents damggime alimentaire

Il est clairement démontré que la quantité de épidonsommés conduit a une augmentation de la
taille des CM mais pas de leur nombre. En effetquantité de lipides consommés influencent
directement l'efficacité de la lipidation de I'’ApdB via l'activité de la MTP (Cartwright et Higgins
1999 ; Karpe et al., 1997). De plus, la taille @4 semble étre plus augmentée plutdt par les AG
insaturés que par les AGS ((Lairon et al., 20q8)rjllo, Norata, et Catapano 2014) ; (Duez, Pawdic
Lewis 2008)).

4 Influence de I'hyperinsulinémie et de l'insulinasigtance sur la production de chylomicrons

L’hyperinsulinémie diminue la sécrétion des CM coenla sécrétion des VLDL (Pavlic et al., 2010).
Cette hypothése est corroborée par le fait qu'en dmsulino-résistance, une augmentation du
nombre de lipoprotéines contenant de I'ApoB48 des petite taille a été décrite chez les Syrian
Golden hamsters ((Lewis et al., 2005) ; (Haidariakt 2002) ; (Federico et al., 2006)) et chez

’'Homme (Duez, Pavlic, et Lewis 2008).
+ Effet de GLP1 et GLP2 sur la production de chylaons

GLP1 et GLP2 sont produits a partir du polypeptideglucagon et sécrétés en quantité équimolaire.
Cependant, ils ont des effets opposés sur la g@trde CM. GLP1 réduit la sécrétion de CM en
période post prandiale (Hein et al.,, 2013). Chelofime, linjection de GLP1 abolit
I'hypertriglycéridémie post prandiale (Meier et, &006). Elle diminue I'absorption des lipides &t |
production de CM, se traduisant par une diminutieda quantité d’ApoB48 et de TG dans la fraction
de lipoprotéines riches en TG. GLP2 exerce au awmetison action en accélérant I'absorption des
AGLC et la production des CM. Les auteurs ont raggpque cet effet semble dépendant du CD36
(Hsieh et al., 2009). A court terme, GLP2 a unteffes prononceé sur la production de CM si les 2
sont injectés en méme temps. Au contraire, la @Eiion prolongée des 2 incrétines démontre un
effet prédominant de GLP1 (diminution de la prdtrcde CM) (Hein et al., 2013).
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4. Transport d’autres molécules par les CM : cas du LB

Les CM transportent du cholestérol mais égalemessiades vitamines liposolubles, comme la
vitamine A, E (Igbal et Hussain 2009). De plusa iété montré que la formation de CM favoriserait
également I'absorption de lipopolysaccharide (LRGhoshal et al., 2009). Les LPS appelés
endotoxines, sont des molécules faisant partie@dmtoi cellulaire des bacteries Gram (-). Ces LPS
sont composés d’'un lipide complexe toxique apppldd A et une partie polysaccharide. De maniére
intéressante, du LPS a été retrouvé sur les CMIdhemme (Laugerette et al., 2011).

Ces données émergentes suggérent fortement q@Mgsuent un réle dans I'endotoxémie et par
conséquent dans I'inflammation bas bruit. De piua,été démontré que les régimes HL déclenchent
également une inflammation intestinale locale (Détal., 2010). Cette inflammation conduit & une
€élévation de la sécrétion de cytokines pro-inflanmines a I'origine d’'une augmentation de la
perméabilité intestinale (Bruewer et al., 2003).dBangement peut conduire & une accélération de la
translocation du LPS (Cani et al., 2008) favoridantercle vicieux de I'endotoxémie. Finalemeng ce
effets peuvent encore étre accentués par le faitdps régimes HL sont connus pour favoriser la
prolifération de bactéries Gram (-) au niveau dgrobiote intestinal (Cani et al., 2008). Ainsi, les

CM conditionnent I'entrée des AG alimentaires eL&$ dans 'organisme.

5. Métabolisme post-intestinal des chylomicrons riglycéridémie

post prandiale et devenir des lipides alimentaires

Dans la circulation sanguine, les TG des CM sodtdlysés par la LPL en libérant les AG captés par

les tissus en vue d'étre oxydés (muscle, coeur.. hjeustockés (au niveau du tissu adipeux).

La lipolyse des TG des CM par la LPL est appéfggyse intravasculaireEn effet, la LPL se situe a

la surface des cellules endothéliales capillagesst liée aux membranes par des protéoglycatues et
des phosphatidylinositols. Elle est présente aweanivde différents tissus: cceur, cerveau, tissu
adipeux, foie, rein, macrophages (Wang et Eckel920Cette hydrolyse est limitante dans le
métabolisme des CM puisque la déficience en LPLdoitna une pathologie nommée
hyperchylomicronémie (Merkel, Eckel, et Goldber§02). Les CM appauvris en TG sont appelés
remnantset sont captés par le foie. Au niveau sanguin¢éident des apolipoprotéines aux HDL, et
acquierent I'’ApoE, reconnue au niveau hépatiqudehbDL-receptor Related Protein (LRP). Le LRP
et le LDL-receptor sont responsables de I'essentietecaptage dagmnantsau niveau hépatique
(Hussain, Strickland, et Bakillah 1999).e temps de résidence demmnantsdans la circulation

sanguine exerce des effets potentiellement néfgstas la santé : ils favorisent le recrutement de
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monocytes formant progressivement, avec lI'addilermacrophages, des cellules spumeuses, indice
précoce d’'athérosclérose.

L'insuffisance de clairance des TRL et 'augmemtatde leur temps de résidence au niveau sanguin
contribuent a I'hypertriglycéridémie post prandjatpli est maintenant reconnu comme étant un
facteur de risque des MCV (Borén et al., 2014)effet, elles générent un environnement athérogene,
augmentent le stress oxydatif et I'inflammationatdaire ((Pang et al., 2012) ; (Klop et al., 20112)
(Al-Aubaidy et Jelinek 2011)). L'hypertriglycéridéen post prandiale est influencée par différents
facteurs : I'age, le sexe, les conditions physioplaigiques et certains facteurs nutritionnels priése

de facon non exhaustive en tableau 4.

Tableau 4 : Facteurs nutritionnels, physiologiquesphysiopathologiques et facteurs liés au mode
de vie influencant la lipémie post prandiale. AGMI : Acides Gras Monolnsaturés ; AGPI : Acides
Gras Polylnsaturés ; AGS : Acides Gras Satu(@sopez-Miranda, Williams, et Lairon 2007) ;
(Lairon 2008); (Westphal et al., 2004) ; (Holmenden et al.,, 2013); (Lopez et al., 2011);
(Mudrakova, Poledne, et kava013) ; (Klop et al., 2012)).

Quantité de lipides Lopez Miranda ot al, 2007 ; Lairon et al, 2008b

AGS T

AGM| et AGPI n-6

Lopez et al, 2011, Lairon 2t al, 20080

Loper et al, 2011, Lairon et al, 20080

Facteurs nutritionnels
Lopez et 2l, 2011, Lairon et 2l, 20080

Fibres Lopez Miranda et al, 2007 ; Lairon et i, 2008b

Pratéines : caséine
protéines du lactosérum

v
AGPI n-3 u

v

v

Westphal et al 2004
Holmer lensen et al, 2013

Fructose T Lairon et &, 20080
Age T Lopez Mirands et al, 2007
Facteurs Sexe Hommes > Fomnmae: | Lopaz Miranda et al, 2007 ; Lairon et al, 2008b
physiologiques
Ménapause T Lopez Mirandz et al, 2007 ; Lawron et af, 20080

Palymorphicmes génétiques
{apolipoprotéines, Apof3_..)

Lopez Mirands et al, 2007

Mode de vie

Alcool

Mudrakowa et al, 2013

Tabac

Lopez Miranda et al, 2007

Exercice physigue

Lopez Mirands et al, 2007

Parte de poids

Kiop et 2, 2012

Statut physio
pathologique

Obésité

Lopez Miranca et al, 2007 ;

Lawon ot al, 2008b

Insulino-résistance

Lope: Mirands et al, 2007 ;

Lairon et af, 20085

Diabéte de type 2

Lopez Mirandz et al, 2007 ;

Lairon et al, 20080
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L’hypertriglycéridémie post prandiale dont le pist eatteint entre 2 & 4h aprés un repas, est la
résultante de la sécrétion majoritairement inteftirde lipoprotéines en période post prandiale au
niveau sanguin et de l'activité de la LPL. Cependar’heure actuelle, I'activité de la LPL est
considérée comme le régulateur majeur de I'hymytéridémie (Wang et Eckel 2009). En effet, sa
mutation est a l'origine chez I'Homme d'une sévérgpertriglycéridémie (Santamarina-Fojo et
Brewer 1991). De plus, chez I'animal l'invalidatide la LPL provoque une hypertriglycéridémie et
est léthale 24h aprés la naissance par défauttiieséition des lipides du lait maternel (Weinstaatk

al., 1995). Il est intéressant de signaler queghaentation de I'expression de la LPL chez 'Homme a

été une des premiéeres thérapies géniques a ébrésaat(Moran 2012).

5.1. LaLPL

La LPL est synthétisée par les cellules parenchgusais principalement au niveau du tissu adipeux et
du muscle (figure 12). Lorsqu’elle est relarguée pas cellules, elle migre du cété luminal des
capillaires endothéliaux a l'aide de la protéingcgbylphosphatidylinositol-anchored high density
lipoprotein binding protein 1 (GPIHBP1) (figure 1Qette protéine joue un réle fondamental puisque
son absence est a l'origine d’'une hypertriglycérigdésévere chez 'Homme et la souris (Beigneux et
al., 2007; Beigneux et al., 2009).

PL

Espace sous endothé\ GPIMNBR1
&,
)

Cellules parenchymateuses

Figure 11 : Synthese de la LPL et phénomene de lilyse intravasculaired’aprés (S. G. Young et
al. 2011). GPIHBP1 : GlycosylPhosphatidylinositol-anchored Higlensity lipoprotein Binding
Protein 1 ; LPL : LipoProteine Lipase ; TRL : Trigleride Rich Protein.

Il est intéressant de signaler que la LPL est égathe exprimée au niveau central, ce qui suggere la

libération d’AG provenant des lipoprotéines a oeeau (Wang et al., 2011).
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5.2. Facteurs modulant l'activité de la LPL
L La qualité des Chylomicrons sécrétés

Le nombre de CM sécrétés ainsi que leur taillaumftent I'activité de la LPL (figure 12). Elle est
plus efficace sur un petit nombre de gros CM, quaus grand nombre de petits ((Xiang et al., 1999)
(Martins et al., 1996)). En effet, les petits CM# moins d’affinité pour la LPL que les gros (KB2:
0.85mM vs 0.27 + 0.2mM) (Xiang et al., 1999). Lenpis de %2 vie d’'un CM serait de 4,5 minutes
contre 264 minutes pour un VLDL (Xiang et al., 1R9€e constat indique qu’en situation post
prandiale, les TG des CM sont préférentiellememgfratbés comparés aux VLDL (Bickerton et al.,
2007).

Comme mentionné dans le chapitre précédent, lesl/ABBmentent la taille des CM ce qui
expliquerait pourquoi leur consommation conduit zclielomme a une hypertriglycéridémie post
prandiale plus faible que celle observée avec paseiche en AG saturés ((Thomsen et al., 1999) ;
(Michalski et al., 2013) ; (Barson et al., 2012)).

L+ Les apolipoprotéines physiquement liées a la LPL

L'’ApoC2 stimule I'activité de la LPL. L'utilisatiorde souris transgéniques délétées pour I'’ApoC1 ou
I’ApoC3 ont révélé I'effet au contraire inhibitede ces 2 apolipoprotéines sur I'activité de la LPL
L’ApoAb5 stimule, quant & elle, la clairance des @&t la LPL par interaction avec la LPL, GPIHBP1
et les protéoglycanes (Kersten 2014).

L'ApoE est essentielle au captage hépatiquaelemantsde CM. L'ApoE est produit par le foie mais
également par des tissus extra hépatiques teliegueacrophages. Elle augmente les taux circulants
de lipoprotéines riches en TG en diminuant leuratee par la LPL (Kersten 2014).

4+ Les angiopoietin-like proteins

Parmi lesangiopoietin-like proteinsAngptl) actuellement identifiées, seules 3 inhib&tivité de la
LPL (Angptl4, 3 et 8).

L'Angptl4 est produite par les adipocytes, cardiomytes, les hépatocytes, les macrophages et les
cellules épithéliales intestinales. Elle inhibectiwité de la LPL et constitue un régulateur impattde
l'activité de la LPL lors du jeun ou de I'exerciplysique (Zhu et al., 2012 ; Dijk et Kersten 2014).
Cependant, récemment, d'autres actions ont été méées : elle diminue la digestion des lipides en
diminuant I'activité de la lipase pancréatique.eEihfluence I'adiposité et I'absorption des lipides
puisque les souris Angptl4 (-/-) présentent unesmasrporelle et une masse grasse plus élevée et un

tendance a I'accumulation de lipides au niveadidistin proximal (Mattijssen et al., 2014).
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L'Angptl3, produite uniguement au niveau hépatigdjbe I'activité de la LPL. Des mutations de
I’Angptl3 chez I'Humain conduit a un hypolipidémiearactérisée par des taux faibles de cholestérol,
HDL-C, LDL-C et TG.

L’angptl8 est, quant & elle, la plus récemment deede de cette famille. Chez les humains, elle est
produite exclusivement au niveau hépatique, aloes chez les rongeurs, elle est aussi produite au
niveau du tissu adipeux et dans une moindre meaurgveau intestinal et rénal. Elle inhibe I'adivi

de la LPL également (Kersten 2014).

4+ Régulation hormonale de la LPL

L’hormone la plus citée dans la littérature régulactivité de la LPL est I'insuline (figure 12Dans

le tissu adipeux, I'insuline augmente I'activité ldeLPL, alors qu’elle diminue la lipolyse du tissu
adipeux dés les premiéres heures suite a un refpdsnc elle inhibe la libération d’AG libres issies

cet organe (Lambert et Parks 2012). En revancimsuline n'a pas d’'effet sur I'activité de la LPL
musculaire ou diminue son activité (Farese, YasEakel 1991). Le mécanisme de régulation de la
LPL est donc tissu spécifique et semble principal@npost-translationnel.

D’autres hormones régulent I'activité de la LPL. &ifet, les catécholamines qui sont d'importants
médiateurs de la réponse au stress inhibent ligetde la LPL au niveau du tissu adipeux par un
mécanisme direct. En effet, elles diminuent la gcaiption et la translation du géne de la LPL et
induisent sa dégradation (Kersten 2014). Inversgmes catécholamines qui sont sécrétées en
abondance lors d'un exercice physique pourrait eoada I'augmentation de Il'activité de LPL

observée au niveau musculaire démoinirgivo chez I'Humain (Pedersen et al., 1999). L'action de

cette hormone semble donc tissu spécifique ceuggéese des modes d'action distincts.

Le cortisol semble activem vitro, I'activité de la LPL au niveau du tissu adipe®ttpsson et al.,
1994).

4 Autres régulateurs

Des expériences menéi@svivo et in vitro ont démontré que le LPS et les cytokines inflanoimes
comme TNIe inhibent I'activité de la LPL au niveau du tisglipeux et du muscle (Kersten 2014).
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Figure 12 : Principaux facteurs modulant la LPL etle devenir des AG en période post prandiale.

AG : Acides Gras; AGL: Acides Gras Libres, ApoCHpo lipoprotéine CIl; ApoClll: apo

lipoprotéine CIII ; Angptl4 : angiopoietin-like ptéine 4; CM : chylomicron, LPL : LipoProtéine
Lipase ; LPS : LipoPolySaccharide ; TG : triglycdei; VLDL : Very Low Density Lipoproteins

+ Les AGL, inhibiteurs de la LPL et phénoméne déosit

Les AGL plasmatiques inhibent de facon trés impuedactivité de la LPL (Goudriaan et al., 2005).
Les AGL libres circulant dans le plasma peuventiragtleux origines. Ils sont tout d’abord issus de
I'hydrolyse des TG du tissu adipeux par la lipasarionosensible (LHS) (Coppack, Jensen, et Miles
1994) qui est normalement inhibée par I'insuline mriode post prandiale. Cependant en cas
d’insulino-resistance, observée par exemple erd@dgsité, on peut observer une production d’AGL
apres un repas (Muthusamy et al., 2012).

Par ailleurs, la lipolyse par la LPL des lipopro&s peut également participer au pool d’AGL sanguin
(Lambert et Parks 2012). En effet, il est admisuge’ fraction des AG libérée par la LPL, n’est pas
directement captés par les tissus et s’accumulaivaau plasmatique (figure 13). Ce phénomeéne
de « débordement » des AGL apillover n’est pas uniquement, comme on a longtemps pensé,
présent en periode de jeun, quand le tissu adipstuarienté vers la lipolyse. Des données émergente
indiquent qu’il serait plus important en périodesipprandiale, lors de la dégradation massive des CM
par la LPL, puisqu'il représenterait selon les ébads physiologiques entre 5-35% des AGL présents
au niveau plasmatique et pourrait atteindre 60%nsiels conditions nutritionnelles ((Lambert et Rark
2012) ; (Almandoz et al., 2013)). D’apres certainteurs, I'importance de ce phénomene serait accru,
en cas de défaut de capacité de captage des Al paren période posprandiale (Muthusamy et al.,

2012; Nelson et al., 2013). Cwpillover fait actuellement I'objet de nombreuses recheratess
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'accumulation d’AGLC au niveau sanguins favoris&ctumulation ectopique de lipides dans les
autres organes que le tissu adipeux, ce qui coadiiitsulino-résistance (Lambert et Parks 2012).
Méme si les facteurs régulateurs de ce phénomemnesni pas élucidés, 'intestin en fabriquant des
CM plus ou moins bien dégradés par la LPL est teuacuspillover.

Il est intéressant de noter que l'importance spillover post prandial semble dépendre du type
d’acides gras du régime, puisque le LA semble [&® le plus rapidement capté et stocké comparé

au palmitate par exemple (Nelson et al., 2013).

Environ 30-40 % des AG des CM sont captés dansuscla — cette proportion semble stable d’'un
repas a l'autre. L'activité de la LPL au niveauttisu adipeux subit au contraire plus de variations
En effet, entre 15-50 % des AG des CM sont captésieeau du tissu adipeux en période post
prandiale et varie d’'un repas a l'autre (Ruge £t24109). 10-16 % des AG issus de I'hydrolyse des
CM sont captés par le foie. Cette proportion augmen cas de diabéte ((Frayn 1998) ; (Lambert et
Parks 2012)). Le devenir des AGLC en phase posudjake est résumée en figure 13.

TN

AG

Tissu adipeux

| Jusqu'a 50% de captage

SR LA

dU niveau o
Sl Ca s AL e S

Intestin

Absorpt |Un/

Lipides alimentaires

Devenir des AG en période post prandiale

Figure 13 : Devenir des AGLC en période post prandie : phénoméne despilloveret régulation
des AGLC sur l'activité de la LPL d’apres (Frayn. 1998AG : Acides Gras ; AGL : Acides Gras
Libres ; HSL : Lipase Hormono Sensible ; LPL : Lipotein Lipase; TAG : TriAcylGlycerol ;
VLDL : Very Low Density Lipoproteins.

Une augmentation d’AGL au niveau plasmatique indaitconséquent : une inhibition de I'activité de
la LPL, une augmentation dypilloveret une diminution de I'efficacité de captage d&% Antretenant
ainsi une hypertriglycéridémie post prandiale. Oasp une augmentation des AGL au niveau
plasmatique, en plus d’étre lipotoxiques, diminge chptage du glucose au niveau musculaire,
conduisant a une diminution de la sensibilité astiline. Enfin, une augmentation des AGL perturbe
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la clairance de l'insuline et la sécrétion des VL&Lniveau hépatique. La régulation des AGL semble
donc étre primordiale en période post prandialecetstituer un marqueur précoce de risque de
linsulino-résistance et de développement de dabd¢ type 2 (Frayn. 1998). Des stratégies
pharmacologiques diminuant la biodisponibilité d&x libres pour la synthése des lipoprotéines par la
niacine ou en activant la LPL par les fibrates démontré leurs effets bénéfiques pour diminuer

I'hypertriglycéridémie post prandiale (Pirillo, Naig, et Catapano 2014).

6. Reégulation de [l'absorption intestinale par les ipides

alimentaires

Comme décrit précédemment, l'intestin posséde umgoitante capacité d’absorption des lipides
alimentaires étant donné qu’environ 95% des lipidgérés sont absorbés chez un Homme sain. La
perte énergétique pour digérer, absorber et stdekenutriments est la plus faible pour les lipides
comparés aux autres nutriments énergétiques (2c8réfparé a 25-30 % pour les protéines et 6-8 %
pour les glucides) (Hariri et Thibault. 2010). Liaegtion était de savoir si cette capacité d’absmrpt

des lipides était innée ou résultait d'une adamaititestinale a la teneur en lipides du régime.

A I'heure actuelle, plusieurs études démontrent lotestin adapte ses capacités d’absorption a la

teneur en lipides du régime alimentaire (tablealEb)effet :

#+ Les souris soumises a un régime HL sont capabldssdiber de plus grandes quantités
d’AGLC que les souris témoins (Petit et al., 2007)

+ Le régime HL induit la prolifération des cellulegdstinales ((de Wit et al., 2008) ; (Petit
et al., 2007))

+ Le régime HL induit 'expression des génes impligjdéns la formation des CM (Petit et
al., 2007 ; de Wit et al., 2008 ; Uchida et al.12Q Douglass et al., 2012). De maniere
intéressante, le nombre de génes induit ainsi ¢otersité de leur régulation est

proportionnelle a la quantité de lipides conterarssde régime (de Wit et al., 2011).

Ces 3 arguments confortent I'idée que l'intestimpd sa capacité d’absorption en fonction de la
quantité de lipides présente dans le régime. Ltemte d'une adaptation de la capacité d’absorption
intestinale des AGLC a la teneur en lipides du mé&giest encore confortée par le fait que cette

régulation est réversible (Petit et al., 2007).

Comme l'illustre le tableau 5, il est importantsignaler qu’en plus de la quantité, la qualité A€s
présents dans le régime influence, également lpscités d'adaptation de lintestin. En effet,
l'induction coordonnée de protéines impliquées dansynthese des CM chez la souris ((Hernandez
Vallejo et al., 2009) ; (Uchida et al., 2012) ;e (@it et al., 2012) ; (Douglass et al., 2012)), omnm
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chez 'Homme (Tremblay et al., 2013), est aussbrette dans un régime HL riche en AG saturés.
Cependant, la perte fécale en lipides est sigtifieaent plus élevée avec un régime riche en AG
saturés comparés a celle mesurée avec un régingeencAG insaturés (de Wit et al., 2012).

Ces données indiguent que I'absorption des lipgd¢snoins efficace. L'explication de ce phénoméne
a été apportée en partie par un travail de I'éqdgres lequel nous démontrons que cette adaptation
méme si elle existe est moins efficace que cetteueée avec un régime HL riche en AGLC insaturés
et que la consommation d’'un régime riche en AGréatehez la souris retarde I'induction des génes
intestinaux. Ce défaut d'adaptation se répercute Isu qualité des CM sécrétés et sur
I'hypertriglycéridémie post prandiale (Buttet ef, étestinal CD36 post prandial dysregulation etffe
chylomicron synthesis in metabolic syndrome-likeeiJLR soumis).

Ces différences d’adaptation pourraient étre etigpdues a une vitesse d’'absorption différentes en
fonction de la qualité des lipides (cf partie Digms des Triglycérides). En effet, les capacités
d’absorption augmentent avec la longueur de lanehaarbonée et donc I'hydrophobicité des AGS
tandis que les capacités d’'absorption d'un AG imgatiugmentent avec le nombre d’insaturation
(McKimmie, Easter, et Weinberg 2013). De plus, $atption des AG est modulée par la présence de
glucides dans le régime (McKimmie, Easter, et Weigh2013 ; Lambert et Parks 2012; Hariri et
Thibault 2010). Le glucose et le fructose induidargécrétion de CNh vitro et chez I'Homme aprés

infusion intraduodénale de glucose et d'intralipi®rgantini et al., 2014).

Le fait que l'intestin soit capable atlapterses capacités d’absorption en fonction de la quéads
lipides dans le régime suppose un systémedéiectiondes lipides. CD36, une glycoprotéine
transmembranaire, posséde les caractéristiquessdhseur de lipides au niveau intestinal (Tran.et a
2011), contrairement a son role initialement add@igransporteur dans le muscle et le tissu adipeux
(Febbraio et al., 1999). Cette protéine fait padiéela famille descavenger receptoitUne protéine
appartenant a cette famille a déja été considénéene un détecteur des micelles mixtes au niveau du
pble apical des entérocytes. En effet, des étudlgisées uniquemetm vitro, sur cellules Caco-2,
démontrent que la liaison de ces micelles mixtex &RB1 déclenche une signalisation cellulaire qui
favorise la sécrétion de CM (Béaslas et al., 20@®pendant la pertinence physiologique de ces

données reste a déterminer car CD36 n'est pasmnegmtans ces cellules Caco-2.

Puisque la déficience en CD36 chez 'Homme et fredi conduit un défaut de synthése de

chylomicrons de plus petite taille (Masuda et 2009 ; Drover et al., 2005), nous nous sommes
focalisés au cours de cette thése sur le role peltele CD36 dans ce mécanisme d’adaptation. C'est
pourquoi une synthése de la littérature concertaafidonction de CD36 en tant que récepteur dans

différents tissus sera présentée dan§"artie de I'introduction.
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Tableau 5 : Impact de régimes hyperlipidiques riche en AG saturés et insaturés chez la souris sur leapacités
d’absorption intestinales, sur le gain de masse & prise alimentaire. (Petit et al., 2007 ; Hernandez Vallejo et alQ20
Uchida et al., 2012 ; Douglass et al., 2012) (Traylet al., 2013; de Wit et al., 2012; de Wit ef a008; Lambert et Parks
2012) (McKimmie, Easter, et Weinberg 2013 ; Casgsstench et al., 2009; Duca, Sakar, et Covasa 2M&iri et
Thibault 2010 ; Little, Horowitz, et Feinle-Biss#07) ; (Desmarchelier et al., 2012).

AG : Acide Gras ; AGMI : Acide Gras MonolnsaturdGPI : Acide Gras Polylnsaturé ; ApoAlV : apoligogine AlV ;

ApoB4 : apolipoprotéine B ; ApoB48 : apolipopro&iB48 ; ApoCll : apolipoprotein CIl ; ApoClll : afipoprotein ClII ;

CCK : CholeCystoKinine ; CM : chylomicron ; DGATDiacylGlycérol AcylTransferase ; FATP4 : Fatty Acldtansport
Protein 4 ; GLP1 : Glucagon Like Peptide 1 ; HLygerlipidique ; I-FABP : Intestinal Fatty Acid Biing Protein ; L-
FABP : Liver Fatty Acid Binding Protein; MGAT2MonoacylGlycérol AcylTransferase 2 ; MTP : Microsal

Triglyceride Transfer Protein ; PA: Prise Alimem&; PYY : Peptide YY ; Sarlb: Secretion AssedatRas related
GTPase 1B ; TA : Tissu Adipeux.

Régimes hyperlipidiques Régimes hyperlipidiques
riches en AG saturés riches en AG insaturés
Synthiése des CM ! CD36, MTP, DGATZ ApoB, APOAIV, MGATL, Sar 1 CD36, MTF L-FABF, ApoCINApoCIIL
1B, ApoAL | ApoC3 (Vallejo et al, 2009 { Uchidu ¢t al FATP4, I-FABP, L FABP, ApaAlV
202y (Douglass et al, 2012} (Tremblay et al. 2083) {Pent et al. 2007

-= augmentation dose dépendante en fonetion %% de
lipides dans le régime (De Wi ctal. 2011

Sécrétion CM + {(Douglass et al. 20123 (Uchida et al. 2012) Pas de différence { Petit et al, 2007)

(Hernandez Vallejo et al. 2004
Clairance CM 4 (Uchidn et al. 2012) ¥ (Petit et al. 2007)
Accumulation intestinale de TG | couplée & augmentation de Rove synthise AG
{Dousrlass et ol 20125 : {Desmarchelier et al, 20125
H:\»‘pel'trigl}'céri.l:lémie post 1 (Uchida 2012} ; (Hemandez Vallejo et al. 2004} 1 iPerit et al, 2007)
prandiale
Perte fécale t en régime HL riche en AGS par rapport & régimes HL riches en AG Insatorés {(De Wit et al 2012)
Absorption des AG I Absorption des AGPT comparés aux AG Satures (MeKimimie et gl, 20135 ; (De Wit ct el 2012)
Oxvdation des AG (globale) AGPL= AGMI = AGS (McKimmie et al 2013) ; (Lambert & Packs. 2012}
Thermagenése post prandiale AGPI=AGE ( Casas Agustench et al. 2009)
Signaux hormonaux post | CCH, GLFL PYY et maeindre inhibition de la
prandiaux ghriline

(Duca et al. 2003y (Little et al. 2007y 2 (Harir et al. 20000

Régulation Prise alimentaire 1 PA (kealfjry 1 PA (kcal/jr) mais
(Hann etal: 2000 ; {de Wit et al. 2012) AGPI plus « satictegénes »{f inhibition PA)
{Harr ct al, 20000 ; (de Wit et al. 2012}
Liain masse T (ubésité) Pas toujours gain de masse significatif
(Hare ct al. 20007 {de Wit et al. 20023 ; {Desmarchelier (e Wit et el 2012y
eral 2012
Masse grasse T (hyperplasic et hypertrophie du TA)

(Harire et al. 2000} {de Wit et al. 2012)

Tolérance glucose 1 Avec hyperinsulinémie | Plus tardive aprés 7 semaines de régime
dis 2 semaines de régime {de Wit etal. 2012}
(D Wit etal. 20012 ; De Wit et al. 200%)
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CD36, un récepteur aux multiples fonctions

Afin de mieux comprendre l'implication de CD36 aiweau intestinal, une synthese des fonctions de
CD36 dans les différents tissus sera développée aktte partie. En effet, la multitude de ses liigan
et la découverte plus récente de ses capacitéduirandifférentes voies de signalisation cellulaire
laissent supposer qu’il joue un role central déaptation de I'organisme aux challenges lipidgjue
et dans la reconnaissance de molécules pathog€eesonstat peut permettre de faire émerger

I'existence de nouvelles fonctions de CD36 au niviegestinal.
1. Structure de CD36

CD36 a tout d'abord été décrit comme lglycoprotein IV» il y a 30 ans car elle représentait 13°4
bande majoritaire d’environ 80 a 88kDa observée des gels d'électrophorése de membranes
plaquettaires. Plus tard, il a été démontré comadeatique a I'antigéne reconnu pour l'anticorps
monoclonal OKM5, un marqueur de monocytes et mdmages. |l a aussi été nomriétty Acid
Translocasg(FAT) puisqu'il lie des AGLC et facilite leur traport a I'intérieur des cellules. CD36
fait partie d'une famille qui comprend égalemégsosomal Integral Membrane Proten(LIMP-2)

qui lie la myeline, et SR-B1 qui lie avec une haaftinité les HDL. Ces protéines ont en commun la
méme structure membranaire, en épingle a cheveag,un large domaine extracellulaire, 2 domaines
transmembranaires et 2 domaines cytoplamisquesir¢Bgl4 & 15). Sa structure primaire est
hautement conservée chez les mammiféres et desgaeal de CD36 ont été retrouvés chez la
Drosophile (Smith 2012), ce qui suppose que cette#éjme joue un rdle fondamental dans la

conservation de I'espece.

CD36 est unscavenger receptode classe B qui est exprimé dans de nombreusédesetde
mammiféres : les plaquettes sanguines, les celldiesl’endothélium vasculaire, les cellules
immunitaires (macrophages, monocytes), certainsstgle neurones, les cellules musculaires (muscles
cardiaque et squelettique), les cellules de I'&itim mammaire, les cellules rénales, les adipacyte
les cellules parenchymateuses, les hépatocyteselleges de la rétine et des bourgeons du goét et
niveau intestinal (majoritairement dans les ent@exmais également dans certaines cellules entéro-
endocrines). Ce premier constat indiqgue que CD8&6tigas uniquement trouvé dans les cellules ayant

un fort métabolisme lipidique.
CD36 est une protéine constituée de 471 acidesémitorrepondant a une masse moléculaire

théorique de 53 kDa. Cependant, la taille obsedec€D36 est de 88 kDa. Cette différence de masse

moléculaire s’explique par le nombre important dedifications post traductionnelles, en particulier
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des glycosylations, modifiant la masse moléculaeela protéine fonctionnelle. L'analyse de la
séquence des acides aminés prédit une structuéeegteur. les acides aminés de 127 & 279 forment
une poche hydrophobe, permettant la liaison des @Ghturés et insaturés avec une grande affinité,
de l'ordre du nanomolaire (Baillie, Coburn, et Alnaich 1996). CD36 posséde 2 domaines trans
membranaires, 2 extrémités courtes en N et C tetmintracellulaires et une large poche

extracellulaire, qui contient au moins 2 sitesidiséns (figures 14 & 15).

4 K164 site de liaison du S5O
{green)

Helix5

E335 Entrée du « tunnel »
W«‘QMHJ de passage des AG

K334
(green)

C-terminuss /

N-terminus

Cterminus  N-terminus

Figure 14 : Structure 3D de la protéine CD3@’apres (Pepino et al., 2014) ; AG : Acides Gras ;
SSO : Sulfo-N-SuccimidylOleate

Comme le montre la figure 15, le premier site destin, localisé entre les acides aminés 93 et 420 e
le site de liaison pour la thrombospondine 1 algue le 2™ site constitue une large poche
hydrophobe pour la liaison avec des erythrocytéectés paPlasmodium falciparuniBaruch et al.,
1999) sur les résidus 146-164, des LDL oxydées g&kawet al., 1996), des produits finaux de
glycosylation (AGE) (Ohgami et al., 2001) et deButes apoptotiques (Navazo et al., 1996) sur les
résidus 155-183 (figure 15).

Par ailleurs, il a été identifié récemment queykine 164 permet la liaison des AGLC avec CD36
(Kuda et al., 2013). CD36 ne lie pas les AG a ahaiourte et moyenne (Su et Abumrad 2009). La
poche hydrophobe et la lysine 164 est égalementjoge dans la liaison de CD36 avec le SSO qui
est considéré comme un inhibiteur de la liaisonAlBEC avec CD36 (Kuda et al., 2013).

Le domaine extracellulaire contient de nombreurssile glycosylations qui jouent un réle dans
'adressage de CD36 du milieu intracellulaire viersnembrane et 3 ponts disulfures qui jouent un
réle dans le recrutement membranaire du CD36. bsfraités N et C terminales contiennent
plusieurs résidus cystéine qui peuvent étre « acyldu « palmitoylés » et contribuent au recrutémen

de CD36 au niveau membranaire, en particulier weani dedipid rafts (Martin et al., 2011). De plus,
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les lysines 469 et 472 peuvent étre ubiquitinéesleetce fait participent l'internalisation et la

dégradation de CD36 par le systéme ubiquitine psotde (Smith et al., 2008). Cette modification
post-transcriptionnelle est fondamentale pour glictivité de récepteur membranaire de CD36.
Enfin, les lysines 463 et 464 permettent a CD3dieleles Src kinases, indiqguant que CD36 est

capables de déclencher I'activation de voies deadigption cellulaire (Pepino et al., 2014).

Par conséquent, la variété de ligands que CD36 leusymbolise sa diversité de fonctions au sein
des tissus. CD36 posséde donc toutes les caréigigess d’'un récepteur membranaire aux lipides
natifs ou modifiés, a I'origine d’une cascade dgnalisation qui permet une réponse physiologique
propre a chaque tissu et variant selon les comditimutritionnelles et pathologiques.

Glycosylation

transport & la membrane

AGLC 127-279

LDLox + cellules apoptotiques 155-183
Plasmodium falciparum 145-164

Process intracellulaire

\I’u E
+ transport & la membrane

Thrombospondine 182 93-120 \

Site de phosphorylation 92 —>

Extracellulaire
Surtout dans les
radeaux lipidiques

Intracellulaire

NH2 COOH
@ = AcylationPalmioyation (Cy
g A A
@ = Phosphodytation (Tht) ~

@ « Lpiguitnation (Lys) Bocratcimant dané loe ':‘er_a;f'r"’cn Adressage
i radeaux lipidiques i 4 la membrane AG
@ - Sites glycosylotion Asrs) pidiq (Tyr 463, Cysdbd) 2
Radeaux lipidigues * * Insuline
[ L [ielE "
s Interaction protéine/protéine i Dégradation
protéosomale
Cascade de
signalisation

Figure 15 : Structure de CD36 : une glycoprotéineransmembranaire aux multiples ligands et
fonctions. D’aprés (Martin et al., 2011) ; (Febbraio et 8itein 2007)AGLC : Acides Gras Longues
Chaines ; LDLox : Low Density Lipoprotein oxydé&sc PTK : Src Proteines Tyrosine Kinase
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2. CD36 est impliqué dans le captage et I'oxydation deAGLC au

niveau musculaire

Le r6le majeur de CD36 au niveau musculaire a la for I'activité de captage des AG mais

également leur oxydation.

En effet, CD36 a été tout d'abord identifié comntané un transporteur aux AGLC au niveau des
cellules des muscles squelettique et cardiaquené@@aet al., 2001) ; (Glatz, Luiken, et Bonen 20.10)
En effet, I'utilisation de l'inhibiteur de fixatiode CD36, le SSO, se fixant sur le méme site deolia
que les AGLC (Kuda et al., 2013), diminue le captdgs AGLC au niveau musculaire et diminue
I'oxydation du palmitate (50 a 80%) ((Campbell Bt 2004) ; (Holloway et al., 2006)), montrant que
CD36 est impliqué dans [&oxydation des AGLC ((Holloway et al., 2009), (Do&h et al., 2010)).

De plus, des expériences menées chez les souiggedtds en CD36 et I'utilisation de I'inhibiteued
fixation des AGLC sur CD36, le SSO, ont confirmé D36 était impliqué dans le captage des
AGLC au niveau musculaire ((Pietka et al., 201@)qburn et al., 2000) ; (Coort et al., 2002)).

Par ailleurs, I'expression membranaire de CD36cestélée a I'activité musculaire puisgu’elle est
augmentée en cas de contraction musculaire etteéenicas de dénervation (Koonen et al., 2004).
Cette adaptation au besoin énergétique du mugukdedtiqgue est dépendante du recrutement de pool
intracellulaire de CD36 vers la membrane plasmigueue d’'une induction des capacités de captage

des AGLC, et en paralléle d’une stimulation de lexydation (Holloway et al., 2008).

En ce qui concerne le muscle cardiaque, les s@QINB6 (-/-) ont une hypertrophie cardiaque liée a un
défaut d’oxydation des AGLC qui se caractériseyrar accumulation de lipides (Sung Miranda et al.,
2011). Ce phénoméne a entre autre comme conséquerecenoindre adaptation cardiaque a I'effort
accentuée avec I'age (Koonen et al., 2007). Cotemauscle squelettique, des pools de CD36 ont été
identifiés au niveau musculaire a différents niveaau niveau membranaire, au niveau intracellalair
et plus récemment au niveau mitochondrial. Lawdton du muscle cardiaque induit le recrutement
des pools intracellulaires de CD36 vers la membpame une induction du captage des AGLC, et en
paralléle, une induction de CD36 vers la mitoch@angour une stimulation conjointe des capacités
d’oxydation des AGLC en particulier du palmitatig(fre 16).

De fagon intéressante, l'inhibition concomittente @D36 et de la FABPm, un autre transporteur
d’' AGLC au niveau musculaire, n'induit pas d'effetdditifs, suggérant que la FABPm et CD36
agissent de concert pour réguler le captage desCA@L niveau musculaire (figure 16). De plus, le
SSO diminue I'oxydation du palmitate de 50 a 80@a(tpbell et al., 2004) ; (Holloway et al., 2006)),
et l'activité de CPT1n vitro (Bezaire et al., 2006).
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Figure 16 : ROle de CD36 dans l'adaptation a la cdraction musculaire et aux besoins

énergétiques du muscle squelettiqued’apres (Holloway et al., 2008AG : Acides Gras ; AGLC :

Acides Gras Longues Chaines ; CPT1 : Carnitine RalitTransferase | ; FABP : Fatty Acid Binding
Protein ; FAT/CD36 : Fatty acid Translocase / Clisof Differenciation 36.

Ces quelques exemples montrent que CD36 et laatigulde sa localisation membranaire permettent
aux muscles squelettique et cardiaque de s’adaptsubstrat énergétique disponible.

3. CD36 est impligué dans le captage et la lipolyse i&dGLC au

niveau adipocytaire

La culture d’adipocytes isolés de souris CD36 (et-de souris sauvages correspondantes démontre
gu’en présence de lipides, le captage des AG ephgie CD36 dépendante. En effet, il est observé
une réduction des capacités de captage des AGlehapuris CD36 (-/-) comparés aux CD36 (+/+)
(Febbraio et al., 1999). Par ailleurs, des expéesrsur cellules 3T3-L1 ont révélé que l'inhibitide
liaison des AG avec CD36 par le SSO ou la déstrattun deslipid ratfs au niveau adipocytaire
réduit le captage des AGLC, suggérant que ce camstgen partie CD3tpid raft dépendant (Pohl et
al., 2005). Cette hypothése est confirmée par xgdriences de co-immunoprécipitation ot CD36 est
colocalisé avec la cavéoline 1, protéine principds cavéoles jouant un role dans le captage de
molécules au niveau membranaire (Frank et al., 20R&zani et al., 2002 ; Ring et al., 2006). En
accord avec les capacités de liaison de CD36¢dhsles 3T3-L1 dépourvues de CD36 ont une plus
forte proportion d’AG a courte chaine saturé et dimeinution de la proportion d’acide linoléique
(Kontrové et al., 2007). Cette fonction de CD36slncaptage est soutenue par le fait que lesssouri
CD36 (-/-) ont un gain de masse grasse légérentestfa@ible en régime HL que les souris sauvages
((Hajri et al., 2007) ; (Koonen et al., 2010)).
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Cette résistance face a I'obésité et ce gain deengmmsse plus faible en régime HL observés clsez le
souris CD36 (-/-), malgré une hypertriglycéridémpmsent la question du réle de CD36 dans
I'équilibre lipolyse et I'estérification des AG €rG au niveau du tissu adipeux, en plus de son role
dans le captage des AG au niveau de cet organe.

En 2012, les travaux de I'équipe de Zhou et Wan d@mhontré que CD36 était impliqué dans la
régulation de la lipolyse au niveau adipocytaine.difet, la capacité de stimulation de la lipolyse
I'isoproterenol est plus faible chez les souris 6¥3-) comparé aux souris sauvages (Zhou et al.,
2012). Cette altération fait appel & sa fonctionréeepteur de CD36 puisqu’elle est associée en
particulier & une moindre activation des ERK1/2 sprit connues pour activer par phosphorylation la
Lipase Hormono Sensible (LHS), une des deux enzypriesipales régulant la lipolyse des TG au
niveau du tissu adipeux. Ces résultats ont étérooédin vitro sur une culture primaire d’adipocytes
isolés de souris CD36 (-/-) ou l'utilisation de BIR, présentant un taux de libération de glycérol
diminué de 50 % sous lipolyse stimulée, confirmantdle de CD36 dans le niveau d’activité de la
lipolyse (Zhou et al., 2012).

Enfin, CD36 semble étre impliqué aussi dans latégéisation des AG en TG au niveau adipocytaire
via la régulation de la PEPCK (Wan et al., 2013). EHeteles souris CD36 (-/-) présentent une
diminution de son expression de la PEPCK et I'atibn de CD36 par un ligand (hexareline) induit
son expression. L'induction de la PEPCK médiée @&36 permettrait ainsi d’augmenter la
production de glycéro-3-phosphate impliqué dang-estérification des AG en TG.

Les dernieres données montrent qu’en plus du cagtates AG, CD36 semble donc étre impliqué
dans I'équilibre entre la lipolyse et la ré-estédétion des AG en TG, et dans la différenciationsde

adipocytegar des régulations des voies de signalisation

4. CD36 est impliqué dans la stéatose et la sécoétides VLDL

L'expression de CD36 au niveau hépatique en candition pathologique est faible. Le captage des
AG n’est donc pas CD36 dépendant (Su et Abumra@2®h situation pathologique, I'expression de
CD36 augmente fortement au niveau hépatique. ke, éixpression de CD36 est 5 fois plus élevée
chez souris ob/ob présentant une obésité génésissmciée a une stéatose hépatique comparé aux
souris sauvages (Nassir et al., 2013). De mémeégime typeWNestern Dietléclenche une stéatose
qui induit I'expression de CD36 chez des sourisyagas (Koonen et al., 2007).

L’augmentation de I'expression de CD36 pourraié &n’origine d’'une augmentation du captage des
AG par le foie, contribuant au développement dstéatose hépatique chez ces animaux (Hajri et al.,
2002; Koonen, et al., 2007). Le mécanisme a linggle I'induction de I'expression de CD36 semble

étre dépendante de la voie de signalisation mTOB@Nét al., 2014).
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Le lien entre CD36 et la stéatose est confortdepait que les souris CD36 (-/-) sont protégéasren

la stéatose hépatique induite par I'alcool ou égsmes riches en glucides (Clugston et al., 2004).
plus, au niveau du foie, des données récentes emtrque CD36 induit la sécrétion des VLDL. Le
mécanisme fait appel a la fonction de récepteuCdad6 qui augmente la synthese de prostaglandines
(PGE2) impliquée dans la sécrétion des VLDI3 I'activation de la cyclo-oxygénase 1 (COX1)
(Nassir et al., 2013).

CD36 plutét par une fonction de récepteur que dartsporteur comme initialement pensé, joue un
réle fondamental dans la régulation de I'homéostasides lipides. Ces données émergentes
confortent le réle de récepteur maintenant bien démtré au niveau de la sphere oro-intestinale.

5. CD36 est impligué dans la détection des AGLC

5.1. Réle de CD36 dans la préférence spontanée dipides

CD36 est impliqué dans la préférence spontanédipides puisque les souris CD36 (-/-) perdent la
préférence spontanée pour des solutions conterarlipides (Laugerette et al., 2005). Il a été méont
que cette détection des lipides médiée par CD36eppar la voie gustative. En effet, CD36 est
exprimé en particulier au niveau des papilles dalimes de souris, de rat et d'Homme (Simons et al.
2011 ; Laugerette et al., 2005 ; Fukuwatari et1&97).

La liaison des AGLC avec CD36 induit une cascadesidealisation cellulaire qui passent par
I'activation desSrc kinases, Fyn et Yes qui activent la phosphsépa. L'inositol triphosphate ainsi
libéré provoque la libération de calcium a partirRE, générant I'ouverture de canaigre-operated
calcium channel¢SOC) conduisant a un influx de calcium. L'’ensemidece mécanisme conduit a
'exocytose de neurotransmetteurs activant lessrguiktatifs ((El-Yassimi et al., 2008) ; (Gaillastl
al., 2008)) (figure 17). lls transmettent ce siggaak fibres gustatives afférentes qui a leur telaient
l'information au niveau du tractus solitaire (NT@aillard et al., 2008) (figure 17). Cette actioati
cérébrale participe en retour a la régulation dehiase céphalique de la digestion caractériséanear
augmentation de flux pancréato-biliaire et du conten protéines du suc pancréatique (Laugerette et
al., 2005) (figure 17). Cette nouvelle découvettggere qu'il existe une®8®saveur : le godt du gras
((Chevrot et al., 2013) ; (Passilly-Degrace et aD13) ; (Tucker, Mattes, et Running 2014) ;
(Laugerette et al., 2007)).
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Figure 17 : R6le de CD36 dans la détection orale sliéipides alimentaires(Laugerette et al., 2005;
Gaillard et al., 2008; El-Yassimi et al., 2008).

Cette fonction a une pertinence physiologique dirtzmme puisque chez les individus et les souris
obéses, il existe une relation entre I'IMC et leikde détection de lipides ((Chevrot et al., 2014)
(Chevrot et al., 2013)). Par ailleurs, le génotdeeCD36 affecte la détection orale des lipides. En
effet, les sujets mutés pour CD36 (homozygotes paliele rs1761667-G) ont une diminution du

seuil de détection des lipides associée a une diinimde I'expression de CD36 (Pepino et al., 2012)
CD36 joue donc un réle dans la détection des ligidei niveau lingual qui conduit & la préparation

du systeme digestif a I'arrivée de lipides.

5.2. CD36, un possible récepteur des lipides au e&u intestinal et régulateur de la

synthése des CM

4+ CD36 pourrait étre un récepteur de lipides au niveatérocytaire

La localisation de CD36 au péle apical des entéescyson absence d’effet sur le captage des AGLC
(Tran et al., 2011), et le fait qu'il a été déméntomme indispensable & la synthése efficace des CM
(Drover et al., 2005 ; Masuda et al.,, 2009) a sauldes questions concernant sa fonction dans

I'absorption des lipides alimentaires.
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Des résultats du laboratoire ont montré que CD3thésessaire a I'induction des ERK1/2 et de 2
protéines essentielles a la formation des CM : ¢B#48 et la MTP. En effet, sur une culture de
segments intestinaux de souris CD36 (-/-), I'équgenontré que l'induction des ERK1/2, de
'ApoB48 et de la MTP suite a une stimulation avet AGLC, est abolie (Tran et al., 2011). Ces
résultats sont confirmés vivo puisque linduction de 2 protéines limitantes démsynthése des
chylomicrons ne sont pas retrouvées chez des B36 (-/-) ayant consommé une forte quantité de
lipides (Tran et al., 2011). Ces données suggéeecgmme dans les autres tissus, CD36 pourrait jouer

un role de recepteur au niveau intestinal.

Cette hypothese est renforcée par sa régulatigmésence des AGLC. En effet, les AGLC déclenche
la dégradation de CD36 par le systeme ubiquitimééasome, régulation classiquement retrouvée
dans le cas d'un récepteur, puisqu’elle correspgomhe désensibilisation de la cellule vis-a-vis des
ligands. Des expériences utilisant un inhibiteufadeoie du protéasome a permis de démontrer que la
dégradation de CD36 est le témoin de son activitaatérisée par l'activation de la voie de
signalisation ERK1/2 (Tran et al., 2011 ; Buttealef 2014) (figure 18).

La pertinence physiologique de cette nouvelle fioncde CD36 est attestée par le fait que les
Hommes et souris déficients en CD36, sécretent eli'spCM moins bien dégradés par la LPL,
favorisant de ce fait une hypertriglycéridémie ppsindiale (Drover et al., 2005 ; Masuda et al.,
2009).

CD36 pourrait permettre la détection des produite digestion des lipides alimentaires par les
entérocytes, et provoquer I'induction de protéinasitantes a la formation des CM. Cependant, des
données complémentaires sont nécessaires pour dppdir le mécanisme mis en jeu et connaitre

sa contribution dans 'adaptation intestinale a teneur en lipides du régime.
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Figure 18 : Rdle de CD36 dans la régulation du mébolisme intestinal en phase post prandiale :

implication dans la synthése des CM et la sécrétiod’hormones intestinales régulant la prise

alimentaire. AGLC : Acides Gras Longues Chaines ; cAMP : cyBlidenosine MonoPhosphate ;
ApoB48 : apolipoprotein B48 ; CCK : CholeCystokiai; CD36 : Cluster of Differenciation 36 ;
CM : chylomicron ; GLP2 : Glucagon Like Peptide BlyperTG : hypertriglycéridémie ; L FABP :
Liver Fatty Acid Binding Protein ; MAPK : Mitogeictivated Protein Kinases ; MTP : Microsomal
Triglyceride Transfer Protein; OEA : Oleoyl-EthdAmide ; PKA : Protein Kinase A ; TG :
triglyceride.

% CD36 est impliqué dans la régulation de plusiearstdurs intestinaux, régulant I'absorption

intestinale des lipides et la prise alimentaire

Outre son implication dans la synthése des CM, CB&6impliqué dans la sécrétion de plusieurs

facteurs intestinaux sécrétés suite a I'ingestiedigldes, qui jouent un réle dans la régulationale

prise alimentaire et/ou dans I'absorption inteséindes lipides. En particulier, plusieurs études
récentes démontrent que la sécrétion de la CCKladsécrétine (Sundaresan et al., 2012) et de
I'Oleoyl-ethanolamide (OEA) ((Guijarro et al., 2Q%,0(Naville et al., 2012)) serait en partie CD36

dépendante.
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*CD36 et régulation de la sécrétine

La sécrétine est une hormone sécrétée par ledeseintéroendocrines S, localisées principalement a
niveau du duodénum et du jéjunum. Sa sécrétioactis€e par I'ingestion de lipides, et elle papei

a la régulation de I'absorption des lipides, adgulation de la prise alimentaire et a 'homéostasi
énergétique (Lam et al., 2006 ; Sundaresan €2@il2). Des études menémsvivoetin vivo chez les
souris CD36 (-/-) démontrent que la sécrétion a@eésife suite a une stimulation avec les lipidds es
en partie CD36 dépendante. La sécrétion de cettedmevia CD36 est dépendante de I'activation de
'AMPc et de la PKA (figure 18). De maniere intésaente, |'effet stimulateur de la sécrétion de
sécrétine est plus importante avec des AG Polyingst (DHA et LA) comparés aux AG
Monoinsaturés (OA) et Saturés (PA) (Sundaresanl.et2812). De plus, il semble exister un
rétrocontrole de la sécrétine sur I'expression B8& En effet, les souris déficientes pour le résap

a la sécrétine présentent une absorption des diprdens efficace associée a une diminution de CD36

au niveau intestinal, mais également de I'expresgd®mla MTP (Sekar et Chow 2014).

*CD36 et régulation de la CCK

La CCK est une hormone sécrétée par les cellulgsendocrines |, localisées principalement au
niveau du duodénum et du jéjunum (Sundaresan, @(Hl2). La CCK est impliquée dans la régulation
de la prise alimentaire puisqu’elle I'inhibe dedagdose dépendante. Sa sécrétion est initiée enviro
15 minutes apres le début d'un repas. Elle inhébgidlange gastrique et agit comme un signal de
rassasiement, en réduisant la taille des repasietlrée plutét que l'intervalle entre les refRerfy

et Wang 2012). La sécrétion de CCK suite a uneusdition avec les lipides est en partie CD36
dépendante. En effet, des segments intestinaugudes SCD36 (-/-) présentent une moindre sécrétion
de CCK suite a une stimulation en lipides comparéssouris contréles. Ce résultat est confirmé
vivo suite a un gavage d’huile chez les souris CD39, (d sécrétion de sécrétine apres 30 minutes
n'est pas induite, contrairement aux souris coafrdla sécrétion de CCK médiée par CD36 est plus
importante avec des AG Polyinsaturés (DHA et LAt papport a des AG Monoinsaturés (OA) et
saturés (PA) (Sundaresan et al., 2012).

*CD36 et production d’OEA au niveau intestinal

L’'OEA est un dérivé d’AG qui est synthétis@ I'activité successive de 2 enzymes: la N acetyl
transferase (NAT) et la N-acetylphosphatidylethamohe (NAPE) au niveau neuronal et au niveau
intestinal. L'OEA est lui-méme le substrat de 2yenes permettant sa dégradation, principalement la
Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH). La production@EA est lipide dépendante. Sa synthése
augmente en phase post prandiale principalememtiveaau duodéno-jéjunal moins de 30 minutes
apres un repas atteignant des concentrations poweaier entre 100 et 400nM (Schwartz et al.,

2008). Des expériences avec le 10-Heptadecenoit @17:1(n-7)) (HDA) qui est un traceur

analogue de I'OEA a permis de confirmer ce résu&hontrant que I'OA issu de I'alimentation et
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arrivant au p6le apical des entérocytes est urupséar métabolique de I'OEA (figure 18) (Schwartz
et al., 2008).

La synthése entérocytaire de 'OEA en phase paatdiale est CD36 dépendante (Guijarro et al.,
2010). L'effet satiétogene d’'un régime hyperpratéigui, d'une part induit I'expression de CD36 au
niveau intestinal et d’autre part la production BA) n’est pas retrouvé chez les souris CD36 (-/-).
Ces données suggeérent que l'effet satiétogénerdesines est CD36-OEA dépendants (Naville et al.,
2012).

5.3. CD36, senseur de lipides au niveau hypothalaguie : impact sur la régulation de

la prise alimentaire

Au niveau hypothalamique, certains neurones sogtialisés dans la détection des nutriments
énergétiques tels que le glucose et les AG, quneient de détecter le statut énergétique au niveau
central. Il a été montré que linjection dintratile hépariné au niveau cérébral diminue la prise

alimentaire (Moullé et al., 2013).

En utilisantin vivo un shRNA chez le rat, il a été démontré que susemble des neurones répondant
a I'OA, 50 % répondentia CD36, qui déclenche un flux calcique (Le Foll kt 2013). Cet effet est
confirmé par Moullé et al, qui ont démontré qudféeinhibiteur des lipides sur la prise alimengair
dépend de CD36 et de l'activité d’'une enzyme ACH, artive les AG en acylCoA avant leur
acheminement vers la mitochondrie ou ils sont ogy@gure 19) (Moullé et al., 2014) (Moullé et al.,
2013). Enfin, la réduction de 35 % & 70 % de CD8Aduit & une diminution de I'expression de
'ACS, de CPT1l et diminue l'expression des peptidagouti related peptide AQrP) et
ProOpioMelanoCortin(POMC) au niveau du Noyau Arqué, régulant la palmentaire (Le Foll et
al., 2013) (figure 19).

Ces résultats suggérent fortement que méme au niveentral, CD36 joue un rble de récepteur et

participe a la régulation de la prise alimentaire.
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Figure 19 : Réle de CD36 dans la détection des Ig®s et la régulation de la prise alimentaire au
niveau central D’aprés (Le Foll et al., 2013) ; (Moullé et &013). ACS : AcylCoA Synthetase ;
AGL : Acides Gras Libres ; AgrP : agouti relatedptide ; CD36 : cluster of differenciation 36 ;
CPT1: Carnitine Palmitoyl Transferase 1; LPL: pbProtein Lipase POMC:
ProOpioMelanoCortin ; TG : triglyceride

Ainsi I'ensemble de ces données démontre le rolesdnsing des AGLC dépendant de CD36 au
niveau oro-intestinal et central sur la digestioliabsorption des lipides et la régulation de la pe
alimentaire. Un dysfonctionnement de ce sensing pait étre a l'origine d’'un défaut de la
biodisponibilité des AGLC et de 'homéostasie érétigue.

CD36 joue également un role fondamental dans la eféfe de I'organisme en liant certains
pathogenes (Plasmodium falciparum), le peptide batayloide, les cellules apoptotiques ou encore
des lipides modifiés (LDL oxydées...) (Su et AbumeaD9)

6. CD36 est un acteur de l'inflammation

6.1.Liaison de CD36 avec des molécules déclenchant flaimmation

Comme tous lescavenger receptpil peut reconnaitre une séquence moléculaireifspée présente

sur des pathogénes ou des macrophages infectéeparathogénes. Les premiéres données qui ont
permis d’envisager le lien entre CD36 et l'inflanmtiioa sont celles étudiant le réle deavenger
recepteurde CD36 au niveau des macrophages (Silverstdieldbraio 2009). Nous détaillerons ci-

dessous son rble dans la formation de la plaqubéfame.

La pénétration des leucocytes et des LDL a traletmarriere endothéliale est la premiére étape du
mécanisme a l'origine de I'athéroclérose. L'inflaation consécutive a ce phénomene induit le
recrutement de monocytes, de macrophages et dehboyies T en parallele de la production

d’especes réactives a I'oxygene (ROS), de la pitaztude cytokines pro inflammatoires (IL6, TiF
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IL1B, Monocyte Chemotactic protein 1 (MCP1)...) et decdl@anulation de molécules d’adhésion
(Intercellular Adhesion Molécul@dCAM), Vascular cell Adhesion molecu (/¢ CAM-1)).

L'induction des especes ROS modifient les LDL erlldxydées, qui sont internalisées peu a peu par
les macrophages. L'induction du captage des LDLdérg par les macrophages est CD36 dépendante.
En effet, les souris CD36 (-/-) présentent une diution du captage des LDL oxydées, et de
'accumulation de lipides au niveau macrophagiqnfin, les souris ApoE (-/-), modéle
d’athérosclérose, croisées avec des souris CD3% gresentent une diminution des Ilésions
athérosclérotiques ((Febbraio et Silverstein 200{ebbraio, Hajjar, et Silverstein 2001)). Le
développement de la plaque d’athérome est dépeidalement de CD36. En effet, CD36 participe a
linternalisation des LDL oxydées par les macrogsgphénoméne précurseur de la plaque
d’athérome, puisqu’il conduit a la formation delaigls spumeuses (Silverstein et Febbraio 2009). De
plus, CD36, par la régulation du captage de ces bkjdées, joue un rble dans I'état thrombotique
(Chen et al., 2008) puisque celles-ci se lient plaquettes provoquant leur hypersensibilité au
collagéne. En régime HL, les souris ApoE (-/-) préent une augmentation de la thrombose. Cette
thrombose est diminuée si CD36 est absent (Ghaah @008).

De plus, au niveau adipocytaire, CD36 lie les LDlydeées, ce qui déclenche la phosphorylation de
c-Jun N-terminal Kinase(JNK) et [linhibition de Ilinsulin receptor Substrate XIRS1) par
phosphorylation de la Serine 307 inhibitrice, fasant le développement de linsulino-résistance
((Silverstein et Febbraio 2009) ; (Kennedy et2011)).

6.2. CD36 et régulation des cytokines

Il est intéressant de signaler que la quantité elkiles immunitaires au niveau du tissu adipeux
semble dépendante de I'expression de CD36. En, eféétn I'équipe de Cai, les souris CD36 (-/-)
suite a un régime HL typ®estern dietprésentent moins d’accumulation de macrophagege et
lymphocytes au niveau du tissu adipeux, une dinmonutle I'apoptose, une diminution des cytokines
pro-inflammatoires (IL6, TN& MCP1) que les souris sauvages. De plus, des £todétro ont
montré que la stimulation par le LPS de co-cult@desnacrophages et d’adipocytes de souris CD36
(-/-), sécretent moins de cytokines pro-inflamma®i(IL6 et TNk). Cet article suggere que la
synergie entre les adipocytes et les macrophagksrigine de l'inflammation du tissu adipeux
déclenché par le LPS, est dépendante de CD36 (@hi2012). CD36 semble donc indispensable a la

sécrétion de certaines cytokines pro-inflammatgigdes macrophages et les adipocytes.

Un des mécanismes envisagé a I'heure actuelle Bafitérature pour expliquer son rdle dans
linflammation pourrait étrevia I'activation de I'inflammasome. L’activation derfflammasome est
un phénoméne complexe qui pour résumer, nécesmibte @apes (pour revue (Dinarello 2009)). La

premiére étape de cette activation consiste & pwdas pro-cytokines et les constituants de
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linflammasome qui contient un Nucleotide-bindingoain leucine-rich repeats (NOD-like
receptors) (NLR) et la pro-enzyme caspase 1. Hledépendante de l'activation de récepteurs
localisés a la surface des cellules comme par exelep TLR La deuxiéme étape consiste en
I'oligomérisation de NLR et de la caspase 1 a Eaitlune protéine adaptatrice appelée I'’Apoptosis-
associated Speck-like protein (ASC). Cette dernédape est déclenchée par la détection de signaux
d’'agression intracellulaire par les NLR (Tschopisehroder 2010). Puisque NLRP3 est régulé par les
AG, ces données ont conduit les auteurs a s'irgerrgur le réle de CD36 dans cette activation
(L’homme et al., 2013). Tout récemment, il a éténtrer que CD36 est indispensable a la sécrétion
d’IL1p au niveau des macrophagés NLRP3 (Sheedy et al., 2013).

6.3. CD36 et la reconnaissance de molécules pathoge (bactéries,Plasmodium

falciparum)

La reconnaissance de cellules pathogénes, potemtait toxiques pour I'héte participe a I'activatio

du systéme immunitaire inné et a la réponse inflatoire indispensables a la défense de I'organisme
face & des organismes, bactéries ou virus exogE€R86 présent a la surface de macrophages peut se
lier a différentes molécules pathogénes. En eléetaptage de bactéries Gram (-) et Gram (+) est
augmenté en présence de CD36, en facilitant I'adhdsactérienne et leur phagocytose (Baranova et
al., 2008). CD36 peut également participer a lameaissance de certaifisglucanes microbiens.
L’adhésion de CD36 a ces pathogénes participe setaétion de cytokines en réponse a cette
inflammation. Par exemple, le captage et la phagseydeStaphylococcus aurey§&ram +) par les
macrophages délétés pour CD36 est moins efficarpa@s aux macrophages possédant CD36. De
plus, la transfection de HEK293, lignée humainecdbules rénales, avec CD36 leur confere la
capacité a répondre face a un traitement au LP&pamt des bactérie Gram (-), par la production et
la sécrétion d’IL8. Enfin, la diminution de I'exgson de CD36 diminue de 50 % la production d’IL8
stimulée par le LPS ou des bactéries Gram (-), &agg que CD36 joue un rble dans la
reconnaissance de l'inflammation induite par le le®Sa résolution (Zamora et al., 2012 ; Baranova
et al., 2008).

Cette reconnaissance des pathogenes a été démaooniréee passant en partie par la liaison de CD36
avec certains TLR. L’hétérodimére TLR-CD36 acties lvoies de signalisation a l'origine de la
sécrétion de cytokines pro-inflammtoires (TdANALG, IL1B) ou anti inflammatoire (IL10), participant

a la réponse immunitaire de I'h6te (SilversteinFetbbraio 2009). En particulier, I'extrémité C
terminale de CD36 (Tyr 463 et Cystéine 464) a lpacié de former des complexes avec TLR2 et
TLR6, entrainant la sécrétion de cytokines proaimiinatoires, reconnues par le systeme immunitaire
de I'hdte ((Baranova et al., 2008) ; (Triantafileual., 2006)). De plus, CD36 peut également forme
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des hétérodimeres avec CD14 et TLR6 danslipgd rafts suite a une stimulation avec le LPS
(Triantafilou et al., 2006).

Un autre exemple de coopération entre CD36 et TR représenté par linternalisation des
erythrocytes infectés parPlasmodium falciparum. CD36 lie les cellules infectées et
I'héterodimérisation de CD36 avec TLR2 potentiatistte internalisation améliorant la résolution de

l'infection par la Malaria (Erdman et al., 2009).

CD36 participe également a l'inflammation chroniquservée par exemple en cas de diabéte de type
2, d’'obésité ou de la maladie d’Alzheimer. Par epdernla liaison du beta amyloide avec la microglie
exprimant CD36 induit I'expression de cytokines -pritammatoires (TNE, MCP1, IL13
notamment) et la production de ROS, contribuansteess oxydant. Cet effet semble étre dépendant
de linflammasome NLRP3 montrant encore une foisliém entre CD36 et I'activation de cet
inflammasome. Ainsi CD36 contribue dans ce contetigsiopathologique au développement de
dépbt de beta amyloide chez ces patients (Stetvalrt 2010).

CD36 joue par conséquent un réle dans la défensd’ld@te chez les individus sains et la résolution
des processus inflammatoires. On peut lui donnentem de « disease sensor », évoqué par I'équipe
de Maria Febbraio puisqu’il est capable de lier urgrande variété de pathogénes et de lipides
modifiés, activant la mobilisation du systeme imnit&ire. Cependant, un dysfonctionnement de
CD36 peut étre a l'origine d'une aggravation de féponse pro-inflammatoire a I'origine d'une
inflammation bas bruit qui est caractéristique deombreuses pathologies comme I'obésité, le

diabéte de type Il, 'athérosclérose et la maladi@lzheimer.

Les analyses génétiques ont contribué a révélpetnence physiologique du r6le de CD36 chez
'Homme. Un certain nombre d'études depuis unetsiee d’années ont démontré que certains
polymorphismes de CD36 chez 'Homme étaient assacigertaines maladies.

En particulier, I'équipe de Bokor et al. ont idéiéti4 Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
(rs3211867, rs3211883, rs3211908, et rs1527483)ciées a l'obésité (Bokor et al., 2010).
Cependant, cette corrélation entre ces 4 SNP leédité n'a pas pu étre confirmée lors de plus méta
analyses sur 9973 européens (Choquet et al., 20&pgndant, certains SNP de CD36 ont été associés
au tour de taille (rs3211883 and rs3211908) oullld’ (rs9784998, rs3211883, rs3211908, et
rs3211956 (Heni et al., 2011) dans une étude K20 &dropéens a risque de diabéte de type Il.

78



De facon intéressante, certains polymorphismes @@6Gont impliqués dans la détection orale des
lipides et la préférence pour des aliments riclmelipedes au sein de populations obéses (Pepiab, et
2012 ; Keller et al., 2012).

Enfin, une étude récente a montré une associatite an polymorphisme de CD36 et la quantité de
CM riches en TG sécrétés au niveau plasmatique éeiode post prandiale, parmi un pool de

polymorphismes génétiques expliquant la réponse poandiale suite a une charge en lipides
(Desmarchelier et al., 2014).

Par ailleurs, la plupart des polymorphismes de C&88 corrélés positivement au risque de syndrome
métabolique (Bayoumy, El-Shabrawi, et Hassan 2042deh-Vakili et al., 2012 ; Noel et al., 2010).
Les corrélations entre des polymorphismes de CR3ferains facteurs de risque lié a I'obésité, la
sensibilité a I'insuline semblent étre plus ou msomarquées selon le sexe des sujets de I'étude.
Certains facteurs de risque semblent étre plugétechez les femmes porteuses de polymorphismes
(Corpeleijn et al., 2006 ; Corpeleijn et al., 2010)
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Problématique

L’obésité qui a atteint des proportions épidémiqdass les pays industrialisés, s’explique en partie
par une consommation excessive de lipides. En, effielz 'Homme, un régime hypercalorique riche
en lipides augmente davantage la masse grasse gdgime riche en glucides (Baba et al., 1999) et
une corrélation positive a été rapportée entraubmtité de lipides consommés et la masse corporelle
(Bray, Paeratakul, et Popkin 2004).

La contribution de la sphére digestive dans la meiseplace de I'obésité a été longtemps ignorée.
Pourtant, l'intestin participe a la mise en plaeendaladies de pléthore en régulant la biodispat#bil
des lipides, la triglycéridémie et I'endotoxémiespgorandiale. En effet, elle conditionne la
biodisponibilité des lipides alimentaires a I'organe,via la sécrétion de lipoprotéines (CM riches en
TG) qui sont sécrétées dans la lymphe avant dendela circulation sanguine. De plus, nous avons
vu dans cette synthese bibliographique que I'efftéadu métabolisme des lipoprotéines intestinales

retentit sur I'’hypertriglycéridémie post prandiakde devenir des AG dans I'organisme.

Par aileurs, l'intestin est aussi une source detoubbs pro-inflammatoires. En effet, les CM sont
aussi capables de transporter le LPS, issus parta cellulaire des bactéries Gram (-) provenant d
microbiote intestinal (Ghoshal et al., 2009). Cexpliqgue pourquoi plusieurs études ont démontré
'existence d'une corrélation entre I'endotoxémi¢ la triglycéridémie suite a un régime
hyperlipidique (Cani et al., 2007) et plus partietément apres la prise d’'un repas HL (Erridgel et
2007 ; Laugerette et al., 2011).

L'ensemble de ces données suggére que l'intgiiliexcés de lipides dans le régime, pourrait jouer
un role central dans la mise en place de I'obéitdes processus inflammatoires associés. Ainsi la
compréhension des facteurs suivants devraient peentdouvrir de nouvelles pistes thérapeutiques
pour le traitement de ces pathologies :

+ La détection intestinale des lipides

+ La synthése et la sécrétion des CM

4+ L'endotoxémie post prandiale

De plus en plus d’études suggérent que CD36 parferiction de récepteur des AG dans différents
tissus. Comme précisé dans la partie synthésebiblphqgiue, au niveau intestinal, CD36 pourrag étr
un récepteur aux AGLC qui contrblerait I'entrée dgsdes et du LPS dans I'organismea
I'optimisation de la synthése des CM.
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C’est pourquoi au cours de cette thése, nous aeois de répondre aux questions suivantes :

[

CD36 joue —t- il réellement un role de réceptetestinal aux AGLC ?

La voie ERK1/2 associée a CD36 est-elle une étdplede I'adaptation intestinale des
lipides ?

=

| o

CD36 est il indispensable a I'adaptation intesgraal cours d’un régime HL chronique ?
CD36 affecte —t-il I'endotoxémie ?

| o

-

CD36 est-il un acteur de I'effet obésogéne deswégiHL ?
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Resultats



Le lipido-récepteur CD36
et sa signalisation ERK1/2
dépendante
controlent la synthese des CM
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CD36 est-il un récepteur aux AGLC
au niveau intestinal ?

L’objectif de cette premiére partie était de vérifgue CD36 était nécessaire a I'optimisation de la
synthése des CMia sa fonction en tant que récepteur. Pour celdail Bécessaire de démontrer que
cette fonction dépendait effectivement de la liaisie CD36 avec ses ligands a I'origine d'une

signalisation cellulaire.

1. Protocole de culture de segments intestinaux vivo

Les modélesn vitro intestinaux les plus utilisés dans la littératsmet les cellules Caco-2 issues d’'un
cancer colorectal humain ainsi que les culturestdiecytes isolés. Ces deux modéles ne sont pas
pertinents dans notre étude. En effet, les Cac@2priment ni CD36 ni la I-FABP (Beaslas et al.,
2009) et quant aux cultures d’entérocytes isolfies gerdent leur couche d’eau non agitée, leur
polarisation, se dédifférencient rapidement et o viabilité faible (Weiser 1973 ; Fouquet et al.,
2004 ; Oba, Baldwin, et Bequette 2004).

De plus, cette technique nécessite de nombreussipuigtions mécaniques pouvant activer les voies
de signalisation étudiées. La méthode des segnrgrtginaux a été choisie car elle se rapproche le
plus des conditions physiologiques. En effet, detbnique permet :

4 La conservation de la couche d'eau non agitée egrdient de pH qui permettent la
protonation des AGLC, facilitant leur entrée ddastérocyte

#+ La préservation des caractéristiques morphologiguaintien de I'éphithélium, de la polarité
cellulaire)

4+ Un nombre de manipulations mécaniques faibles

4+ La possibilité d’étudier la sécrétion des lipopnoés intestinales

%+ La possibilité d'avoir des échantillons d’animawrisgéniques
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Le protocole se déroule selon les étapes suivantes

[

| o

o

=

Les souris sont mises a jeun sur grille la veitigcle jour /nuit : 7h / 19h) pour éviter la
présence de nutriments dans l'intestin.

Aprés anesthésie avec un mélange isoflurane/oxyd@mestin est prélevé et 3 segments
jéjunaux sont découpés comme présenté en figureo@gerts longitudinalement et pré-
incubés sur papier filtre dans 3 ml de tampon diation (NaCl 154mM ; KCI 5mM ;
NgHPO, 1mM ; MgCh 1mM ; Na/MOPS 10mM pH 7,3 ; glucose 5,6mM ; GaGinM),
contenant de l'albumine bovine délipidée (BSA) ¢fran V) pendant 15 minutes a 37°C.
Cette étape de «repos » permet de minimiser lestéels effets mécaniques en particulier

sur les voies de signalisation.

Les segments sont ensuite transférés sur le phlpierdans 3 ml de milieu de traitement
contenant les molécules a tester (AGLC, ligand€B86, inhibiteurs). 5 & 45 minutes aprés
le traitement & 37°C, les segments sont congelés dazote liquide afin de stopper

I'activation des voies de signalisation.

La muqueuse intestinale est alors grattée en ddoythase de décongélation des segments.
La muqueuse est plongée immédiatement dans un taogpdyse (RIPA) (Tris HCI pH 8 :
50mM ; NaCl 50mM ; NP40O : 0,1% ; SDS: 0,1% ; déstrwolate de Na : 0,5% ; EDTA pH

8 : 1mM) contenant des anti-phosphatases (100ué¢ndgs anti-protéases (5ul/ml).
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& ) Anesthesie isoflurane/oxygeéne (ratio : 3/1)

A jeun overnight lDécoupe des segments de 2-2,5cm
3 i JEJUNUM
ESTOMAC | I i
DI1 DJ2 DJ3

Ouverture longitudinale

Incubation A température ambiante
15min 37°C = — -

Traitement
5-45min 37°C ‘

Sur papier filtre délipidé

Congélation
Azote liquide

‘ Grattage Détection des protéines cibles
- - Par Western Blotting

Tampon de lyse

Figure 20 : Protocole de culture de segmenex vivo: schéma du protocole d’expérimentation.

Le choix d’apporter les lipides avec la BSA et rd@s micelles mixtes inter ou post prandiales, ne
représentant pas ce qui se passe au niveau daikrduintestinale, est justifié par le fait que $ets
biliaires comme le taurocholate de sodium sont wenpour activervia SR-B1, les ERK1/2 et
I'’ApoB48. En effet, SRB1, qui est également expricoénme CD36 au niveau apical des entérocytes,
est capable de lier les micelles mixtes (Beaslas.e2009). Pour étudier la contribution spéciéalu
CD36, nous avons choisi d’apporter les AGLC dammilieu de culture sous forme de complexe avec
la BSA.

*Mesure de I'expression des ARN par gPCR

Les ARN sont extraits sur colonne Qiagen (kit réfiée : 74104) selon le protocole du fournisseur a
partir de 30mg de muqueuse intestinale au maxinume.reverse transcriptiorest effectuée aprés
dilution des ARN a la concentration de w9kl (kit Applied Biosystems : 4368814). Une PCR en
temps réel est effectuée sur 10ng d’ADNc. Toutssataorces utilisées sont inventoriées en Tagman

chez Applied Biosystems (condition d’hybridatioB0°C - 1 minute).

*Mesure de I'expression des protéines par WestdottiBg

L'expression des protéines d'intérét est mesuréeVpestern Blotting 15.g de protéines totales
d’homogénat de muqueuses jéjunale ou iléale esiséé&p Pour la détection de '’ApoB48, 190de
protéines totales est déposé. Les protéines spatéss par électrophorése sur gel a gradient 4-12%
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(Invitrogen) a 200V (ApoB48 : 100V pendant 20 masipuis 200V). Les protéines sont transférées
sur membrane PVDF (Transfert 100V - 30 minutes)membrane est saturée dans de la BSA 5 %
diluée dans du TBST (Tween 20 — 1 %) (Sigma). Legcarps sont préparés dans de la BSA 1 %
diluée avec du TBST. Les conditions d’hybridati@s énticorps utilisés sont résumées dans le tableau
6.

Les AG sont préparés 1000X concentrés dans detiéttpur. Le rapport BSA/AG est de 1/8. Le SSO
(synthése de Maria Febbraio) est préparé 1000Xectree dans du DMSO.

\ Références Ac Dilution Ac Nom et référence Ac Dilution Ac
Nom de I'Ac primaire ) _ ) Taille des protéines
primaire primaire secondaire secondaire
Anti L-FABP Laboratoire 1:5000 Rabbit (santacruz sc-2004) 1:10000 14kDa
Anti mouse CD36 R&fézf‘l‘;m 1:1000 Goat (Santacruz sc-2020) 1:10000 88 kDa
Anti p44/42 (erkl/2) Cell Signaling ) . .
MAPK 49102 1:1000 Rabbit (santacruz sc-2004) 1:5000 42 et 44 kDa
Anti phospho p 44/42 Cell Signaling I
1:1000 M S A5906 1:5000 42 et 44 kD
(erk1/2) MAPK #9106 ouse [Sigma ) € a
. BD Science .
Anti-MTP 612022 1:2500 Mouse (Sigma A5906) 1:5000 97 kDa
Anti-ApoB (sc18) Sa”i‘;;’; ¢ 1:100 Goat (Santacruz sc-2020) 1:12000 260kDa (ApoB48)
Anti-Hsc70 (B-6) Santacruz sc-7298 1:10000 Mouse (Sigma A5906) 1:5000 70kDa

Tableau 6 : Conditions d'utilisation et référence @s anticorps utilisés etWestern Blotting

Grace a ce modele, nous avons tenté de répondiguasiion suivantes :
#+ L'activation des ERK1/2 est-elle dépendante du éekjnsaturation des AGLC ?
+ L’activation des ERK1/2 est-elle dépendante déaladn de CD36 avec ses ligands ?

2. L'induction des ERK1/2 et de 'ApoB48 dépendent déa liaison

de CD36 avec son ligand

L’objectif de cette premiére expérience était deosasi la régulation de CD36 et des protéines
impliquées dans la synthése des CM en présendpides! dépend effectivement de la liaison directe

de CD36 avec ses ligands.

Pour cela, un ligand de CD36, le SSO a été ufikigure 21). Il est considéré comme un inhibitegir d

la liaison de CD36 avec les AGLC au niveau musoellau au niveau du tissu adipeux (Coort et al.,
2002). En effet, le SSO diminue le captage des AIB6Cdépendant au niveau des adipocytes et des
cellules musculaires cardiaques en inhibant ladiaides AGLC avec CD36 (Coort et al., 2002). De
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plus, au niveau musculaire, il réduit le captagéoedydation des AG, deux étapes dépendantes de
CD36 (Campbell et al., 2004 ; Bezaire et al., 20@rahota et al., 2010 ; Holloway et al., 2006).
Cependant, la spécificité du SSO pour le CD36 msbre discutée puisque I'inhibition de I'oxydation
de certains AGLC en présence de SSO est encooaivétr chez les souris CD36 (-/-) dans certaines
conditions (Holloway et al., 2009). Des donnéegnées ont démontré que le SSO était capable de lier
CD36 au niveau de la poche hydrophobe tout comm&&LC et qu'il se liait sur le méme site de
fixation que les AGLC (Kuda et al., 2011). Par camsent, nous avons postulé que le SSO comme les
AGLC était capable de déclencher une signalisatéiulaire.

C’est pourquoi, des segments jéjunaux de souri®BI7ont été traités avec du SSO (synthese équipe
de Maria Febbraio - 100M).

-0 0
\ 7/
/ 0
i I
N—O—C— (CHz)n_CH3
) O 4]
Sulfo-N-succinimidyl group Acyl chain

Figure 21 : Structure du SSO(Coort et al., 2002)

En accord avec notre hypothése, le SSO induit gtigation des ERK1/2x vivochez les souris
sauvages (P=1,67E-05) (Figure 22 A). De plus,3® ®st a 'origine de la dégradation du CD36 et
d’une induction de I'ApoB48 (P=0,033) (Figures 228BC). Afin de vérifier la spécificité du SSO
pour CD36, des segments de souris sauvages eéeRlgour CD36 (entretenues au laboratoire sur
fonds génétique de souris C57BL6J), ont été traiééds les mémes conditions avec du SSO aM00
(figures 22 D & E). Il est important de noter ges kffets du SSO ne sont pas retrouvés en absence d
CD36. En effet, nous n'avons pas observé de suadicth des ERK1/2 a 5 minutes de traitement ni
d’'induction de I'ApoB48 a 20 minutes chez les sepu@iD36 (-/-) avec le SSO a cette méme
concentration (figures 22 D & E). Par conséqueatsuractivation des ERK1/2 et I'induction de
I’ApoB48 sont bien dépendantes du CD8& sa liaison avec son ligand.

Les effets du SSO étant abolis chez les souris QP36 le SSO est donc spécifique du CD36 au

niveau intestinal.
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Souris sauvages : CD36 (+/+)

Contréles SSO Contrdles SSO c Contrdles  SSO
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Figure 22 : Le SSO induit la dégradation de CD36,’déxpression de I'ApoB48 et active les
ERK1/2. Les effets du SSO sont abolis chez les smu€D36 (-/-).L’expression des protéines au niveau
du jéjunum a été analysée par Western Blotting dipdhomogénats protéigues totaux. Les donnéesété
normalisées par les ERK1/2 totales ou I'Hsc70 engarées aux données de souris contrbles par ledest
Student. Moyenne + sem. n=4-6/groupe ; Test deedtudp<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.

Sile SSO et les AGLC ont le méme site de liaisomigeau du CD36 (Kuda et al., 2011), il devrait y
avoir une compétition entre le SSO et les AGLC.rPappréhender cet effet, nous avons évalué la
dégradation du CD36 qui est le reflet de I'actidltéCD36, sur des segments incubés en présence soit

d’AGLC ou de SSO soit les deux cumulés. Comme latmada figure 23, le LA et le SSO induisent
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seuls une diminution de 50 % environ de l'expresgwotéique de CD36 en 45 minutes (SSO
P=0,02). Il est remarquable que la diminution de36€@n présence des 2 composés n’est pas plus
importante puisgu’elle représente 40 % (figure Z3).résultat confirme que les AGLC et le SSO sont

en compétition pour la liaison de CD36 et qu'il @ylonc pas d’effet cumulé des 2 composés.

Caontroles LA 550 LA+SS0

s -
M0 -

12

CD36 | Hsc?0 (taux d'induction)
—

C La 350 S50+LA

A5minutes

Figure 23 : Le LA et le SSO sont en compétition paua liaison de CD36 L’expression des protéines
au niveau du jéjunum a été analysée par Westertitjoa partir d’homogénats protéiques totaux. desinées
ont été normalisées par I'Hsc70 et comparées aumées de souris contrdles par le test de Studemyekhe +
sem. n=4-5/groupe ; Test de Student : *p<0,05 p¥0,01 ; ***p<0,001.

De maniére intéressante, ces données démontréatrigd que le SSO considéré souvent comme un
inhibiteur est en fait un agoniste de CD36, puiggudiuit une cascade de signalisation cellulair&e
dégradation de CD36. Comme expliquer cette diverg® En général, dans les expériences
publiées, le SSO est préincubé avant le traitenaset les AGLC. Cette préincubation induit
potentiellement une diminution de la protéine C286qui expliquerait la diminution de sa fonction
vis-a-vis des AGLC et donc I'effet inhibiteur du@S

3. Les AGLC induisent 'activation des ERK1/2

Pour savoir si I'activation des ERK1/2 est dépemeladu nombre d'insaturation des AGLC, nous
avons traité les segments avec de l'acide palnatigRA C16:0), de I'acide oléique (OA C18:1), du

LA (C18:2), & la concentration de 2(0 pendant 5 minutes (figure 24), puisque ce tengpsespond

a l'activation maximale des ERK1/2 ((Tran et al12p; figure 22). L'AG est apportée par la BSA

(rapport BSA/AG : 1/8). Quelque soit I'insaturatidas AG testés, il est observé une suractivatisn de
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ERK1/2 significative a 5 minutes qui n'est cependaas significative avec I'OA dans cette premiére
expérience. Ces données nécessitent d'étre repeediar conséquent, l'induction transitoire des
ERK1/2 ne semble pas étre dépendante du type d’AGInSommeés.

Caontréle LA PA 04
Phospho I ..
ERK1/2
ERK1/2
totales

2,50

*

T
0,50
A oA

- e
i =1
= =]

Phospho ERKLS2 / ERK1/2 totales
Taux dinduction
=
=

Q.00
Contrile LA

200 phdt
Figure 24 : Les AGLC activent les ERK1/2Les segments ont été traités avec différents AGaGec de
I'acide linoléique (LA), de l'acide oléique (OA)t de I'acide palmitique (PA) a 200M pendant 5 minutes.
L’expression des protéines au niveau du jéjununtéaaéalysée par Western Blotting a partir d’homasgén
protéigues totaux. Les données ont été normaligéetes ERK1/2 totales et comparées aux donnéeouaies
contrbles par le test de Student. Moyenne + senh-8fgroupe ; Test de Student: *p<0,05; ** p<0,01
***p<0,001.

En conclusion de ces expériences, CD36 est un remapaux AGLC au niveau intestinal qui
déclenche une suractivation transitoire des ERKZ1/Buis une induction de [I'ApoB48
apolipoprotéine spécifique des CM (Niot et al., 200L’induction des ERK1/2 et de I’ApoB48
dépend de la liaison de CD36 avec son ligand. L& gaturés comme les AG insaturés déclenchent
I'activation des ERK1/2.

Afin de mieux appréhender le réle des ERK1/2 simdiiction des protéines impliquées dans la

synthése des CM, nous avons inhibé les ERK1/2 amemhibiteur pharmacologiquex vivo puis

étudié le métabolisme intestirialvivo chez des souris ERK1 (-/-).
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RoOle des ERK1/2 dans la cascade de signalisation
mediée par CD36 :
impact sur la régulation des protéines impliquées
dans la synthese des chylomicrons

2 approches ont été choisies pour répondre a I'dbject
+ une approchex vivoen utilisant un inhibiteur des MEK1/2 qui inhibdatvoie ERK1/2 : le
u0126

+ Uune approcha vivo en étudiant la synthése des CM chez des sourisLERHK

1. L’inhibition des ERK1/2 ex vivo abolit I'induction des genes
cibles de CD36

Afin d'estimer la contribution des ERK1/2 dans tliction des genes clés de la synthése des
chylomicrons par les AGLC, un inhibiteur de la pblosrylation des MEK1/2, étape indispensable a
lactivation des ERK1/2: le U0126 (1, 4-diamino-3;dicyano-1, 4-bis [2- aminophenylthio]
butadiéne) a été utilisé. Cet inhibiteur a étésdtidans le cadre de notre étude aM @uisque cette
concentration a été démontrée comme étant suffisamar inhiber les ERK1/2 et non cytotoxique
pour des cellules HepG2 (Tsai et al., 2007). Le2#0dst préparé 1000X concentré dans du DMSO.

Les segments jéjunaux de souris C57BI6J ont éi€traendant 5 ou 20 minutes avec le LA a la
concentration de 2@, avec ou sans U0126. Pour plus d'efficacité, @26 est présent durant

I'incubation.

Les données présentées (figure 25A) permettentodérmer que le U0126 fonctionne dans ces
conditions puisque la suractivation transitoire HBK1/2 est abolie en présence de cet inhibiteuir se

et en présence de U0126 et d'acide gras a 5 minutes

Aprés 20 minutes de traitement avec le LA sewdsilobservé une induction de I'expression protéique
de I'ApoB48, ce qui confirme les résultats obteptéscédemment. De facon intéressante, I'induction
de I'ApoB48 en présence de LA est abolie aprés naitement avec le U0126 (figure 25B).

L’induction de 'ApoB48 en présence d’acides grasble donc étre ERK1/2 dépendante.
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Figure 25 : L'induction de I'ApoB48 est ERK1/2 dépadante. L'expression des protéines au niveau du
jéjunum a été analysée par Western Blotting & patfiomogénats protéiques totaux. Les données tint é
normalisées par les ERK1/2 totales ou I'Hsc70 ehparées aux données de souris contrOles par ledist
Student. Moyenne + sem. n=6/groupe ; Test de Studpr0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.

Afin d’appréhender le mécanisme a I'origine dedgulation des génes impliqués dans la syntheése des
chylomicrons par les ERK1/2, le taux d’ARNm de CDd8é I'’Apobecl, en charge de la production
d’ApoB48 au niveau intestinal, de la MTP et de LBFA(connue comme étant induite par les AGLC
(Poirier et al. 1996)) ont été mesurés suite astineulation avec du LA (200M) pendant 20 minutes

en présence ou non de U0126 (figure 26).
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Figure 26 : L'induction de la transcription de I'Apobecl, de la MTP et de la L-FABP en
présence de lipides est ERK1/2 dépendantiees ARN totaux de la muqueuse jéjunale ont été/séalpar
PCR quantitative en temps réel. Les données oldammteété normalisées par la 36B4 et rapportéesvalsurs

des souris contrOles. Les résultats sont exprinmégaex d’'induction. Moyenne + sem N=4-5/groupesttde

Student *p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.

En présence de LA seul, cette expérience nous pelerdémontrer une augmentation significative du
taux d’ARNm de la MTP et de I'apobecl (figure 26 plus, une induction de la L-FABP est
également observée en présence de lipides (figje Re facon intéressante, I'induction de
I'Apobecl, de la MTP et de la L-FABP en présencéest abolie en présence de U0126.

Pour conclure, les ERK1/2 sont induites de facorépoce et transitoire en présence de lipides au
niveau intestinal. Leur induction dépend de la Imin de CD36 avec son ligand. Elles sont
indispensables a l'induction par les AGLC de la péine ApoB48 et du taux d’ARNm de I’Apobecl,

du taux d’ARNm de la MTP et de la L-FABP. Elles wstituent donc un relai de la signalisation

lipide dépendante médiée par CD36 au niveau intesti Ces données suggérent que les ERK1/2
pourraient étre a l'origine de la régulation transiptionnelle des genes cibles du CD36. Nous
pouvons émettre I'hypothése que leur délétion adtéin vivo la synthése et la sécrétion de

chylomicrons.
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2. La délétion de ERK1 impacte la production des ghlomicrons et
la sécrétion intestinale de TG en période post pratiale

2.1. Protocole d’étude

Le travail présenté ci-dessous sur les souris ERK)Lest effectué en collaboration avec le Pr Naim
KHAN, qui nous a fourni les souris transgéniquesudlavons, dans un premier temps, caractérisé le
phénotype de souris ERK1 (-/-) males de 12-16 &®®aa jeun une nuit et nourries en régime
standard (Mucedola, 3% de lipides (m/m)). La maesesouris a été mesurée ainsi que la composition
corporelle par EchoMRI® (Houston, USA).

Hypertriglycéridémie post prandiale

Afin d’étudier I'impact de la délétion de ERK1 sla synthese des CM, nous avons mesuré
I'hypertriglycéridémie post prandiale aprés un ggvde 0,5ml d’huile Isio4 aprés un jeun d’une nuit.
Les souris ont été sacrifiées 6h aprés gavagepkmie post prandiale est mesurée par prélévement
de sang par la veine de queue (3Pavec 2l d’héparine avant le gavage puis toutes les heures
pendant 4h a 6h. Le sang est centrifugé a 5000A@rpéndant 10 minutes. Le surnageant (plasma)

est récupéré.

Dosages plasmatiques

La concentration en TG plasmatiques sont mesurédgsage colorimétrique avec le kit PAP 150 (kit
Biomérieux) a partir dej2 de plasma, selon les instructions du fournisdeauglycémie est mesurée a
partir de 2 de plasma (kit Diasys). L'insuline est mesurépaétir de 2nl de plasma (kit insuline

ultrasensitive Mercodia).
2.2. Phénotype des souris ERK1 (-/-) et ERK2 (-/-)

Pour étudier plus précisement la pertinence phygigue des données obtenues précédemment, nous
avons étudié I'effet d'un challenge lipidique sardynthése des CM chez des souris déficientes en
ERK1. Les ERK1/2 sont deux protéines dont les fonet et les régulations ne sont pas toujours
identiques. Le tableau 7 synthétise le phénotygesdaris ERK1 (-/-) et ERK2 (-/-). On note que les
souris ERK1 (-/-) sont résistantes a I'effet obé&smgdes régimes HL (Bost et al., 2005). Ce résultat
pourrait s’expliquer par une moins bonne absorptitas lipides alimentaires. Par ailleurs, la
déficience en ERK2 est léthale puisqu’elles inemaient dans le développement embryonnaire

(tableau 7). Il n'a donc pas été possihleivo de regarder I'impact de la délétion de ERK2.
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_ Effets rapportés dans la littérature

Délétion ou inhibition de ERK1 -taille normale (Pagés G et al, 1999)
-fertile (Pages G et al, 1999)
-Résistance a DIO (Bost F et al, 2005)
-nécessaire a différenciation et
adipogeneése du TA (Bost F et al, 2005)
-Rdle dans la plasticité synaptique
(apprentissage, mémoire et
comportement) (Mazzucchelli C et al, 2002)
-nécessaire a maturation et activation des
lympohyctes T (Pages G et al, 1999)

Délétion ou inhibition de ERK2 -délétion léthale car essentiel au

développement embryonnaire ((Saba El Leil
MK et al, 2003) ; (Yao Y et al, 2003))

-hypertrophie cardiaque (uim s 2014)
-formation des axones — polarisation des
neurones (Funahashi Y 2013)

-apoptose lors du développement du
cancer colorecatal (Weng YR 2014)

Tableau 7 : Phénotype des souris ERK1 (-/-) et ERK@/-). DIO : Diet Induced Obesity ; TA : tissu

adipeux.(Bost et al., 2005) (Pageés et al., 1999; Mazzucchelli et al., 2002;azbLeil et al., 2003;
Yao et al., 2003; Ulm et al., 2014; Weng et al14£0

Les souris ERK1 (-/-) ne présentent pas de diffsgede masse et de composition corporelle,
comparés aux souris contrbles. La triglycéridértaeglycémie et l'insulinémie a jeun ne sont pas

différentes des souris sauvages (Tableau 8).

ERK 1 (+/+) ERK1 (-/-)
masse (g) 31,51 +2,14 30,4 + 1,95
% masse grasse 12,62+ 2,4 13,42 + 3,87
% masse maigre 75,28 + 2,89 76,86 + 2,66

ERK 1 (+/+) ERK1 -/-

Triglyceridemie (g/l) 0,89 + 0,04 0,92 + 0,04

Glycemie (g/l) 1,17 + 0,05 1,33 + 0,09

Insulinemie (ug/l) 0,13+ 0,03 0,13+ 0,02
N=8-10 N=9-10

Tableau 8 : Composition corporelle et parametres plsmatiques des souris ERK1 (-/-) et
sauvages a jeun une nuit en régime standartla masse grasse et la masse maigre sont exprimées
en pourcentage de la masse corporelle ; Moyenneerm. n1=8-10. test de Student: *p<0,05; **
p<0,01 ; ***p<0,001.
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Les données concernant la masse corporelle etdaeraipeuse sont en accord avec la littérature. En
effet, bien que les souris ERK1 (-/-) soient riésites a I'obésité quand elles sont soumises a un
régime HL, aucune différence de masse et de maasseegn’est observée entre les souris sauvages et
ERKZ1 (-/-) en régime normolipidique (NL) (Bost ét, 2005). Ce résultat est a rapprocher de celui de
Jager et al, dont I'étude a montré que la délétlerERK1 chez des souris ob/ob ne suffit pas a
diminuer leur masse et leur masse grasse (Jager 2011). En régime standard, aucune différerece d

phénotype n’est observée.
3.3. Les souris ERK1 (-/-) présentent une hypertrigcéridémie post prandiale
Pour estimer l'impact de la déficience en ERK1 Isuréponse post prandiale, nous avons gavé des

souris sauvages ou ERK1 (-/-) avec 0,5ml d’huiledisLa triglycéridémie a été observée toutes les

heures pendant 4 heures. Les souris ont été sasrii heures apres gavage.
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Figure 27 : Evolution de la triglycéridémie plasmaique chez les souris ERK1 (-/-) et sauvages
suite a une charge en lipidesA) Les données obtenues ont été ramenées a lar\adinue a t0 (avant la
charge en lipides). B) L'aire sous la courbe a éifculée a partir de la méthode des trapézes. Mogensem.

N=5/ groupe ; Test de Student *p<0,05 ; ** p<0,01**p<0,001.

Les souris ERK1 (-/-) présentent une hypertriglg#mie 4h apres le gavage (Figure 27). Comme la
triglycéridémie a jeun n’est pas modifiée chezsasris ERK1 (-/-) comparé aux souris contréles, ces
données suggerent fortement que l'intestin padicipcette altération de I'hypertriglycéridémie post

prandiale.

Pour vérifier la contribution de l'intestin dangteealtération de I'hypertriglycéridémie, nous ason
4 Estimé la surface d'absorption intestinale (rat@sse intestin / longueur) (Figure 28)
+ Mesuré la régulation de I'expression des protéirégilant la synthése des CM et leur

dégradation au niveau sanguin (Figures 29, 30, 31)
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Surface d'absorption

Masse flongueur intestin (mg/fcm)

EREL [+/4) ERKL {-/-)

Figure 28 : Estimation de la surface d’absorptionritestinale des souris ERK1 (+/+) et ERK1 (-/-)
a jeun. Moyenne + sem. N=5/groupe ; Test de Student *p<Q;8p<0,01 ; ***p<0,001.

Le rapport masse/longueur de lintestin permettiies la surface d’absorption intestinale, qui est
significativement plus faible a jeun chez les se&RK1 (-/-) comparé aux souris témoins (figure 28)
Ces données suggérent que les souris ERK1 (-/4rgient présenter une altération de leur capacité
d’absorption intestinale des nutriments et en paligr des lipides. Il serait intéressant a I'avede
déterminer la proportion de cellules différenciéagables d’absorber les nutriments.

3.4. La régulation post prandiale des protéines immuées dans la synthese des

chylomicrons est altérée chez les souris ERK1 (-/-)

Puisque nous avons démontré que l'activation de&1ER conduit a une régulation des genes
impliqués dans la synthése des CM, nous avonsapauite mesuré le niveau d’expression de ces
protéines avant un gavage et 6h aprés un gavagéedisio4 chez les souris ERK1 (-/-) nourries avec

un régime standard.
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Figure 29 : Mesure de I'expression des ERK1 et ERK2hez des souris ERK1 (-/-) et souris

contrbles aprés une charge en lipidet’expression des protéines au niveau du jéjunitéaanalysée par
Western Blotting a partir d’homogénats protéiquetatix. Les données ont été normalisées par les ERK1
totales et comparées aux données de souris costpélele test de Student. Moyenne + sem. n=5/grouest

de Student : *p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.

L'expression des ERK1 et ERK2 a été mesurée ageli apres gavage (figure 29). Chez les souris
sauvages, il n’y a pas d'effet du gavage sur I'egpion de ERK1 et ERK2 a jeun et 6h apres gavage.
Cette absence de régulation peut s'expliquer pandsure probablement trop tardive du niveau
d’expression des ERK1/2. En effet, des expériepoésédentes nous ont permis de déterminer que la
régulation des ERK1/2 suite a un gavage est sowlesdgrvable aprés 1h. Il est important de signaler
que chez les souris ERK1 (-/-), il est observé weau d'activation des ERK2 presque 3 fois
supérieur a celle des témoins a jeun et 6 heurgs & gavage. Ce résultat suggeéere que I'absence de
ERK1 est compensée par ERK2. Cet effet n'est pasceord avec ce qui a été rapporté dans le tissu
adipeux puisque I'équipe de Jager J et al, a ré@ppril n'existait pas de différence d’expressitm
ERK2 chez les souris ERK1 (-/-) au niveau du tiaslipeux (Jager et al., 2011). Ces différences
peuvent s’expliquent par le fait qu'on ne se sjpas au niveau du méme organe. Par conséquent ce
modeéle ne permettra de différencier I'effet de $abhce de ERK1 et/ ou la surexpression des ERK2 au

niveau intestinal.

99



ERK1 ERK1 ERK1 ERK1

ERK1 ERK1 ERK1 ERK1

(+/+) (/) (+/+) (-/-) (+/+) (-/-) (+/+) (/)
A A) A) Gavée  Gavée B Al A) Gavée Gavée
Hsc70 -
- - — Hsc7o | W - -
18 N 16
16 14
(=]
8 * 3 I
£ £ 0,8
QLos =
a Eos
QO 06 T s Y
0,4 0,4
0,2 0,2
0 0
ERK1 ERK1 ERK1 ERK1
ERK1 ERK1 ERK1 ERK1
(+/+4) (-/-) (+/+) (-/-) (+/4) /) (+/+) /)
Al Al Gavée Gavée Al A) Gavée Gavée
C ERK1 ERK1 ERK1 ERK1
(+/+] -} 1+ i)
Al Al Gavée Gawvée
L FABP
Hsc70
. fam. .
a5 '|'
4
,?_ 35
2
15
5, |
i
= L5
1 T
-
0 E— N
ERK1 ERK1 ERK1 ERK1
(+/+) {-/-) (+/+] {-f-)
Al Al Gavée Gavée

Figure 30 : Expression protéiquein vivo de CD36 (A) et de la MTP (B), de la L-FABP (C) che
des souris sauvages et invalidées pour ERK1 a jeeh6h aprés une charge en lipideg expression

des protéines au niveau du jéjunum a été analyséeWestern Blotting a partir d’homogénats protéigue

totaux. Les données ont été normalisées par I'Hst t@mparées aux données de souris contrlesepast de
Student. Moyenne + sem. n=4-5/groupe ; Test deeBtudp<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.
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Chez les souris sauvages, comme attendu, on obseevdégradation de CD36 (-40 %) significative
6h apres le gavage d’huile (P=0,05) (figure 30AJi, de facon intéressante n’est pas retrouvée chez
les souris ERK1 (-/-). La dégradation de CD36esaditune charge en lipides serait par conséquent
ERK1/2 dépendante. De facon inédite, cette étudeod&re que les ERK1/2 seraient nécessaires a la
dégradation de CD36 en présence de lipides. lja&é montré que la dégradation de CD36 lipide
dépendante était nécessaire a la suractivatioBRE4/2 en période post prandiale (Tran et al., 2011

On peut donc supposer que les ERK1/2 exerceramerétto contréle sur CD36 suite a leur activation.

Nous avons mesuré également I'expression protéigua MTP et de la L FABP, régulant les 2
étapes limitantes de la synthése des CM. Aucuriérelifce d’expression protéique de la MTP n'a été
observée aprés 6h de gavage ni chez les souriageaiwi les souris ERK1 (-/-) (figure 30B). En
revanche, il est observé une induction signifieatile la L-FABP chez les souris sauvages suite au
gavage (X4) (P=0,0007) et chez les souris ERK)} (P#=0,03) (figures 30C). Cependant, le taux
d’induction est significativement faible chez lesuss ERK1 (-/-) (1,85) (P=0,006). Ces résultats
corroborent ceux obtenus résultaisvivoavec le U0126 ou I'induction de 'ARNm L-FABP sefaib

étre ERK1/2 dépendante (Figure 26).

ERK1 ERK1 ERK1 ERK1 ERK1 ERK1 ERK1 ERK1
/4 ) ) (+/+) (-/-) /4 /)
A B
Al Al  Gavée Gavée A) AJ Gavée Gavée
0 ——
14 25 *
3 . I
31,2 ]
2 T - g’
S 1 B
©
E 1 £ 15 |
o 08 Lmu
2 o T
= T 3
§ 04 1 3
- i
0 0 -
ERK1 ERK1 ERK1 ERK1 ERK1 ERK1 ERK1 ERK1
(+/+) (-/-) (+/+) (-/) (+/+) (-/-) (+/+4) (-/-)
AJ Al Gavée Gavée Al Al Gavée Gavée

Figure 31 : Expression protéiquein vivo de ’ApoB48 au niveau de la muqueuse jéjunale (Aot
au niveau plasmatique (B) chez des souris sauvageisnvalidées pour ERK1 suite a une charge
en lipides L'expression des protéines au niveau du jéjununtéaadalysée par Western Blotting a partir

d’homogénats protéiques totaux. Les données onh@tdalisées par 'Hsc70 et comparées aux données d
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souris contrbles par le test de Student. Moyeniserm. n=4-5/groupe ; Test de Student : *p<0,05 p&0,01 ;
***p<0,001.

Le taux d’ApoB48 dans la muqueuse jéjunale est mliki6h aprés gavage (-60 %) chez les souris
sauvages comme les souris ERK1 (-/-) (figure 31%ci s’explique probablement par la sécrétion de
I’ApoB48 produite en post prandiale. On peut suppagu’étant donné le fait que l'induction de
'apobecl et de 'ApoB48 est ERK1/2 dépendante, mendémontréex vivg les ERK1(-/-) ont une
production moins efficace d’ApoB48 en présenceipidds. Cette hypothése est étayée par le fait que
les souris ERK1 (-/-) ont significativement moiri#pboB48 plasmatiques apres un gavage, comparés

aux souris sauvages (figure 31B).

A ce stade, nous avons pu démontré que l'absenceEBK1 et/ou la suractivation de ERK2
s’accompagne d’'une hypertriglycéridémie post praaldi tardive qui pourrait s’expliquer par un
défaut de formation des CM. De maniére intéressantette étude démontre que les ERK1/2
seraient nécessaires a la dégradation de CD36 efspnce d’AGLC, qui traduit I'efficacité de ce
récepteur. En accord avec cette hypothése, nos ltétsu préliminaires montrent une moindre

induction de ses protéines cibles, I'’'ApoB48 et I&FABP.

Cependant, comment expliquer I'hypertriglycéridémiet prandiale alors que plusieurs protéines clés
de la synthése des CM sont moins induites ? Unens&ppossible serait une clairance moins efficace
des CM sécrétés. Pour étayer cette hypothese,avans mesuré le taux d’ApoC2/ApoC3, reflétant
l'activité de la LPL en période post prandiale {@trona et Beisiegel 1997) et '’ApoA4, constitutive
des chylomicrons puisqu’elle participe a leur dtebet serait corrélée a la taille des CM (Tsdiet
2004).
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Figure 32 : Expression génigue de 'ApoC2, ApoC3 eApoA4 au niveau du jéjunum de souris
contréles et ERK1 (-/-) aprés une charge en lipideges ARN totaux de la muqueuse jéjunale ont été

analysés par PCR quantitative en temps réel. Lasnées obtenues ont été normalisées par la 36B4 et
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rapportées aux valeurs basales (a jeun) pour chagjeeipe. Les résultats sont exprimés en taux détido.
Moyenne + sem. N=4-5/groupe ; test de Student *050,** p<0,01 ; ***p<0,001.

Chez les souris sauvages, une augmentation duApti€@2/ApoC3 et un taux d’ARNmM ApoA4 plus
élevé sont observés 6h aprés un gavage d’huilaréig2A). Les souris ERK1 (-/-) présentent, au
contraire, une perte d’induction du rapport ApoG3&3 qui va dans le sens d’'une moins bonne
stimulation de la LPL. De plus, le taux d'inductidlARNm ApoA4 est plus faible chez les souris
ERK1 (-/-) comparé aux souris témoins (figure 32B)qui peut laisser supposer une sécrétion de CM
plus petits et donc moins bien dégradés par la Lé&dhérent avec I'hypertriglycéridémie post
prandiale observée.

Des études complémentaires estimant la taille désétrétées devront étre envisagées pour conforter

ces données.

En conclusion, ces nouvelles données nous ont pserae mieux caractériser le réle de CD36 dans
induction de la synthése des CM au niveau intesti. Nous démontrons que la liaison de CD36
avec les AGLC saturés ou insaturés en période gwahdiale induit une cascade de signalisation
médiée par les ERK1/2, contrélant la synthése déd. &En particulier, I'activation des ERK1/2 et

l'induction de I'’'ApoB48 dépendent de la liaison d&D36 avec son ligand. Par ailleurs, les ERK1/2
sont a l'origine de I'induction des genes clefs iesynthése des CM (Apobec-1, ApoB48, MTP, L-

FABP). Cette régulation semble étre en partie dgine transcriptionnelle.

Les différentes étapes de la détection des lipiés de I'induction des protéines impliquées dans |
synthése des CM sont résumées en figure 33.
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Figure 33 : Réle du récepteur aux AGLC, CD36, et déa voie de signalisation ERK1/2 dans

I'optimisation de la synthése des CM en période pbprandiale. ACS : AcylCoA synthase ; AGLC :

Acides Gras Longues Chaines ; ApoAlV : apolipopnetéAlV ; ApoB48 : apolipoprotéine B48; ApoCll :

apolipoproteine CIl; ApoClll : apolipoproteine Gll; EC: ester de cholesterol; ERK: Extracellula

Regulated signal Kinases ; | ou L- FABP : IntestoreLiver Fatty Acid Binding Proteins ; MTP : Micsomal

Triglyceride Transfer Protein ; PCTV : Pre Chylomio Transfer Vesicles; PL: PhospholLipides; RE:
Reticulum Endoplasmique ; Sarlb : Secretion AssedjeRas related GTPase 1B ; TG : triglycerideam\p7 :

Vesicle Associabted Membrane Protein 7.

Au début de la digestion des lipides alimentailes AGLC lient CD36.
1) laliaison de CD36 avec son ligand déclenche Vatibn de la voie ERK1/2

2) la phosphorylation des ERK1/2 augmente le tauxémae de '’ApoB48via I'induction du

taux d’ARNm de I'apobecl, enzyme en charge de sthege

3) la phosphorylation des ERK1/2 induit la L-FABR un mécanisme transcriptionnel

4) la phosphorylation des ERK1/2 induit le taux d’ARNi&a I’ApoAlV et de 'ApoC2 en faveur

d’une activation de la LPL et donc d’une clairarggide des CM au niveau sanguin

5) la déphosphorylation induit la transcription dé/iaP

6) la phosphorylation des ERK1/2 est nécessaire &daadation du récepteur CD36, qui reflete

son activité.
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Ces résultats suggérent fortement que CD36 etszada de signalisation ERK1/2 dépendante sont
indispensables a I'adaptation du métabolisme iin@sh la quantité de lipides ingérés. L’induction

coordonnée de ces protéines aboutit a la formato@M de grande taille bien dégradés par la LPL,
limitant ainsi I'hypertriglycéridémie post pranddal Nous avons donc émis I'hypothese que la
dérégulation post prandiale de CD36 ou son abs#fifeetent les capacités d'absorption des lipides et

la triglycéridémie post prandiale.
En accord avec cette hypothése, un travail réalie€ le Dr Marjorie BUTTET pour caractériser le

mécanisme d’absorption intestinale des lipides dleez souris présentant les caractéristiques d’un
syndrome métabolique.

105



La déregulation de CD36 au niveau intestinal en
période post prandiale est associée a une altératio
de la synthese des CM
chez des souris en syndrome métabolique

1. Protocole

Des souris sauvages males C57BL6J (Charles Rider¥ semaines (n=5/cage) sont nourries sans
restriction avec un régime standard (Mucedola, 4R{32 lipides (m/m))) avec un cycle de lumiére
(12h jour/nuit) a une température de 23°C. Apr@gmubs d’'acclimatation, les souris sont nourriescave
un régime contréle ou un régime HL contenant 31,8 dipides apportés par de I'huile de palme

pendant 10 a 14 jours.

Gavage

Les souris contréles ou en Syndrome métabolique§Ma jeun une nuit sont gavées avec 0,5 ml
d’huile Isio4 (Lesieur, France). Le sang est prélpar la veine de la queue avant le gavage puis 3h
apres gavage pour la détermination de la conc@rirdes TG plasmatiques (kit colorimétrique PAP
150 (Biomérieux)).

Evaluation de la taille des lipoprotéines

La distribution des lipoprotéines en fonction darl¢aille a été estimée par DLS (Dynamic Light
Scaterring) a partir de plasma de souris gavées @fml d’huile Isio4. La mesure au DLS est
effectuée a température ambiante en utilisant #egip Nicomg“380 (PSS Nicomp, California,
USA). Les mesures sont effectuées sur une dildorplasma contenant 0,2g/l de TG pendant 10

minutes.

Immunohistochimie
Des sections de 5 mm sont montées sur des lamermde déparaffinées dans du xyléne. L'anticorps

utilisé pour la détection de CD36 est I'anticorgsRsystems.

Régulation post prandiale des génes cibles de CD6pliqués dans la formation des CM

Des souris sauvages ou en MetS a jeun une nuigsw@es avec 0,5ml d’huile Isio4 et sacrifiés 1h ou
6h apres gavage par une anesthésie a I'isoflutaingestin est divisé en 3 parties égales. Le pegmi
cm est extrait du milieu et utilisé pour 'immunsetadchimie. Le reste des segments jéjunaux esegratt

pour la préparation d’homogénat protéique et I'esaldes ARNm. Les homogénats de muqueuse sont
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pesés puis plongés dans du tampon A (1g/16.7mbD@mM mannitol and 10mM Tris-HCI, pH 7.1).
L'expression des ARNm est mesurée par gPCR enstedml. Les protéines sont détectées par

Western Blottingprotocoles décrits dans la premiére partie dagtads).

2. La régulation post prandiale de CD36 en cas de syrmme

métabolique est altérée.

Chez les souris en MetS, on observe une absendégiadation du récepteur aux AGLC, CD36. En
effet, comme le montre la figure 34A, CD36 displadai la bordure en brosse des entérocytes chez les
souris témoins 1h aprés le gavage, il est en rénatmijours présent chez les souris en MetS (Figure
34B). Ces résultats obtenus par immunohistochimieété confirmés pawestern BlottingFigure

34).
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Figure 34 : La régulation lipide dépendante de CD36est altérée en cas de syndrome
métabolique. Immuno-détection de CD36 au niveau delépithélium jéjunal par
immunohistochimie et par Western Blotting chez des souris controles (A) et chez des soueis

MetS (B) (n=5).Les résultats signalés avec la méme lettre neamsignificativement différents.

107



Cette dérégulation du CD36 est associée a une thighgréridémie post prandiale (Figure 35A) qui
s’explique en partie par la sécrétion de TRIidlyceride Rich Lipoproteinsde petite taille qui

limiterait par compétition I'efficacité de la LPlusles particules de grande taille (Figure 35 B).
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Figure 35 : la triglycéridémie post prandiale (A),la taille des lipoprotéines sécrétées (B) ainsi
gue l'induction des génes impliqués dans la synthésdes CM (C) sont altérées en cas de
syndrdme métabolique Les souris contréles ou en syndréme métabolique gavées avec 0,5ml d’huile
Isio4 A) : Concentration en TG plasmatiques mesarést gavage puis 1h, 2h, 3h, 4h et 6h aprés gavRy:
Tailles des lipoprotéines mesurées par DLS chezdaris sauvages ou en MetS. C) : Taux d’ARNmaépe
souris sacrifiées 1h aprés gavage, par gPCR en dendégl et normalisé par la 36B4, moyenne + sem.46:
Test de Student : *P < 0.05.

De plus, cette dérégulation de CD36 est associggedabsence d’induction des genes comme la L-
FABP, la MTP, I'ApoB et I'ApoC2 apres le gavagediie 35 C). Des expériences complémentaires
utilisant in vivo un inhibiteur pharmacologique de la voie des @sténes (MG132) ont permis de
démontrer que c’'est bien I'absence de dégradationC®36 qui est a l'origine de I'absence
d’induction de ces genégButtet, Traynard, et al., 2014, Intestinal CD36spprandial dysregulation

is associated with an alteration of chylomicron thgsis in metabolic syndrome-like mice, JLR,

Soumis)
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Ce défaut d’adaptation intestinal semble étre dihyperinsulinémie observée chez les souris en
syndrome métabolique qui comme dans le muscle ecantre I'effet des lipides sur la dégradation du
CD36 (Smith et al., 2008). Il est intéressant ddigner que l'insuline active les ERK1X vivosur

segments (données non présentées), ce qui powoaitme au niveau musculaire, favoriser le

recrutement de CD36 au niveau de la membrane.

Cette absence de dégradation de CD36 a déja é&éiéessx d'autres désordres métaboliques. Par
exemple, la localisation de CD36 persistante adenbrane conduit au captage aberrant d’AG dans le
muscle (Koonen et al., 2005 ; Steinbusch et all12(Me plus, dans le tissu adipeux, la diminuten
I'expression membranaire de CD36 serait nécesaaireontrole de la lipolyse (Zhou et al., 2012).

Afin de vérifier que CD36 est bien impliqué daredptation du métabolisme intestinal & la teneur en

lipides du régime, nous avons, dans une deuxiémigep&tudié ces parametres chez des souris
déficientes en CD36.
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Un régime HL riche en AG
Insaturés
a un effet anti-obésité chez
les souris CD36 (-/-)
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Aprés avoir caractérisgx vivole réle de CD36 en tant que récepteur aux lipalesiveau intestinal
permettant I'induction coordonnée de protéines igugles dans la synthése des CM, nous avons
souhaité vérifier la pertinence physiologique desrgéesn vivo. Si I'hypothése selon laquelle CD36
est indispensable a la synthese des CM alors deis sieficientes en CD36 devraient présenter une
moins bonne adaptation des capacités d'absorpitestinale en régime HL. Jusqu’a présent, dans la
littérature concernant l'effet des régimes HL chez souris CD36 (-/-), peu de données se sont
focalisées sur le métabolisme des lipides au nivetstinal. Les régimes HL utilisés sont du type

«Western Dieb c’est-a-dire riche en sucre simple et AG saturés.

En 2007, les travaux du laboratoire ont démonte2dps souris sauvages sont capables d’adapter leur
métabolisme intestinal a la teneur en lipides dinmé lorsque ce régime est riche en AGLC mono et
polyinsaturés. Cette adaptation s'exevi@ une augmentation de la prolifération intestinaledes
génes impliqués dans la formation des CM. Commdiceip dans l'introduction, cette adaptation
conduit a la formation de CM de grande taille higradés dans la circulation sanguine puisqu'ils
présentent une hypotriglycéridémie post prandialegaré aux souris en régime standard (Petit et al.,
2007). C'est pourquoi, il nous a paru pertinentdmparer I'effet de ces deux types de régimes HL
chez les souris CD36 (-/-).
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Comparaison de l'effet de régimes HL riches en AG

insaturés (Isio4) et riches en AG saturésNestern Die)

1. Protocole d’étude et composition des régimes

Des souris sauvages CD36 (-/-) femelles agées @&ftet 13 mois, ont été utilisées pour cette étude
Ces souris initialement générées par I'équipe deidMFebbraio (Febbraio et al., 1999) ont été

entretenues et reproduites au laboratoire sur fgédétique C57BI6J.

Le régime HL isio4 a été reconstitué a partir d'poedre alipidique (Safe diet), d’huile iso4 (Lesie
France) et de cellulose exclusivement. Seule latiféade lipides différait entre le régime NL (3%
lipides (m/m)) et le régime HL (40% lipides (m/m)).

En ce qui concerne le régime tyyestern Dietiche en saccharose et en AG saturés (High Fat Hig
Sucrose HFHS), il provenait de la société Resed@igh (référence n°D03062301). Le controle

correspondant était également fourni par la mémigtn(référence n°D01060501).

L’huile Isio4 utilisée contient environ 90% d'AGsaturés, dont 60 % d’AGMI (essentiellement de

I'OA) et 30 % d’AGPI notamment du LA et du OA. Gettuile contient également 8 % d’AG saturés,

apportés surtout par I'acide palmitique (tableau@)ant au régime HFHS, il est riche en AG saturés
qui sont apportés par du lard essentiellementrétertt également du saccharose.

La composition des régimes et leur composition e Aont détaillés en tableau 9.
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Tableau 9 : Composition des régimes utilisés et cqmsition en AG des régimes

Régime Isio4 RNL contrdle RHL Isio4 Régime HFHS RNL contréle RHL HFHS
£/100g de régime £/100g de régime g/100g de régime £/100g de régime
Protéine 21,4 13,05 Protéine 21,4 26,2
Glucides 74 25,05
Glucides 60,3 36,9
Amidon 60,8 0
Vitamines et minéraux 7,6 4,6 Maitodextrine 13,2 12,15
Sucrose 0 12,9
Cellulose il 5.5
Lipides 4,6 34,9
Eau 37,5ml 0
Huile de Soja 2,5 3,2
Lipides : Huile isio4 3 40
Lard 2,1 31,7
Total % calories 7,6 (1 -
apportées par lipides Total.% calo.nf:s 10 60
apportés par lipides
Total kcal/g de régime 3,54 5,59 Total keal/g de régime 3,85 5,24

Composition en Acides Gras des régimes utilisés (%)

AG saturés
AG Monoinsaturés
AG Polyinsaturés
Total AG Insaturés
Acide Palmitique
Acide stéarique
Acide oléique
Acide linoléique
Acide linolénique
w6 / w3

Cholestérol

Régime Isio4

8,3
60,6
31,1
91,7

5

2,2
59,5
25,8

5,3

4,9

Régime HFHS
46,8
38,6
14,6
53,2
20,9

12
28
14
1,12
7
107mg/100g
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Afin que les souris puissent s’'adapter au changemeriexture du régime, nous avons laissé une
période d’acclimatation de 4 jours en régime N1%3le lipides (m/m)). Puis, I'effet du régime HL a
été étudié pendant un minimum de 7 jours (40 %pildels (Mm/m)) apportée par de I'huile isio4 ou 45
% apporté par le lard. Pour étudier I'existencdadeversibilité des phénoménes observés, lesssouri
ont été re-nourries avec un régime NL pendant &jfigure 36).

Afin de mesurer de facon précise la prise alimeatat afin d'évaluer la perte fécale en lipides,
I'utilisation de cages physiologiques a été chois&emesure de la masse des souris, de la congositi
corporelle (EchoMRI®, Houston, USA), la prise alimtedire, le prélevement des féces ont été réalisées
guotidiennement. Un prélévement de sang par vdie-ogbitale est réalisé a la fin de chaque type de
régime soit : t0, t4 NL, t7 HL, t5 NL réversibilité

Une période d'acclimatation aux cages physiologges réalisée pendant 3 jours avec des croquettes

standard de laboratoire (Mucedola, 3 % de lipidesn)) avant de commencer les régimes.

REGIME NORMOLIPIDIQUE-4jours REGIME HYPERLIPIDIQUE-7 jours REGIME NORMOLIPIBIOUE-S jours

T=-3 T=0 T=1 T=2 T=3 T=4 T=1 T=7

Tous Ies.jcurs 1<t<3 Tous les 'Eurs 1<t<b
L) L)

-Poids des souris
-EchoMRI
-Prise alimentaire
t=3,6, 7 HL:
Mesure perte fécale en lipides

-Prélevement sang
rétro orbital
-Masse
-EchoMRI
-Prise alimentaire {cinétique)

Figure 36 : Protocole de I'effet des régimes HL clades souris sauvages et souris CD36 (-/-).

2.Un régime HL riche en AG insaturés induit une pertede
masse rapide chez les souris CD36 (-/-) contrairemiea un

régime typeWestern Diet

En régime NL, les souris sauvages et CD36 (-/-pmsentent pas de différence de gain de masse
corporelle (figure 37A). L'ensemble des souris égime NL isio4 au bout de 4 jours de régime
reconstitué présentent une masse stabilisée, ceééguintre qu’elles se sont habituées a la nouvelle
forme de régime. De facon tout a fait inattendae,douris CD36 (-/-) en régime HL isio4 présentent
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une perte drastique (environ 30 %) et rapide dedase corporelle aprés 7 jours de régime HL alors

que les souris sauvages ont une masse corpoale svut le long du régime HL (figure 37A).

>

NL isio4 HL Isio4 Reversible
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Figure 37 : Résultats de suivi de masse et compasit corporelle chez des souris CD36 (+/+) et
CD36 (-/-) nourries avec un régime riche en AG insgarés (huile Isio4). A) Suivi de masse corporelle
calculée en pourcentage de variation de masse celipaen fonction de la masse initiale. B) Résald¢ masse
maigre et masse grasse exprimée en pourcentage deasse corporelle aprés 4 et 6 jours de régime HL
mesurée par EchoMRI®. Moyenne + sem. n=6/ grougst,de Student *p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.

Cette perte de masse rapide chez les souris CD3@&gt supportée essentiellement par une perte de
masse grasse qui atteint 25 % apres 6 jours dmesdiL isio4 sans modification de la masse maigre
(Figure 41B). Cette chute de masse grasse esterapigrogressive puisqu’elle atteint 10 % et 25 %
apres respectivement 4 et 6 jours de régime HU iffigure 37 B). Comme le montre la figure 37B,
cet effet est spécifique des souris CD36 (-/-) quuisles souris sauvages ne présentent ni modficat
de la masse corporelle ni de la composition coff@ofEigures 37 A&B). Ce phénomene n’est présent
gu'en cas de consommation d’'une forte quantité idields, car, en régime NL isio 4, aucune
différence de masse n’est observée. Il est impodarsignaler que la chute de masse corporelle et d

la masse grasse peut conduire a la mort de I'arpumialjue 2 souris sur 6 exposées au régime HL
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isio4 n'ont pas survécu. En répétant les expérgnneus avons constaté que la diminution de la
masse corporelle de plus de 30 % est Iéthale.

Comme le montre la figure 37A, 5 jours de NL is&w@ht suffisants pour que les souris CD36 (-/-)
survivantes retrouvent la méme masse corporelldesusouris sauvages. Ces données indiguent que

I'effet du régime HL isio4 peut étre réversiblepartie.

En revanche, les souris CD36 (+/+) et CD36 (-/-)régime Western Dietne présentent pas de
différence de masse corporelle (figure 38A) ni demposition corporelle (Figures 38 B & C) durant le

régime NL comme durant le régime HFHS.

Régime HFHS (Western Diet)

A 30
25 | DOy == N
’u‘o 20
&
@ 15 D36 (+/4)
E 10 O (D36 (-/-)
5
0
t=0 |t=1|t=2|t=3 | t=4 |t=1 [t=2 |[t=3 | t=4 | t=5 | t=6 |t=7
NL HFHS
B C =
20
o 18 - 5
o o ] 5 &
A 16 ﬁ ﬁ v
g % )
o ¥ ‘s 70
o £ & ;
CD36 (+/+)
2 10- WCD36 (+/+) Y s
£ 3 ©CD36 (/-] o OC36(-/-)
R 6 fe
4 S
2 55
0
t=0 t=4 t=4 t=6 50 t=0 t=4 t=4 t=6
NL HFHS NL HFHS

Figure 38 : Résultats de suivi de masse et compasit corporelle chez des souris CD36 (+/+) et
CD36 (-/-) aprés 7 jours de régime type Western Di¢HFHS). A) Suivi de masse corporelle exprimée
en grammes. B) Résultats de masse maigre et messse @xprimée en pourcentage de la masse corpaell
t=0, apres 4 jours de régime NL puis aprés 4 edbrs de régime HFHS mesurée par EchoMRI®. Moyenne +
sem. n=6 / groupe ; test de Student *p<0,05 ; €001 ; ***p<0,001.

Ces résultats nous permettent de formuler I'hymehgue la chute de masse grasse rapide observée
chez les souris CD36 (-/-) est dle soit a une swammation d’AG insaturés, soit a une sous
consommation de saccharose et/ou de cholesterol.

Afin de nous assurer que les effets sont dus ai#it§ des AG présents dans le régime et de nous
affranchir des variations de quantité de protéieesle glucides pouvant influencer les parameétres
mesurés, nous n'avons fait varier que la qualig A8 présents dans la régime. Nous avons soumis
des souris CD36 (+/+) et CD36 (-/-) a des régimmsolipidiques (NL) et hyperlipidiques (HL) riche

en huile de palme riche en AG saturés, comme @alasd contenus dans le régime HFHS.
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3. Un régime enrichi en AG saturés (huile de palmele modifie

pas la masse ni la composition corporelle des sositCD36 (-/-)

Des souris CD36 (+/+) et CD36 (-/-) ont été sousiae méme protocole que précédemment (figure
36) en ne changeant strictement que I'huile Isiadide I'huile de palme. Le régime NL contient par
conséquent 3 % de lipides (m/m) apportée par khdé palme et le régime HL contient 40 % de
lipides (m/m) apportée par la méme huile. Celleantient 50 % d’AG saturés, essentiellement de
l'acide palmitique mais il est important de noterelje est constituée de 40 % d’AG mono-insaturés
(surtout de I'OA) et d’environ 10 % de polyinsat(@ableau 10). En revanche, rappelons que I'huile
isio4 contient, quant a elle, environ 8,3 % d’AGusas, 60 % de mono-insaturés (essentiellement de
I'OA) et 31 % de polyinsaturés (Tableau 9).

Huile de palme %
Monoinsaturés 41,5
Polyinsaturés 8,5
Saturés 50
Acide laurique C12:0 <0,5
Acide myristique

C14:0 05-2
Acide palmitique

C16:0 39,5-47,5
Acide stéarique C18:0 3,5-6
Acide oléique C18:1 36-44
Acide linoléique C18:2 9-12
Acide alinolénique

Cc18:3 <05

Tableau 10 : Composition en AG de I'huile de palmé@~onds francais alimentaire, 2012).
Aucune différence de masse corporelle (figure 38iA)le composition corporelle n'est observée en

régime HL riche en huile de palme entre les 2 gesugle souris (figure 39B). En effet, les souris

présentent une masse corporelle d’environ 25g grenme tout le long de I'expérience.
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Figure 39 : Suivi de la masse et de la compositi@morporelle chez des souris CD36 (+/+) et CD36
(-/-) en régime riche en AG Saturés (huile de palmeA) Evolution de la masse corporelle calculée
exprimées en grammes. B) Résultats de gain de mesgee et de masse grasse exprimée en pourcedealze
masse corporelle initiale aprés 6 jours de régime Moyenne + sem. n=6/ groupe. test de Student P50

** p<0,01 ; **p<0,001.

En conclusion, la chute de masse grasse rapide ol chez les souris CD36 (-/-) est due a la
consommation d’'une grande quantité d’AG insaturé&sr ce phénomeéne n’est pas retrouvée ni en

régime type Western Diet (HFHS) ni en régime HL hie en huile de palme.

Pour comprendre I'origine de cet effet rapide etqué qui semble uniqguement présent en régime HL,
nous avons par la suite comparé I'effet du régiitieeren isio4 avec celui riche en huile de palme. A
ce stade, plusieurs hypothéses ont été envisagdes. consommation chronique d’AGLC
insaturés chez les souris CD36 (-/-) :

Déclenche-t-elle une aversion ?
Est-elle associé a une augmentation de la DE ?
Déclenche-t-elle une malabsorption des lipides ?

= = £ #

Est-elle a I'origine d’'une élévation d’'une hypigtycéridémie post post prandiale et d’une
endotoxémie associée ?

4+ Est-elle a l'origine d'une altération de l'intégriintestinale ?
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4. Mesure de la prise alimentaire et étude des préfences
alimentaires chez des souris CD36 (+/+) et CD36-}-£n régimes

HL isio4 et Palme

4.1.Suivi de la prise alimentaire

Afin d’appréhender I'origine de cette chute de reaspide observée uniquement chez les souris
CD36 (-/-) en régime HL Isio4, nous avons mesurgrise alimentaire. Comme le montre la figure 40,
au 4™ jour d’habituation au régime NL, les souris saugage CD36 (-/-) consomment la méme
qguantité d’énergie que ce soit en régime NL IsibBa&me. En revanche, en régime HL Isio4 (figure
40A), on observe dés le premier jour une diminutienla prise alimentaire qui s'intensifie tout au
long du régime pour atteindre environ 70 % aprésurs de régime HL chez les souris CD36 (-/-)
comparé aux souris sauvages. Cet effet est réleegmilisque I'apport calorique revient au niveau des
souris témoins 5 jours aprés un régime NL isiohdla cas du régime HL palme, les souris CD36 (-
/-) et sauvages consomment la méme quantité d’iéniengt le long du régime HL, environ 12 kcal en
moyenne. Méme si les™Jjours de réversibilité il est observé une surcamsation de régime NL

palme chez les souris CD36 (-/-), aprés 5 joussafémaux consomment la méme quantité.

L’ensemble de ces données démontre que seul I'iaidd lorsqu’elle représente 60 % de I'apport

énergétique total, inhibe la prise alimentaire deszsouris CD36 (-/-).
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Figure 40 : Résultats de suivi de prise alimentairexprimée en kcal/jour chez des souris CD36
(+/+) et CD36 (-/-) aprés 7 jours de régime richeneAG insaturés (huile Isio4) (A) et en régime

riche en AG saturés (huile de palme) (B)La prise alimentaire a été estimée quotidienneradatméme

heure. Moyenne + sem. n=6/ groupe ; test de StutferQ,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.

Cette diminution de la prise alimentaire expliquepartie la perte de masse corporelle et de tissu

adipeux observées chez les souris CD36 (-/-). Afadfiner les résultats de prise alimentaire, nous

avons effectué une cinétique de prise alimentairtetles 4h sur 24h (figure 41).
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4.2.Cinétique de prise alimentaire sur 24h a l'issue duégime HL chez des souris
CD36 (+/+) et CD36 (-/-)
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Figure 41 : Cinétique de prise alimentaire sur 24tde souris CD36 (+/+) et CD36 (-/-) au®?®

jour de régime HL Isio4 (A) et aire sous courbe (Balculée pour la période nocturne et diurne

A) La prise alimentaire est effectuée toutes lespédhdant 24h en cage physiologique, sous lumieugeao
pendant la période nocturne. B) I'aire sous cougst calculée par la méthode des trapézes. Moyensent

n=6/ groupe ; test de Student *p<0,05 ; ** p<0,0¥**p<0,001.

Comme le montre la figure 41A, les souris CD36 @résentent un pic de prise alimentaire a 23h tout
comme les souris CD36 (+/+). Elles mangent sigaifi@ment moins que les souris sauvages que ce
soit en période nocturne (P=0,011) et en périodendi (P=0,004) (figure 41B). Elles ont tendance,
comme les souris sauvages, a manger une plus grpradgité de nourriture la nuit que le jour
(P=0,08). On peut donc conclure qu’il n'existe s grande différence de cinétique de prise
alimentaire entre les souris CD36 (+/+) et CD36 €t que les différences observées résident plutot

dans la quantité de régime consommeée.

4.3. Préférences alimentaires suite a un régime HL isiodu palme

Afin de déterminer si cette chute de prise alimeatast associée a un changement de préférence
alimentaire, nous avons soumis des souris CD36 et/€D36 (-/-) a un test de double choix a la fin
du régime HL Isio4 ou palme. Dans cet objectif,dearis ont été laissées en cage individuelle £t on

eu libre accés aux 2 régimes HL reconstitués pearim et libre accés a I'eau. Cette hypothése est
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d’autant plus valide qu'il a été démontré par I'pguque CD36 est impliqué dans la préférence

spontanée pour les lipides alimentaires (Laugeettad, 2005).
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Figure 42 : Tests de double choix de souris CD36/() et CD36 (-/-) aprés 10 jours de régime HL
riche en AG insaturés (Isio4) ou saturés (huile dpalme). Les souris ont libre accés aux 2 régimes HL
(40% lipides (m/m)) et libre accés a l'eau. La prialimentaire est mesurée sur 24h. Le pourcentage d
préférence est calculé par le rapport (consommatiom régime / consommation globale des 2 régirm&g.
Moyenne + sem. n=8/ groupe ; test de Student *psQ, % p<0,01 ; ***p<0,001.

Les souris sauvages préalablement nourries avecégime HL isio4 n'ont pas de préférence
spécifique pour un des deux régimes (figure 42) ré&mnche, lorsque ces souris sauvages ont été
préalablement nourries avec un régime HL palme, prédérence pour le régime HL isio4 est
démontrée, environ 60 % de préférence (P=0,05)aDBéme facon, les souris CD36 (-/-) nourries
préalablement avec le régime palme préférent coles€D36 (+/+) l'isiod (préférence de 70 %),
cette préférence est abolie quand les souris énhairries préalablement avec un régime HL isio4
(P=0,003). Le régime HL isio4 consommé de manidrorique déclenche donc une aversion

uniquement chez les souris CD36 (-/-) (figure 42).

Cet effet peut expliquer la diminution progressileela prise alimentaire observée en cas de régime
HL isio4. De plus, la préférence pour I'huile isidds souris préalablement nourries avec un régime
riche en huile de palme n’est pas CD36 dépendarisgigelle est retrouvée chez les souris sauvages
et CD36 (-/-).

Rappelons que la préférence alimentaire observe@4ih est un phénoméne global qui résulte de

lintégration de phénomenes précoces de naturesemeerielle (odeur, godt, texture) et de
phénomeénes plus tardifs d’'origines post-ingestivpost-absorptive (signaux neuronaux, endocrines
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et métaboliques). Par conséquent, I'aversion obsepour le régime HL isio4 associé a la mort de
certaines souris suggére qu’elles subissent urféaoce d’origine post-ingestive ou post-absorptive

Cette aversion est probablement a I'origine dénlaecde la prise alimentaire (Figure 40).

En plus de cette inhibition de la prise alimentabeite chute de masse corporelle pourrait s’edpliq

par une augmentation de la dépense énergétique.

5. Effet d’'un régime HL Isio4 ou palme sur la dépense
énergétique chez des souris CD36 (+/+) et CD36 )-/-

Une chute de masse corporelle et de masse adigéasapide comme observée chez les souris CD36

(-/-) en régime HL isio4 pourrait en partie s’explér par :

+ Une augmentation de la dépense énergétique (DE) ou/
4+ Une induction de l'activité globale ou/et

4 Une oxydation plus importante des lipides.
5.1.Protocole

La DE a été déterminée dans des chambres a caloenéirecte chez des souris CD36 (+/+) et
CD36 (-/-) soumises a un régime HL riche en AG tmgs ou Saturés (40 % lipides (m/m)) a la
température de 20°C et a humidité contrélée (CLAM®mprehensive Lab Animal Monitoring

System, Columbus Instruments, Ohio, USA) (Platdaénptypage du petit animal, Equipe NUToXx)
(figure 43). La quantification des échanges gazgnx et CQ) permet de déterminer le quotient

respiratoire ainsi que la dépense énergétiquealess{Even et Nadkarni 2012). Ce dispositif permet
de mesurer également l'activité des souris et igemmlimentaire en temps réel. Les parametres sont
mesurés toutes les 20 minutes. La DE calculée demsonditions intégre la dépense énergétique liée
au métabolisme basal, liée a la prise alimentairlg régulation de la température corporelle et a
l'activité physique globale. L’activité physiquesdsouris est mesurée par un systéme de photosellule
Infra Rouge (IR). La somme des 3 valeurs donnéles $es 3 axes permet d’estimer l'activité totale
des souris sur une période donnée. L'interruptionfaisceau IR par le mouvement de la souris

équivaut & un mouvement enregistré en temps réel@t 3 axes (X, Y et 2).

Chaque souris a été acclimatée aux cages du tlispeadant 5 jours en régime NL reconstitué (3 %

(m/m)) jusqu’a la reprise et la stabilisation derlasse corporelle comparée a celle mesurée au début

123



de I'expérience (5 jours) puis soumises a 8 joersgime HL.

Figure 43 : Cages de calorimétrie indirecte pour aais (Comprehensive Lab Animal Monitoring
System ((CLAMS), Columbus Instruments, Ohio, USAEhématisation des axes de quantification de

I’activité des souris.

Les mesures en cage CLAMS ont été réalisées ped@hnsur des souris sauvages et CD36 (-/-)
nourries avec un régime NL iso4 ou palme. Puisniesures ont été poursuivies chez ces mémes
animaux en régime HL isio4 et palme pendant 8 jolsisque nous disposons de 8 cages
métaboliques, I'expérience a été réalisée en déursscontenant chacun 4 animaux recevant le
régime riche en huile de Palme et 4 animaux reddearégime riche en huile Isio4. L'estimation de
I'oxydation des lipides et du glucose a été cakdélon les formules proposées par Patrick Even et
al 2012 (figure 44) :

Gox = (4,55%V0,)-(3,21*VCO,)

lLox=(1,67*V0,)-(1,67*VCO,)

Figure 44 : Equation estimant la part de I'oxydation du glucose (Gox) et de celles des lipides
(Lox) a partir de la VO, et la VCO, mesurée en cage de calorimétrie indirect@Even et Nadkarni
2012).

5.2. Les souris CD36 (-/-) ne présentent pas d’augmtation de la DE ni de l'activité

mais une oxydation des lipides plus importantes ergime HL isio4

Nous avons présenté tout d’abord les données £ Jde Qr, I'activité totale en période nocturrie e
diurne au 8™ jour de régime HL pour les souris CD36 (+/+) et3B-/-) en régime HL Isio4 et

Palme
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Figure 45 : Impact d’'un régime HL riche en huile 1S04 (AG insaturés) ou riche en huile de
palme (AG saturés) chez des souris CD36 (+/+) (cale de gauche) et CD36 (-/-) (colonne de
droite) sur la DE (figures 45 A & D), le Qr (figures 45 B & E) et I'activité totale (figures 45 C &
F). Ces 3 paramétres sont présentés &lf pur de régime HL. La DE exprimée en kcal/h esheaée a la

masse en grammes pour chaque souris. Moyenne +nsef¥B/ groupe ; test de Student *p<0,05 ; ** p<Q,0
***pn<0,001.

En régime NL, les souris ne présentent de modificaie la DE (données non présentées). Apres 8
jours de régime HL isio4 ou palme, aucune difféeesignificative n’est observée entre les souris
sauvages et CD36 (-/-) quel que soit le régimeufieig 45 A & D). Pour affiner cette donnée, nous
avons analysé la DE sur la journée et la nuit. Cerattendu, la DE des deux types de souris est plus
élevée la nuit que le jour ce qui cohérent avecdetivité. Comme le montre les figures 45 A&D, les

souris sauvages et CD36 (-/-) dépensent la mémetitfua’énergie quel que soit le régime et le
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moment de la journée. L'activité des souris enméggHL Isio4 et Palme est similaire chez les souris
sauvages (figure 45C) comme chez les souris CD36(figure 45F). Pour appréhender le substrat
énergétique utilisé par les souris, nous avonséstie Qr. Le jour, période de faible consommation
alimentaire, les souris sauvages ont un Qr pllsefat plus proche de 0,7 que les souris CD36 (-/-)
Ce résultat traduit probablement une meilleurgsation des AG endogénes (Koonen et al., 2007 ;
Koonen et al., 2005). De maniére intéressantesdass CD36 (-/-) nourries avec le régime HL isio4
présentent un Qr plus faible qu'en régime HL pakemepériode nocturne (J8 P=0,05). La méme
tendance est retrouvée en période diurne mais igoifisative. La prise alimentaire de ces souris
étant plus faible, I'utilisation accrue des lipidgsckés au niveau du tissu adipeux pourrait étee u
piste d’explication de la différence de Qr. Afinmiéeux comprendre I'évolution de la DE, du Qr et de
I'activité en fonction de la chute de prise alingérd, une cinétique a été effectuée en régime HL. D
plus, la part des lipides et du glucose oxydésasulée sur la base des formules de Patrick Even a
partir de VQ et de la VCQ@ (Even et Nadkarni 2012). Aucune différence de DE, et d’activité
n'étant observé en fonction du régime chez lesis@auvages, nous avons choisi d’analyser par la
suite uniqguement les deux régimes HL chez les s@i36 (-/-). Cette expérience a été menée sur un

nouveau lot de souris femelles CD36 (-/-) agéeBda 15 semaines.
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Figure 46 : Impact d'un régime HL riche en AG insaurés (huile Isio4) ou riche en AG saturés
(huile de palme) chez des souris CD36 (-/-) sur RE (figure 46A), la prise alimentaire (figure
46B), le Qr (figure 46C) et I'activité totale (figire 46D). Moyenne + serm=3-4/ groupe ; test de
Student *p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.
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Cette expérience nous permet de confirmer que séegesouris CD36 (-/-) nourries avec régime HL
Isio4 ont une chute de la prise alimentaire. Deffidqtéressante, ce phénomeéne est présent déss3 jou
de régime HL (P=0,006) (figure 46B). Cette modifiza est associée a une tendance de la chute de la
DE qui s’observe dés 4 jours de régime HL isiod'atcentue entre 4 et 8 jours de régime HL (Figure
46A). En paralléle, on observe une diminution’detivité globale dés 5 jours et significative a8
jour de régime (P=0,047) (figure 46D). En ce quiaarne le Qr, celui-ci est plus faible dés 4 jales
régime chez les souris CD36 (-/-) en régime HL4stomparé a celles nourries avec le régime HL
palme (P=0,04) (figure 46C). Ces données confirment précédentes (Figure 45E). Notons
cependant que la diminution de la prise alimentagteun peu moins rapide que celle observée dans
I'expérience précédente. La masse et la compositioporelle n'ont pas pu étre évaluées dans cette
expérience. Cependant, ces données indiquent gpeemaier effet est une diminution de la prise
alimentaire, puis de la DE et enfin de I'activitéa chute de masse rapide ne peut pas étre expliqué
par I'activité globale ou la DE qui n'est pas inguchez les souris CD36 (-/-) en régime HL isio4.
Cependant, un Qr plus faible peut peut-étre indiqune utilisation accrue des lipides ingérés mais
surtout stockés puisque la prise alimentaire dimite fagon progressive tout le long du régime HL.
Afin de déterminer, si la chute de masse adipeasé §tre corrélée a une oxydation des lipides plus
importante chez les souris CD36 (-/-) en régimeisid4, la part des lipides et du glucose oxydés es

présentée en figure 52, en période diurne et éadeenocturne.
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Figure 47 : Impact d’'un régime HL riche en AG insaurés (huile Isio4) ou riche en AG saturés
(huile de palme) chez des souris CD36 (-/-) sur Kgdation des lipides et du glucose en périodes
diurne et nocturne. Les formules utilisées sont celles proposées paidReEven (Even et Nadkarni 2012).
Moyenne + sem. N=3-4/ groupe ; test de Student *p50Q ** p<0,01 ; ***p<0,001.

De facon intéressante, les souris CD36 (-/-) emmédHL isio4 oxydent plus le glucose les premiers
jours de régime HL, en particulier en période nowuentre le 2" et le 6™ jour de régime (figure
47), c'est-a-dire pendant la période de prise almes. Peu de différence d’oxydation du glucose
n'est observable entre les 2 groupes en périodaaliout le long du régime (figure 47). Un captate
une utilisation accrue du glucose chez des soudi86C(-/-) en régime HL est cohérent avec la
littérature (Hajri et al., 2002) et I'hypoglycénmmmesurée a 9 h du matin a I'état nourri (Tablegu 11

n=6 CD36 (+/+) D36 (-/-)

g/l NL HL ;‘7'°4 HL ':"7"'“9 HFHS J7 NL HL isio4 )7 HL ';’;"“e HFHS J7

(6] 0,82:0,04 | 068:005 | 072:001 | 090:0,07 | 0744002 | 1,13:0,08**# | 0741002 | 1,0940,08
Glycemie | 1,11:0,05 | 1,51+0,08** | 097¢0,06 | 1510,1** | 1,15:008 | 0,62:0,07***# |0,75+0,06**#| 1,120,114

Tableau 11 : Parametres plasmatiques de souris CD36/+) et CD36 (-/-) soumises a 4 jours de

régime NL puis a 7 jours de régime HL riche AG insturés (huile Isio4), ou en AG saturés (huile
de Palme (40% lipides (m/m)) ou HFHS (research Diet°D03062301).Concentration en TG (kit
Biomérieux) et en glucose (kit Diasys) plasmatigqmesurées a partir deide plasmaMoyenne + serm=4-

6/ groupe ; test de Student comparaison NL/HL *@80, ** p<0,01 ; ***p<0,001. Comparaison CD36 (+/+)
et CD36 (-/-) # : p<0,05.
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De plus, en période nocturne, I'oxydation des kgi@st plus importante chez les souris CD36 (-/-) a
partir du 2™ jours au 8" jour de régime HL isio4 comparé au régime HL pal(d& P=0,00159)
(figure 47). On retrouve une oxydation des lipidgalement en période diurne chez les souris CD36
(-/-) nourries avec un régime HL isio4 entre {8%&t le 8 jour de régime (figure 47). Ces résultats
indiquent que le Qr plus faible s’expliquerait pare oxydation des lipides plus importante chez les
souris CD36 (-/-) nourries avec un régime HL isamnparé aux souris CD36 (-/-) avec un régime
palme. Il est important de signaler que ce réspkat paraitre surprenant puisque CD36 joue un rble
important dans le captage et I'oxydation des lipidel niveau musculaire mais pas au niveau

hépatique.

En conclusion, la chute de masse corporelle et thst adipeux observée chez les souris déficientes
en CD36 nourries avec un régime HL isio4 ne s’exple pas par une augmentation de la DE ni de
lactivité. La diminution de Il'activité physique peorait participer a la diminution de la prise
alimentaire. Une augmentation de I'oxydation depilles associée a un Qr plus faible en période
nocturne a été observée. Comme la prise alimentdgiiminue tout le long du régime HL, on peut
supposer que les souris déficientes en CD36 oxydsuns les lipides stockés au niveau du tissu

adipeux.
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Le régime HL isio4 déclenche une malabsorption

Intestinale des lipides chez les souris CD36 (-/-)

Un autre phénomeéne pouvant expliquer la chute dssenaorporelle chez les souris CD36 (-/-)
nourries avec un régime HL isio4, pourrait étre om@ns bonne absorption des lipides alimentaires
qui constituent le macronutriment majoritaire deégime. Pour vérifier cette piste, nous avonsiétud

la perte fécale en lipides, la sécrétion intestimd¢s TG, I'hypertriglycéridémie post prandiale et

I'expression des genes impliquées dans la synthe&s€M.
1. Protocole

L'ensemble des investigations suivantes a nécepgigieurs lots de souris. Nous avons toujours
observé les effets déléteres du régime HL isio& dbs souris CD36 (-/-) mais avec une certaine
variation dans la cinétique de l'effet (3 a 10 pen considérant la variation de masse corporelle).
C’est pourquoi, par la suite nous avons réaliséebgsériences a partir du moment ou la masse
corporelle des animaux transgéniques était sigtifiement différente des souris témoins.

Perte fécale en lipides
La perte fécale a été estimée sur 24h en récuplraagralité des féces et en extrayant les lipide
selon le protocole de (Mataki et al. 2007). Elleegrimée en pourcentage de la quantité de lipides

excrétés sur le pourcentage de lipides ingéréppar

Sécretion intestinale et clairance des CM

La sécrétion des TRL a été estimée en gavant lesssavec 0,5ml de I'huile présente dans leur
régime suite a un jeun de 6h. Pour inhiber la LBhe injection en rétroorbital de tyloxapol
(500mg/kg) a été réalisée 10 minutes avant le gavagns ces conditions, les TG mesurés au niveau
sanguin (par prélévement au niveau de la queu€) lsonésultante de la sécrétion des VLDL
hépatiques et des CM intestinaux. Cependant, comréeisé en introduction, en période post
prandiale la sécrétion des CM est majoritaire. {esirquoi nous estimons que les TG mesurés dans

ces conditions réflétent la sécrétion des TRL tirtaax (Kit PAP 150, Biomérieux).
La taille des CM a également été estimée 4h amegalage en présence de tyloxapol. Aprés

centrifugation des échantillons de sang a 2500gig@n20 minutes a température ambiante, les

plasmas ont été récupérés puis recentrifugés 20g§¥ndant 20 minutes et la taille des lipoprotine
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a été évaluée par diffusion dynamique de la lumi@meDLS pour Dynamic Light Scattering). Cette
technique spectroscopique, basée sur la vitesdépglacement des particules (fonction de leur Jaille

permet d’évaluer le diametre de particules en sugpe dans une solution.

Hypertriglycéridémie post prandiale

Afin de vérifier I'hypertriglycéridémie observéel'état nourri en cages physiologiques, nous avons
gavé des souris CD36 (+/+) et CD36 (-/-) avec 0,8'huile Isio4 ou d’huile de palme tous les jours
pendant 10 jours, une fois par jour. Les souriseBtanourries avec des croquettes standard de
laboratoire (Mucedola 3% lipides (m/m)) afin deatétiner si une surconsommation d’huile Isio4 ou
d’huile de palme influence I'hypertriglycéridémiest prandiale. La lipémie est mesurée at"™1L0

gavage toutes les heures pendant 6h (prélevemeaindepar la veine de la queue).

Régulation de génes

Suite aux régimes HL, les souris ont été sacrifeééd'®tat nourri & 9h du matin. Lors du sacrifice
lintestin a été divisé en 3 parties égales. Lesqueuses jéjunale et iléale, correspondant
respectivement aux®® et 3™ segments, ont été récupérées par grattage puigélées avant
extraction. L'extraction des ARN a été réaliséaadé de colonne Qiagen. Une Reverse Transcriptase
PCR est réalisée a partir de 500g d’ARN (kit Apgli¢igh-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
Applied Biosystems). Une PCR quantitative en temndgs est réalisée a partir de 10ng d’ADNCc. Les
amorces utilisées sont inventoriées en Tagman Apgtied Biosystems (Life technologies). Les
conditions d’hybridation des amorces sont : 60°@iiute.

2. Impact du régime HL isio4 chez les souris CD36/{) sur la

morphologie intestinale

Comme le montre le tableau 12, en régime HL isled,souris CD36 (-/-) présentent une moindre
épaisseur de la muqueuse intestinale (masse tkestiim/ longueur) ce qui laisse supposer qu'@lds
une surface d'absorption moins importante. Sigralqu’en régime NL, les souris CD36 (-/-) ne
présentent pas de différence d’épaisseur de mugueiestinale, comparés aux souris sauvatese
Trang THI THU TRANG, 2011Fe résultat suggére que contrairement aux ssaugages, le régime
isio4 n'est pas a I'origine d’une prolifération éstinale chez les souris CD36 (-/-) (Petit et2007).

De plus, cette moindre adaptation pourrait en @agkipliquer une augmentation de la perte fécale

observée chez les souris CD36 (-/-).
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Masse de tissu relative CD36 (+/+) CD36 (-/-) Test
Estimation de la surface d'absorption 30,60 = 0,7 26,10 + 0,9 xk

masse (mg) / longueur (cm)

Tableau 12 : Estimation de la surface d’absorptiorde la muqueuse intestinale chez des soruis
femelles sauvages et CD36 (-/-) soumises a un régifdL isio4 et sacrifiées a I'état nourri.
Moyenne + sem. n=5 ; Test de student, * P < 0.05;P < 0.01; **P <0.001.

Cette absence d'adaptation de la surface a lan@melipides du régime pourrait conduire a une mal
absorption des nutriments et en particulier daddg Pour tester cette hypothése nous avons mesuré

par la suite la perte fécale en lipides.

3. Les souris CD36 (-/-) présentent, seulement eagime HL riche

en huile Isio4, une perte fécale en lipides.

Dans le but de déterminer si les souris CD36 (pk¢sentent en régime HL Isio4 ont une
malabsorption des lipides, nous avons mesuré, dansemier temps, les lipides présents dans les

féces.

us 7¢™¢ jour de régime HL Souris CD36 (-/-)

% lipides excrétés / % lipides ingérés
—_—
9% lipides excrétés /% lipides ingérés
—

CO36(+/+)  CD3B(/)  CO3B+/+)  CD36(/) Isiod Palme Isiod Palme

Isiod Palme Jour 3 lour B

Figure 48 : Perte fécale en lipides totaux chez desuris CD36 (+/+) et CD36 (-/-) nourries avec
un régime HL riche en AG saturés (huile Isio4) etre AG saturés (huile de palmg Les lipides ont
été extraits selon le protocole de Mataki et alQ2 A) Perte fécale en lipides chez des souris€CP3+) et
CD36 (-/-) aprés 7 jours de régime HL. B) Perteatécen lipides chez des souris CD36 (-/-) aprés & jpurs
de régime HL. Moyenne + sem. n=5-6/ groupe. Tes$tddent *p<0,05.
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Le régime HL Isio4 conduit a une augmentation dpdee fécale en lipides totaux chez les souris
CD36 (-/-) nourries avec un régime HL Isio4 compaméx souris CD36 (+/+) nourries avec le méme
régime (figure 48A). Il est important de signaleileda perte fécale en lipides est augmentée clsez le
souris CD36 (-/-) en régime HL isio4 dés 3 joursréigime et s’aggrave avec le temps du régime
(Figure 48B). Ces données sont dépendantes detdigude lipides dans le régime puisque les souris
CD36 (-/-) en régime NL ne présentent pas de gédae plus importantes (données de I'équipe non

présentées ; (Nauli et al., 2006)).

Ce résultat démontre que les souris CD36 (-/-)gu&nt une malabsorption des lipides au niveau

intestinal uniquement quand le régime contientgna@de quantité d’huile isio4.

4. Les souris CD36 (-/-) présentent un recrutemerde la partie

iléale seulement en régime HL Isio4.

En situation de mal absorption, la partie distad'ititestin est recrutée pour compenser la moindre
efficacité jéjunale. En effet, les lipides non abgs au niveau jéjunal, se retrouvent au niveau de
l'iléon et induisent I'expression des genes impdigiuans leur absorption (de Wit et al., 2008). Pour
vérifier cette hypothése, nous avons mesuré l'esgiva des génes impliqués dans I'absorption

intestinale qui sont régulés par les lipides aeaivde I'iléum.

Un recrutement de la partie iléale semble exidter des souris CD36 (-/-) en régime HL Isio4 (figur
49). En effet, un taux d’ARNm plus élevé de I'Ap@B=0,046), de la MTP (P=0,048) plus élevé que
chez les souris sauvages (Figure 49). Le taux NWR_-FABP est plus élévé en régime HL isio4
gu’en régime HL palme chez les CD36 (-/-) (P=0,049)
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Figure 49 : Mesure de I'expression des principauxenes impliqués dans I'absorption des lipides
et la synthese des chylomicrons au niveau du l'iléu de souris CD36 (-/-) et CD36 (+/+)
correspondantes apres un régime riche en AG insatés (huile Isio4) ou riche en AG saturés
(huile de palme).Les ARN totaux de la muqueuse jéjunale ont étéya@alpar PCR quantitative en temps
réel. Les données obtenues ont été normaliséeka @6B4 et rapportées aux valeurs des souris céesrd_es
résultats sont exprimés en taux d’induction. Mogernsem N=5-6/groupe ; test de Student *p<0,05; **
p<0,01 ; ***p<0,001 : comparaison entre les sour8D36 (-/-) et CD36 (+/+).[] : comparaison entre les
souris CD36 (-/-) en régime HL Isio4 et les so@I336 (-/-)en régime HL palme.

Ces données confirment gu'il existe bien une malagdt®n jéjunale chez les souris CD36 (-/-)

nourries avec un régime HL isio4.

On peut donc en conclure, a ce stade, que la cldgemasse corporelle, portée par une diminution
de la masse grasse observée chez les souris CI33en¢urries avec un régime HL riche en AG
insaturés, peut s'expliquer par une diminution da prise alimentaire, de I'absorption des lipides et
une augmentation de I'oxydation des lipides. L'efféu régime HL isio4 chez les souris CD36 (-/-)
est sans doute trés délétére au niveau intestinsbgue de fagcon surprenante nous observons une
chute de la prise alimentaire associée a une pefteale en lipides accrue. Les défauts de
morphologie intestinale associés a une malabsomptaes lipides suggérent que la synthése des CM

est altérée.
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5. La consommation d’une grande quantité d’Huile |84 riche en
AG Insaturés est associée a une hypertriglycéridémi post
prandiale plus importante qu’avec un régime riche a huile de

palme chez les souris CD36 (-/-).

5.1 Estimation de la sécrétion des TG intestinaux
Une des pistes pour expliquer la malabsorption liggdes alimentaires pourrait étre un défaut de
formation et de sécrétion des CM face a l'arrivaene grande quantité de lipides. Pour estimer la
capacité de l'intestin & sécréter des CM dans @editions, nous avons évalué dans un premier temps
la sécrétion des CM en inhibant la LPL par injettae tyloxapol 10 minutes avant une charge en

lipides.
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Figure 50 : Sécrétion de TG suite a un gavage d’Heilsio4 ou d’huile de palme chez des souris
CD36 (+/+) et CD36 (-/-) soumises a 4 jours de régeés HL riches en AG insaturés (Huile Isio4)
ou en AG saturés (huile de palme)A) Suivi de la sécrétion de TG plasmatiques tolgeheures pendant

4h suite & une charge en lipides. B) Sécrétion @etfi aprés gavage. C) Taille des lipoprotéines mpiatsques
mesurés par DLSMoyenne + serm=5-6/ groupe ; test de Student *p<0,05 ; ** p<0,01**p<0,001.

Les souris CD36 (-/-) sécrétent significativemewima de TG a partir de 2h aprés le gavage comparés

aux souris sauvages correspondantes (figure 50gfféfy 4h aprés gavage, les souris CD36 (-/-) en
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réegime HL palme sécrétent environ moitié moins d& Tomparés aux souris sauvages
correspondantes (Palme : P=0,009). De plus, ilimsressant de noter que cet effet est moins
prononcé lorsque les souris CD36 (-/-) sont nosirdeec un régime HL isio4 comparé au régime
palme (Figure 50). En effet, les souris CD36 R)régime HL isio4 sécretent environ 35% de moins
de TG 4h aprés gavage comparés aux souris saueaigespondantes (P=0,014) et sécretent plus de
TG que les CD36 (-/-) en régime HL palme (P=0,04i@ure 50B). Ce résultat pourrait s'expliquer
par 'impact de AGS comme inducteurs moins puissdatla formation des CM.

Les CM isolés du plasma des souris CD36 (-/-) gimré HL isio4 semblent étre de plus petite taille
gue ceux seécrétés par les souris témoins (P=CF)ré 50C). Si cette expérience est reproduite, ce
résultat pourrait corroborer les données de léréiture selon laquelle les souris CD36 (-/-) séatét
moins de CM qui sont de plus petite taille (Drogeal., 2005 ; Nauli et al., 2006 ; Nassir et2007).

5.2. Estimation de I'hypertriglycéridémie post prardiale

Puisque la taille des CM et le niveau de sécrédimd G intestinaux influencent I'activité de la LPL,
ces données peuvent modifier la triglycéridémie poendiale. Cette piste est étayée par la makure
taux de TG plasmatique a 9h du matin chez les sowanirries (Tableau 12). En effet, les souris CD36
(-/-) présentent une élévation de la triglycéridenmiquement en régime HL Isio4 durant I'expérience

en cage physiologique.
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Figure 51 : Suivi de triglycéridémie post prandialesuite a un gavage d’huile Isio4 ou d’huile de
palme au 16™ jour de gavage chez des souris CD36 (-/-) et ctas souris CD36 (+/+).

(A) Résultats d’hypertriglycéridémie mesurée toltss2h pendant 6h. La concentration des TG plasmes
est mesurée a partir de2 de plasma (kit PAP 150 Biomérieux). B) Calculai@ sous courbe par la méthode

des trapézes. Moyenne + sem. n=5-6/ groupe. gdeStudent *p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.
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Les souris sauvages ont une légére augmentatida theglycéridémie qui est significative a 2h
(Palme : P=0,025 ; Isio4 : P=0,037) (Figure 51A)elte que soit I'huile considérée. Cependant, 6h
apres gavage, la triglycéridémie post prandialstrpas différente de la triglycéridémie basalee Ell
n'est pas affectée par 10 jours de gavage d’hdikz des souris sauvages quelle que soit I'huile
considérée. Ces résultats suggérent que dans rmaiti@os, les lipoprotéines intestinales richedén

sont efficacement dégradées par la LPL et captiéa@ment au niveau des tissus.

Au contraire, chez les souris CD36 (-/-), on obsemne hypertriglycéridémie post prandiale plus
élevée que ce soit avec de I'huile Isio4 comme’liglé de palme comparés aux souris sauvages
apres 2h et 4h de gavage. De facon intéressahygeftriglycéridémie est aggravée chez les souris
CD36 (-/-) puisque celle-ci est significativemerus élevée a 2h (P=0,03) et 4h aprés gavage
(P=0,004) avec I'huile Isio4 comparée avec I'hdiepalme (figure 51A). De plus, la triglycéridémie
caractérisée par la surface sous courbe (Figurg B&Benviron 2 fois plus élevée chez les souris
CD36 (-/-) apres 10 jours de gavage avec I'huil@di€omparés celle obtenue avec 'huile de palme.
Puisque cette hypertriglycéridémie ne s’expliqueras par une augmentation de la sécrétion des TRL
intestinales puisque les souris CD36 (-/-) séctéteins de TG en régime NL (Nauli et al., 2006) et

HL (Figure 54), ce résultat peut étre la conségeisans doute d’une inhibition de la LPL.

En plus de la taille des CM, le taux d’AG libresoifnestérifiés) circulants comme précisé dans
l'introduction est aussi un inhibiteur puissantl@etivité de la LPL (Goudriaan et al., 2005). @ett
hypothése est d'autant plus valide que les soWdi36J-/-) sont caractérisées par un défaut de gapta
des AG au niveau du tissu adipeux et du musclei(eagl., 2002 ; Coburn et al., 2000).

Comme le montre la figure 52, l'augmentation d€% lbres au niveau plasmatique est significative
uniqguement chez les souris CD36 (-/-) aprés lemédiL Isio4 comparés au régime HL palme (X
1,8) (P=0,0023) et comparés aux souris sauvagegspandantes (X4) (P=0,0017) (figure 52).
L'aggravation de I'hypertriglycéridémie post praaidi en régime HL isio4 chez les souris CD36 (-/-)
comparé aux souris CD36 (-/-) nourries en régimeRdlme peut par conséquent s’expliquer par une

élévation du taux circulant d’AGL.
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Figure 52 : Taux plasmatiques des AGL chez les saarCD36 (+/+) et CD36 (-/-) aprés 7 jours de
régime HL riche en AG insaturés (huile Isio4) et eAG saturés (huile de Palme)Le prélévement a
été réalisé en rétro orbitale chez les souris &étdt nourri ». Moyenne + sem. n=4-6/ groupe. TastStudent
*p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.

L’élévation plus élevée du taux d’AGL chez les $9@D36 (-/-) nourries avec un régime HL isio4
peut étre le reflet de la fonte du tissu adipeuseokée uniquement dans ces conditions. Elle peat ét
également le reflet d'une inefficacité de captage AG provenant en particulier des CM par les sissu

(cohérent avec le phénotype CD36) associée a greeniation du spillover.

En résumé, une consommation excessive d’huile ist#ez les souris CD36 (-/-) est a l'origine
d’'une moins bonne capacité d’absorption des lipidesociée a une plus faible capacité d’hydrolyse
des CM (taille des CM et taux d’AGL circulants ékv Ces altérations retentissent sur
I'hypertriglycéridémie post prandiale qui est aggee par le régime HL isio4. Ces données
suggerent que le métabolisme de synthése des CMne#ts efficace chez les souris CD36 (-/-)

nourries avec un régime HL isio4.

6. Les CD36 (-/-) présentent une synthese des CM m® efficace

en régime HL riche en huile Isio4 au niveau jéjunal

Comme l'adaptation du métabolisme intestinal aelaetrr en lipides du régime est en particulier
médiée par I'induction coordonnée des protéinedigu@es dans la formation des CM, l'effet du
régime HL isio4 sur I'expression des protéines immes dans le métabolisme intestinal des lipides a

été analysé. Pour cette étude, I'effet du régimeatété a été mesuré uniquement avec I'huile Isio4.
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Figure 53 : Mesure de I'expression des principauxenes impliqués dans I'absorption des lipides
et la synthése des CM chez des souris CD36 (-/-)336 (+/+) aprés 7 jours de régime HL riche
en huile Isio4 Les ARN totaux de la mugueuse jéjunale ont étéyséalpar PCR quantitative en temps réel.
Les données obtenues ont été normalisées par |d 86Bapportées aux valeurs des souris controles L
résultats sont exprimés en taux d’induction. Mogeansem. N=5-6/groupe ; test de Student *p<0,05; *
p<0,01 ; ***p<0,001.

En accord avec notre hypothése, I'analyse de ladi$3 montre que la majorité des génes impliqués
dans la formation des CM ont un taux d’ARNm d’eonir25 a 30 % plus faible que celui retrouvé
chez les souris sauvages. C'est en particulierake pour des génes limitants de la synthése des
chylomicrons : MTP (P=0,0035), L-FABP (P=0,041)r2%a(P=0,033) ; ApoAlV (P=0,009). L'effet
observé n’'est pas global puisque certains génesneol@m DGAT1 impliquée dans la réestérification
des AG en TG ou NPC1L1 qui est impliqué dans I'ghison du cholestérol, ne sont pas modifiés. Le
captage des AGLC ne semble pas modifié puisque BARTsemble pas étre différent entre les 2
groupes.

La synthése des CM parait donc moins efficace peidg taux d’ARNm MTP en charge de la
lipidation de I'apoB48 est plus faible chez les D36 (-/-). Les quantités d’ARNm L-FABP,
responsable du bourgonnemnt des PCTV vers I'agpdgebolgi ainsi que de Sarlb en charge de la
fusion des PCTV avec I'appareil de Golgi sont gaibles également chez les souris CD36 (-/-).

Ces données suggeérent qu’en régime HL isio4, leess€D36 (-/-) ne s’adaptent pas a la teneur en
lipides du régime et de ce fait ont une moins boceqgacité d'absorption des lipides qui explique

certainement la perte fécale observée et le ddtasécrétion des CM.
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On peut donc en conclure a ce stade, que la chuéendasse corporelle et de la masse grasse
observée chez les souris CD36 (-/-) nourries avecrégime HL isio4 peut s'expliquer en partie
par :

[

Une diminution de la prise alimentaire (probablemigii#e a une aversion pour le régime)

e

Une induction de I'oxydation des lipides au nivede I'organisme

=

Une malabsorption des lipides au niveau intestingdractérisée par une perte fécale en
lipides, un recrutement de la partie iléale, et um@oindre activation des génes impliqués
dans la synthése des CM

L’ensemble de ces altérations est associé a uneragdion de [I'hypertriglycéridémie post
prandiale qui est due a un défaut de la clairancesd TRL. CD36 est donc indispensable a
'adaptation du métabolisme intestinal a la teneen lipides du régime de maniere surprenante

particulierement quand celui-ci est riche en d’AGLi@saturés.

L'ensemble de ces données nous permet d'établihypethése quant a la cinétique de I'effet d’une
surconsommmation AGLC mono et polyinsaturés chezdeirris CD36 (-/-). La diminution de la prise
alimentaire qui apparait dés I& jbur est associée dés [&"3our avec une perte fécale en lipides. Ces
deux effets sont a I'origine de la fonte de la reagmasse puisqu’elle n’apparait qu'atigour de
régime. Ces arguments suggerent un role majew sighlére intestinale. Cette hypothése pourrait étre
vérifiée en utilisant un modele de souris CD36) (spécifique au niveau intestinal qui répondrait
définitivement a notre hypothése d'une origine stiteale du phénotype étudié. CD36 semble donc a
ce stade essentiel a une absorption efficace ddsCA@saturés, et surtout Polyinsaturés puisque

I'huile de palme contient aussi des AGMI, majoriganent de 'OA.
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La consommation d’un régime HL riche en AG insaturé est
associee a une endotoxémie chez les souris CD34§ &t une

augmentation de la perméabilité intestinale

La contribution de I'intestin dans la mise en plded’effet délétére de I'lsio4 chez les CD36 (gt
rappelons le peut étre léthal, nous a conduit asager un effet toxique associé a I'absorption de
grande quantité de ces lipides, pouvant étre ligatpar exemple, que les CM transportent le LPS
(Ghoshal et al., 2009). Le LPS est un lipopolybadde qui provient de I'hydrolyse des membranes
des bactéries Gram (-). Le LPS est composé d’udelip qui a une activité pro-inflammatoire. En
effet, le lipide A se lie a TLR4 et au CD14 au rivedes cellules épithéliales, immunitaires,
adipocytaires et déclenche la sécrétion de cytskimdammatoires (Moreira et al., 2012 ; Fabienne
Laugerette et al., 2011 ; Park et Lee 2013 ; Baramb al., 2008).

Puisque les CM transportent le LPS avec les lipalesentaires, 'absence de CD8# I'altération

de la clairance de ces lipoprotéines pourrait aétler en régime Isio4 une endotoxémie plus élevée
associée a une hypertriglycéridémie post prand@dtte hypothése est d’autant plus valide que Cani
et al., ont montré gu'un régime HL favoriseraitplelifération des bactéries Gram (-) dont la paroi
contient du LPS (Cani et al., 2008).

1. Protocole

100uL de sang ont été prélevé a 9h du matin eo-oéhital chez les souris sauvages et CD36 (-/-)
nourries avec un régime NL puis avec un régime bib4i et palme pendant 8 jours. Dans ces
conditions, chaque animal était son propre témbéndosage du LPS a été réalisé sur la plateau
lipidomique LAP (UMR INSERM U866 / Université de Bigogne). Ce protocole fait actuellement

I'objet d’'un dépdt de brevet.

Pour appréhender le mécanisme a I'origine de I'emdnie post prandiale, les souris ont été mises a
jeun a 12h puis gavées a 19h (heure de passagrida Ja nuit et début de la reprise alimentaire).
Elles ont été sacrifiées 4h aprés le gavage afimegurer les ARNm des récepteurs du LPS et de sa

détoxification selon le protocole décrit précédemine

La perméabilité intestinale a été mesurée en gdearsburis avec du dextran FITC 4000 (600mg/kg —
125mg/ml dans du PBS) et en mesurant la fluorescetasmatique 4h aprés gavage (Excitation :
485nm ; Emission : 535 nm- Fluorimétre Perkin Elvigtor 3, USA).
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2. Les souris CD36 (-/-) présentent une endotoxémielus

importante aprés un régime HL riche en huile Isio4

Le LPS a été dosé au niveau plasmatique tout dlattoez des souris sauvages et CD36 (-/-) femelles
nourries avec des croquettes standard de labaratfiir de savoir si la déficience en CD36 condtisai
a une modification du taux basal circulant de LIP8is, nous avons déterminé I'endotoxémie chez les
souris sauvages et CD36 (-/-) nourries avec a gimee HL Isio4 et palme comparés aux souris
sauvages correspondantes (état nourri).
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Figure 54 : Mesure de I'endotoxémie chez des soursauvages et CD36 (-/-) femelles nourries
avec un régime NL et HL riche en huile isio4 ou hilg de palmeA) Mesure de la concentration
plasmatique de LPS chez des souris CD36 (+/+) eB&D/-) nourries avec des croquettes standard de
laboratoire (Mucedola, 3% lipides (m/m)), et B) Mesde la concentration plasmatique de LPS chexsdasds
CD36 (+/+) et CD36 (-/-) aprés 8 jours de régime Hiche en huile Isio4 ou riche en huile de palma. L
guantité de LPS en régime HL est ramenée a la geat¢ LPS en régime NL correspondant et exprinme e
taux d'induction. Moyenne + sem. n=7-12/ groupesttde Student *p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.

En régime standard sous forme de croquette, audifigeence de taux de LPS circulants chez les
souris sauvages et CD36 (-/-) n'est observée @ig4dA). De plus, le régime HL palme (Figure 54B),

induit une augmentation similaire du LPS circulariiez les souris sauvages et CD36 (-/-), environ
X2 (CD36 (+/+) P=0,00012 ; CD36 (-/-) : P=0,000Dk facon intéressante, seul le régime HL riche
en huile de palme et donc en AG saturés induitauggmentation de I'endotoxémie chez les souris
sauvages, puisque chez celles-ci, un régime Hle richhuile Isio4 n’induit pas une augmentation de

I'endotoxémie (figure 54B).
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Par conséquent, nos données confortent cellesgeghiiémontrant que la qualité des AG du régime
alimentaire peut influencer le niveau d’endotoxémpiest prandiale chez les souris sauvages
(Laugerette et al., 2012). De facon intéressamterégime HL Isio4 déclenche une induction de
I'endotoxémie plus importante chez les souris C[P3§ que le régime palme (P=0,0128) (figure

54B). L'induction de cette endotoxémie est tresangmnte puisqu’elle est trois fois supérieure decel

observée chez les souris sauvages nourries aveéree régime (P=0,008). Ce résultat suggére un
nouveau role de CD36. En effet, CD36 serait néaessal contrble de I'endotoxémie suite a la

consommation d’'un régime HL riche en AG Insaturés.
L'origine de cette élévation d’endotoxémie peukpl@uer en particulier par :

+ La moins bonne clairance des CM qui augmente Ipseate résidence des CM contenant
potentiellement du LPS

4+ Un défaut de détoxification du LPS au niveau imtes$tvia les alcalines phosphatases
intestinales (IAP) situés au niveau apical desreniges (Lynes et Widmaier 2011). Elles
diminuent la toxicité du LPS en le déphosphorylgdyama et al., 2002 ; Lallés 2014)
empéchant ainsi sa liaison avec ses ligands notamm&4 (B. S. Park et Lee 2013)

i

Une induction de la réponse inflammatoire intedtinvéa I'activation par liaison du LPS
sur le complexe TLR4/CD14 (Guo et al. 2013)

Une augmentation de la perméabilité intestinale

i

Pour vérifier ces différentes hypothéses, nous sivdans un premier temps, mesuré I'expression
génique de I'lAP, TLR4, CD14, les 2 principaux néeirs au LPS au niveau intestinal et la FIAF (ou
Angptl4), régulée par le microbiote qui inhibe tiaité de la LPL et la prise alimentaire et module

| ‘adiposité (Backhed et al., 2007).
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Figure 55 : Mesure de I'expression génique de TLR@), CD14 (B), IAP (C) et I'Angptl4 (FIAF)
(D) au niveau du jéjunum de souris CD36 (+/+) et CB6 (-/-) soumises a 4 jours de régime HL

riche en huile Isio4 ou huile de Palmeles ARN totaux de la muqueuse jéjunale ont été/adalpar PCR
guantitative en temps réel. Les données obtenuet®@mormalisées par la 36B4. Les résultats srptimés en
taux d'induction. Moyenne + sem. N=5-6/groupe. TaesStudent *p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.

Comme le montre la figure 55, un taux d’ARNm sigrifivement plus faible de I'|AP est observé
chez les souris CD36 (-/-) en régime HL Isio4 cordmaux souris sauvages soumises au méme régime
(P=0,033) (figure 55C), suggérant une moindre ditaxion du LPS par déphosphorylation.

Les taux d’ARNm jéjunal de CD14 et TLR4 sont plisvés seulement chez les souris CD36 (-/-) en
régime HL Isio4 comparé aux souris sauvages (Fggwsb A & B) (P=0,016 et P =0,05
respectivement). Cette régulation de TLR4 et de £8dggére une induction de la signalisation pro-
inflammatoire du LPS, conduisant a I'activationlekB, ce qui conduit a la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires au niveau intestinal (Caesaalgt2012 ; Santos-Galindo et al., 2011 ; Borner et
al., 2012 ; Stewart et al., 2010). Puisque le Fi@sFest une hormone d’origine intestinale régulée p
la flore intestinale, modulant la lipémie post mhate, I'endotoxémie mais également I'adiposité,
nous avons mesuré également son taux d’ARNm (Béo&hal., 2007).

Par ailleurs, comme le montre la figure 60D, seldsssouris CD36 (-/-) présentent un taux élevé
d’ARNm de FIAF en régime HL isio4 (P=0,05). Cettaliiction spécifique pourrait expliquer en
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partie I'aggravation de I'hypertriglycéridémie p@stindiale observée chez ces souris puisque le FIAF
inhibe l'activité de la LPL. De plus, ce résultat eohérent avec la chute de la prise alimentaire
puisque le FIAF agit comme un facteur anoréxigeémdogéne. (Kim et al., 2010 ; Backhed et al.,
2007).

En conclusion, l'augmentation de I'endotoxémie paait s'expliquer par l'aggravation de
I'hypertriglycéridémie, et par une moindre détoxéition du LPS. De plus I'induction de la voie
TLR4/CD14 suggeére une augmentation de la perméadiintestinale. En effet I'activation de ces
recepteurs par le LPS conduit & une altération deactions serrées (Guo et al. 2013). Sachant par
ailleurs que la sécrétion des CM s’'accumulent datdeur passage des entérocytes vers la lamina
propria a cause a la présence de la lame basaletteaCaccumulation altére transitoirement la
perméabilité intestinale via les jonctions serré®ar conséquent, nous avons estimé la perméabilité

intestinale chez ces animaux.

3. Un régime HL riche en huile Isio4 induit une augentation de

la permeéabilité intestinale chez les souris CD36/{}

L’induction de I'endotoxémie est corrélée a uneraegtation de la perméabilité intestinale chez les
souris CD36 (-/-) en régime HL isio4 (P=0,0009) snaussi en régime HL palme, comparés aux
souris sauvages (P= 0,003) (figure 56A). L'augmtmnade la perméabilité est donc CD36
dépendante. Cependant, cette induction est sigtiifeanent plus élevée avec un régime HL Isio4

(Figure 56A) qu’'avec le régime HL palme (P =0,03).

Pour comprendre le mécanisme a l'origine de cetidification de perméabilité, nous avons mesuré
le taux d’ARNmM de deux protéines impliquées dasgdactions serrées : ZO1 et I'occludine. Comme
le montre la figure 56B, I' augmentation de la péatfnilité intestinale est associée a une diminud®n
I'expression de ZO-1 au niveau génique chez lesis@D36 (-/-) uniguement en régime HL Isio4
(P=0,04). Cependant, aucune différence d'expressienl’occludine n’est observée dans ces

conditions (figure 56C).
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Figure 56 : Mesure de la perméabilité intestinaleX) et de I'expression génique de ZO-1 (B) et
Occludine (C) , 2 marqueurs de jonctions serrées amniveau du jéjunum de souris CD36 (+/+) et
CD36 (-/-) suite a un régime HL riche en huile Isié et en huile PalmeA) La perméabilité intestinale
est mesurée avec la méthode du Dextran 4000-FITCe8souris ont été puis gavées avec 0,5ml d’luglkeur
régime et sacrifiées 4h aprés gavage. Les ARN xotlula muqueuse jéjunale ont été analysés par PCR
guantitative en temps réel. Les données obtenuest®mormalisées par la 36B4. Les résultats sgptimés en
taux d’induction par rapport au groupe contréle ndg HL Isio4. Moyenne + sem. N=5-6/groupe. Test de
Student *p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.

En conclusion, ces résultats confortent I'hnypothésBun passage accru du LPS au niveau
paracellulaire par un défaut des jonctions serrédaissant entrer plus facilement le LPS.
Cependant, cette altération peut avoir pour origirgissi bien l'intestin gréle que le colon. Ces
résultats démontrent que CD36 est impliqué dansnaintien de la perméabilité intestinale en cas

de régime HL isio4.
Afin de mieux comprendre le role de CD36 dans tulation de I'endotoxémie et de 'inflammation

intestinale due a la consommation de régime HLerieh AG insaturés, les résultats suivants se

concentrent exclusivement sur le régime HL richd&®l (Régime Isio4).
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La réponse inflammatoire intestinale est altérée
chez les souris CD36 (-/-)

L’augmentation de la perméabilité intestinale agsoca une diminution de [I'épaisseur de la
muqueuse, laissent supposer qu’'une surconsomnuiliaite isio4 conduit chez les souris CD36 (-/-)

a une altération importante de I'intégrité de laridee intestinale. Parmi les mécanismes mis en jeu
lors des phénomeénes de réparation suite a unesamrdissulaire, citons la production de cytokines
inflammatoires et dans des cas plus délétérestateznent de cellules immunitaires ((de Wit et al.,
2008) ; (Ji, Sakata, et Tso 2011); (Lissner efg@iend 2011)). Comme nous l'avons vu dans
I'introduction, CD36 est indispensable a la prdadutde la cytokine inflammatoire ll3lau niveau

des macrophages (Sheedy et al., 2013) et au rewntales macrophages au niveau du tissu adipeux
(Cai et al., 2012). Par conséquent, notre hypotessgue les souris déficientes en CD36 pourraient
présenter un défaut de réponse inflammatoire agir@ d’'une augmentation de la perméabilité

intestinale et d’'une entrée massive de LPS liéeearéponse inflammatoire moins efficace.

Notre premier objectif a été d'estimer la présedee macrophages au niveau de la muqueuse
intestinale des souris CD36 (-/-) nourries avecrégime NL ou HL isio4, comparées aux souris
sauvages. Puis dans un deuxieme temps, nous aesséia production et la sécrétion de cytokines
pro inflammatoires (TN&, IL1p3, IL6, MCP1).

1. Protocole

La présence de macrophages a été estimée cheautEsssauvages (n=6) et souris CD36 (-/-) (n=6)
nourries avec un régime NL puis avec un régime $ib4i (40% lipides (m/m)). Les souris ont été
sacrifiées a I'état nourries & 9h du matin apriggiis de régime NL ou isio4.

L’'analyse du taux dARNm de marqueurs de macrophd@P68 et Emrl) et de leur recrutement
(CCL2) et des cytokines inflammatoires (TNFa, 1tAleB) au niveau jéjunal a été réalisé par PCR
guantitative en temps réel comme décrit précédernrReisque le mécanisme d’inflammation est lié
a I'absorption des lipides alimentaires, nous avéy@ement estimeé la quantité iL4uite a un gavage
de 0,5mL d’huile isio4 dans le jéjunum de souriavsges et souris CD36 (-/-) nourries avec un
régime HL isio4. Cette étude a été réaliséenmmtern blotting

Ces expériences ont été complétées par I'analysaudiplasmatique des cytokines proinflammatoires
par la technologie Luminex 200&pndée sur le principe de la cytométrie en fluxaliant I'utilisation

de microsphéres fluorescentes et une double leaprés excitation par deux lasers. Cette techmelogi

permet de doser plusieurs cytokines au sein d’umeréchantillon (Millipore).
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2. Les souris CD36 (-/-) présentent moins de marques de

macrophages et d’inflammation au niveau intestinal

2.1. Détermination de I'expression génique des marqueurde macrophages, chez des
souris CD36 (+/+) et CD36 (-/-) en régime HL Isio4

Chez les souris sauvages, dans nos conditionge$tion chronique de forte quantité de lipides ne
déclenche pas de recrutement de macrophages aurnideela muqueuse intestinale. Ce résultat est
également retrouvé chez les souris CD36 (-/-) (f€idi¥). Cependant, de maniére inédite, on observe
gue les souris CD36 (-/-) ont une expression desjumears de macrophages (CD68 et Emrl) environ
2 fois plus faible que chez les souris sauvageségimes NL et HL (figure 57). Nous observons

également en régime HL un taux d’ARNm 4 fois plisspfaible Ccl2 chez les souris CD36 (-/-)

comparés aux souris sauvages. L'ensemble de ceséemrsuggéere une plus faible quantité de
macrophages résidents au niveau de la muqueustnate dans des conditions standard et également
en cas de surconsommation de lipides riche en A@®k@aturés. Ce résultat laisse supposer que les
souris CD36 (-/-) auraient une plus faible capacitéépondre aux agressions de la muqueuse
intestinale.
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Figure 57 : Expression géniquan vivo de marqueurs de macrophages et d'inflammation au
niveau du jéjunum de souris CD36 (+/+) et CD36 (¥-soumises a un régime HL riche en huile
Isio4. Les souris ont été sacrifiées a I'état nourri. 1&RN totaux de la muqueuse jéjunale ont été anajyses
PCR quantitative en temps réel. Les données oldeant été normalisées par la 36B4. Les résultatg so
exprimés en taux d'induction par rapport au grougmntrole régime NL. Moyenne + sem. N=5-6/groupestTe
de Student *p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.
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Afin de déterminer si ce taux faible de marqueunsfldmmation chez les CD36 (-/-) est retrouvé
dans I'ensemble des tissus ou propre a l'intestins avons également dosé ces marqueurs au niveau

du tissu adipeux des souris CD36 (-/-) soumisas @égime HL riche en huile Isio4.
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Figure 58 : Estimation de la présence de macrophag dans le tissu adipeux périutérin de souris
CD36 (+/+) et CD36 (-/-) soumises a un régime HLalie en huile Isio4Les souris ont été sacrifiées a
I'état nourri. Les ARN totaux de la muqueuse jéjarant été analysés par PCR quantitative en terapk tes
données obtenues ont été normalisées par la 3683 rdsultats sont exprimés en taux d’inductionna@port

au groupe contr6le. Moyenne + sem. N=5-6/groupet @e Student *p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.

On remarque gqu’en régime HL iso4, les souris CD36 @uraient plus de macrophages au niveau
tissu adipeux que chez les souris sauvages camtraiit a ce qui a été observé au niveau intesinal.
effet, un taux élevé de CD68 (P=0,05) mais égal¢rderCcl2 (P=0,06) est observé chez les souris
CD36 (-/-) en régime HL (figure 58). La présencambrrophages plus importante dans ce tissu chez
les souris CD36 (-/-) pourrait s’expliquer par Bemoxémie (Caesar et al.,, 2012). De plus, une
lipolyse accrue du tissu adipeux serait cohérewge Hinfiltration de macrophages observée chez les
souris CD36 (-/-) et la concentration élevée d’A@L niveau plasmatique (Kosteli et al., 2010).
Puisque ces résultats ne sont pas retrouvés aawnintestinal, I'ensemble de ces données suggere qu

I'effet observé est dépendant du tissu considéré.
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2.2. Production et sécrétion de cytokines pro-inflammatwes chez des souris CD36
(+/+) et CD36 (-/-) en régime HL Isio4
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Figure 59 : Expression génique de 3 cytokines prafiammatoires TNFa, IL6, IL1 B au niveau du
jéjunum de souris CD36 (+/+) et CD36 (-/-) soumises7 jours de régime HL Isio4 Les souris ont
été sacrifiées a I'état nourri. Les ARN totaux derluqueuse jéjunale ont été analysés par PCR datiné en
temps réel. Les données obtenues ont été nornmlisée la 36B4. Les résultats sont exprimés en taux
d’induction par rapport au groupe contrle en régimlL. Moyenne + sem. N=5-6/groupe. Test de Student
*p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.

Le taux d’ARNm des cytokines proinflammatoires TiINFL1p est significativement plus faible en

régime NL et HL isio4 chez les souris CD36 (-/-)ngaré aux souris sauvages. Ces résultats
pourraient s’expliquer par une plus faible popolatie macrophages en absence de CD36 (figure 57).
Cependant, l'origine de la synthése de ces cytskneste & déterminer puisqu’elles peuvent étre

synthétisées par les cellules immunitaires maiteégant par les entérocytes (de Wit et al., 2008).
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Figure 60 : Expression génique de cytokines pro-ilfmmatoires au niveau plasmatique chez des
souris CD36 (+/+) et CD36 (-/-) soumises a 7 joude régime HL Isio4.Dosage par la technologie
Luminex 200® (kit Millipore). Moyenne + sem. n=5-Gfoupe. test de Student *p<0,05; ** p<0,01;
**%n<0,001.
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Il est observé une sécrétion d’'IL6 et MCP1 au nivelasmatique chez les souris CD36 (+/+) et CD36
(-/-) (figure 60). Aucune différence de sécrétiooup ces 2 cytokines n'est observée entre les 2
groupes. En revanche, IREst sécrété chez les souris sauvages en régind4lalors qu’elle n’est
pas presque pas détectable chez les souris CDBEG/effet, la sécrétion d'IlfiLn’est détectable que
pour une seule souris sur 9 et & un taux extrémefiaidte (2,89 pg/ml).

En conclusion, I'ensemble de ces données montre gueuqueuse intestinale des souris CD36 (-/-)
en régime HL isio4 mais également en régime NL, amte moindre capacité a déclencher une

réponse inflammatoire.

Nous avons pu montrer que le taux d’ARNm plLdst plus faible au niveau jéjunal chez les souris
CD36 (-/-) comparés aux souris témoins. De plus¢taétion d'ILB au niveau plasmatique suite a un
régime HL isio4 ne semble étre déclenchée que twezmouris sauvages. Afin de vérifier si la
production d’IL3B est présente au niveau jéjunal chez les souris6Gi3, nous avons mesuré suite a
un régime HL riche en huile Isio4, I'expression tgique de la forme inactive d’lIBL: le pro IL13,
forme synthétisée dans I'entérocyte avant d’'étceésée.
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Figure 61 : Niveau d'expression de Pro-ILp dans la muqueuse jéjunale de souris sauvages et
CD36 (-/-) soumises a un régime HL riche en huilesio4 puis sacrifiées 4h aprés un gavage avec
0,5 ml d’huile Isio4. L’expression des protéines au niveau du jéjunurtézaagalysée par Western Blotting a
partir d’homogénats protéiques totaux. Moyenne msa=6/groupe ; Test de Student : *p<0,05 ; ** péQ,;
*4<0,001.
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De fagon intéressante, il est observé une absenpeoduction de Pro Ilflchez les souris CD36 (-/-)
en régime HL Isio4 (figure 61). Ces données comehbles précédentes ou il était observé un taux
d’ARNm plus faible au niveau jéjunal (figure 59) stiggérent que CD36 est indispensable a la
production ILB au niveau jéjunal en cas de régime HL isio4.

En conclusion, I'ensemble de ces données montre ueuqueuse intestinale des souris CD36 (-/-)
ont une moindre capacité a déclencher une réponstaimmatoire. CD36 semble indispensable a la
production IL1# au niveau intestinal au cours de I'absorption digsides riche en AGLC insaturés.

Comme les souris CD36 (-/-) en régime HL isio4 pnéent une endoxotémie, une augmentation de la
perméabilité et une moindre réponse inflammatai@)s avons voulu déterminer si ces effets ne
s’accompagnaient pas de l'infiltration de bacté@eam (-) ou (+) au niveau du jéjunum.

2.3. Un régime HL isio4 conduirait & une infiltration de bactéries dans la muqueuse

intestinale chez les souris CD36 (-/-)

De facon inédite, nous détectons la présence dériecGram (-) et Gram (+) au niveau du jéjunum
d’une souris CD36 (-/-) en régime HL Isio4 au camt de la souris sauvage (figure 62). En plus de
celles obtenues précédemment avec le dextran, maseds préliminaires démontrent I'existence
d’'une perméabilité de la barriere intestinale areaii du jéjunum et le réle joué par le jéjunumaetad
sans doute l'absorption des lipides dans I'endotogé L'infiltration des bactéries et la perte
d’intégrité de la barriere intestinale est sansteltiée a un défaut de réponse inflammatoire oléserv
chez les souris CD36 (-/-). Ces données sont prédines et nécessitent d’étre confirmées chez
d’autres souris CD36 (+/+) et CD36 (-/-).

L’ensemble de ces données démontrent que CD36 mdispensable au niveau intestinal au
déclenchement de la réponse inflammatoire innée uitd par un stress qu'il soit d'origine

nutritionnel et ou bactérien.

CD36 semble donc indispensable a I'absorption dadgs quantités d’AGLC en particulier les AGPI
en situation de challenge lipidiqgue chronique etlément indispensable & la régulation de
I'endotoxémie. Ce récepteur pourrait ainsi constitun régulateur commun de 2 phénomenes : la
synthése des CM (Tran et al., 2011) et la capaciticlencher une réponse inflammatoire en cas
d’exceés de lipides au niveau intestinal permettientontréler I'endotoxémie et I'inflammation qui lu

sont associées.
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CD36 (+/+) CD36 (-/-)

Figure 62 : Coupe histologique de jéjunum d'une sais CD36 (+/+) et d’'une souris CD36 (-/-) soumis&s10 jours de régime HL riche en hune Isio4 (40%r(/m)).
Coloration Gram.
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Discussion
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CD36 récepteur aux lipides et role des ERK1/2 dan$a cascade de

signalisation CD36 dépendante

Les premiéres expériences réalisgesivonous ont permis de démontrer que CD36 était ueptéar

aux AGLC, Nous avons ainsi démontré que c'estdsdin de CD36 avec ses ligands au niveau de
lysine 164 de sa poche hydrophobe (acides aminés 2Z9), qui déclenche I'activation de la voie de
signalisation ERK1/2. En effet, le SSO comme I€&LE& saturés ou insaturés qui se lient au niveau
de ce site (Kuda et al., 2013) activent les ERKEIgures 22 et 24). |l serait intéressant de cotaplé
cette étude par la réalisation d’'effet doses d’AGidur vérifier si leur insaturation, leur longuele
chaine et donc leur encombrement conformationraéfettent pas le niveau d’activation des ERK1/2.
De plus, nous avons démontré que comme de nomimmepteurs sa dégradation est ligand
dépendante et tres rapide (Miranda et Sorkin 20D3@rait nécessaire de déterminer si CD36 possede

des différences d’affinité et de liaison en fonctdu nombre d’insturations des AGLC.

Par la suite, nous avons étudié le role des EREd/fant que relai précoce de la signalisation CD36
dépendanteNos expériences menéesvivoont permis de démontrer que I'activation des ERKAA
CD36 conduit a l'induction du taux d’ARNm de protés impliqguées dans la synthése des CM:
'Apobecl, la MTP et la L-FABP. Sans que nous layodémontré au cours de cette thése, la
régulation de I'expression de ces génes peut étmégithe transcriptionnelle. C'est d’'autant plus
envisageable que les ERK1/2 activent ou inhibemtalascription des genes en régulant par exemple
des facteurs de transcription tels que les PPARagticulier par phosphorylation ((Lawrence et al.,
2005) ; (Zassadowski et al., 2012)). Il est d'aitkeintéressant de signaler que la L-FABP (Pogter
al., 1996) sont effectivement régulées par les PP&Rpertinence physiologique de ces résultats
obtenusex vivoa été en partie confirmée vivo en utilisant des souris ERK1 (-/-). Chez ces spum
gavage avec de l'huile est a l'origine d’'une plasble induction de la L-FABP et d'un rapport
ApoC2/ApoC3 plus faible qui pourraient expliquénypertriglycéridémie observée chez ces animaux.
Cependant, comme nous l'avons vu, ce modele negbgras de conclure définitivement quant a
l'implication des kinases ERK1 dans ce mécanisnisqoie au niveau intestinal on observe chez ces
animaux une suractivation des ERK2. Pour connéitoontribution physiologique de ces ERK dans
le mécanisme d’absorption des lipides, des étunieplémentaires peuvent étre envisagées :

#+ Inhiber la suractivation des ERK2 par le U0126 des cultures de segments intestinaux

de souris ERK1 (-/-) et mesurer I'expression dewgeibles
4 Inhiberin vivo chez des souris sauvages les ERK1/2 par le UOI&@& ane charge en

lipides et estimer la capacité d’absorption intesé et la qualité des CM sécrétés.
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Par ailleurs, nous avons pu également démontree grix modéles de souris ERK1 (-/-) que les
ERK1/2 exerceraient un rétrocontrdle négatif sur 3€Dpuisque I'absence de ERK1 ou la
surexpression de ERK2 inhibent la dégradation prstdiale de CD36 par les lipides alimentaires.
Cet effet est fondamental puisque plusieurs dondéda littérature (Kuda et al. 2013 ; Chevrotlet a
2013) ainsi que les travaux de I'équipe (Buttegyhard et al. soumis) démontrent que la dégradation
de CD36 reflete son activité et correspond ainsié désensibilisation vis-a-vis d'un excés de lkigan
Dans le cas de I'étude menée au laboratoire, nemssadémontré que I'absence de dégradation du
CD36 observée chez des souris en syndrome métabai} associée a une absence d’induction de la
MTP, de la L-FABP et de I'Apobecl qui se traduit pae sécrétion de TRL de plus petites tailles. Ce
défaut de régulation post prandiale du CD36 pouesgiliquer I'hnypertriglycéridémie post prandiale

observée en cas de syndrome métabolique (Butegnard et al. soumis).

CD36 (et sa cascade de signalisation) peut étreidiené comme un senseur des lipides a l'origine de
'adpatation des capacités d’absorption a la teeaulipides du régime. L’induction coordonnée des
cibles de CD36, la L-FABP, la MTP et I'Apobecl, t@oes limitantes dans le mécanisme
d’absorption des lipides, permet d’optimiser lanfation de CM de grande taille bien dégradés par la
LPL, limitant ainsi I'hypertriglycéridémie post prdiale.

Cette fonction de CD36 est tout a fait en accoetaon affinité pour les AGLC qui est de I'ordre du
nM (Bailly et al., 1996). L'ensemble de ces donnésaet donc en cause son rble de transporteur
intestinal efficace des AGLC en particulier en pée post prandiale ou la concentration en AGLC
dans la lumiére intestinale est de I'ordre du mNtidti et al., 2013). Cette nouvelle fonction de
récepteur de CD36 au niveau intestinal vient cotaplées derniers travaux de I'équipe de Nada
Abumrad et al. qui démontre que CD36 est égalemgrimé au niveau des cellules entéroendocrines
ou il participe en présence de lipides alimentadr&ssécrétion de CCK et de sécrétine (Sundaresan
al.,, 2012). Finalement quel que soit I'organe cdé@s (papille gustative (Laugerette et al., 2005;
Gaillard et al., 2008)), tissu adipeux (Zhou et 2012), muscles ((Holloway et al., 2009), (Drahetta
al., 2010)). De plus en plus de données démonentCD36 est un récepteur aux AGLC et que son
réle dans leur captage initialement admis est fietrele sa capacité a stimuler le métabolisme

(oxydation dans le muscle, optimisation de la sgs¢hdes CM dans lintestin, ...).

Les différentes étapes de la détection des ligdasrésumées dans la figure 63.
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Figure 63 : Role du récepteur aux AGLC, CD36, et de sa voie dsignalisation ERK1/2
dépendante dans I'optimisation de la synthése dedMCen période post prandiale.ACS : AcylCoA
synthase ; AGLC : Acides Gras Longues ChainesoARp: apolipoprotéine AIV ; ApoB48 : apolipopratéi
B48 ; ApoCll : apolipoproteine CIl; ApoClll : apiploproteine CIlll ; EC: ester de cholesterol; ERK
Extracellular Regulated signal Kinases ; | ou L-BA: Intestine or Liver Fatty Acid Binding ProteinTP :
Microsomal Triglyceride Transfer Protein ; PCTV rePChylomicron Transfer Vesicles ; PL : Phosphotlgs ;
RE : Reticulum Endoplasmique ; Sarlb : Secretiosodisted, Ras related GTPase 1B ; TG : triglycerid
Vamp7 : Vesicle Associabted Membrane Protein 7.

Au début de la digestion des lipides alimentailes AGLC lient CD36.

1) laliaison de CD36 avec son ligand déclenche Vatiton de la voie ERK1/2

2) la phosphorylation des ERK1/2 augmente le tauxémae de I'’ApoB48via I'induction du
taux d’ARNm de I'apobecl, enzyme en charge de sthege

3) la phosphorylation des ERK1/2 induit la L-FABP e MTP via un mécanisme
transcriptionnel

4) la phosphorylation des ERK1/2 induit le taux d’ARNi@ I’ApoAlV et de I'ApoC2 en faveur
d’une activation de la LPL et donc d’'une clairanggide des CM au niveau sanguin

5) la phosphorylation des ERK1/2 est nécessairedadeaadation du récepteur CD36, qui reflete
son activité.
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L'objectif de la deuxiéme partie de ma thése a dd&Stimer la pertinence physiologique de ce
mécanisme deensingdes lipides au niveau intestinal en étudiant Itefferonique d'un régime HL
chez des souris CD36 (-/-).

CD36 est indispensable a l'absorption et a la métabsation des AG

insaturés

De fagon inédite, nous avons pu montrer que l'atisete CD36 conduit & un effet anti-obésité en
régime HL qui, en quelques jours, peut étre létt@kpendant, ces données sont retrouvées
uniguement lorsque le régime contient une fort@@riion d’AGLC insaturés. Notre objectif a été de
comprendre I'origine d’'un tel phénotype. C’est ppuoi plusieurs pistes ont été expérimentées depuis
la balance énergétique jusqu'a I'implication dephére intestinale et nous ont conduits a ouviikde
nouveaux axes de recherche : le rble de CD36 damdotoxémie post prandiale et I'inflammation

intestinale innée.

CD36 est indispensable a I'adaptation de la capacitabsorption intestinale a la teneur en lipides

d’un régime chronique

Une étude menée en 2007 au laboratoire avait mgoed’intestin gréle était capable d’adapter ses
capacités d'absorption a la teneur en lipides dyimé lorsque ce dernier contenait une forte
proportion ’AGLC insaturés (Petit et al., 2007¢t@ffet est la résultante d’'une augmentation de la
surface d’absorption intestinale et de I'expresgi@s génes clés du mécanisme d’absorption des
lipides (Petit et al., 2007 ; De Wit et al., 201C)est pourquoi, hous avons choisi d'utiliser lemeé
régime pour tester notre hypothése chez des ssauisages et CD36 (-/-). Nous démontrons que cette
adaptation n’est pas retrouvée chez les souris Gi36Par conséquent, ces données obteinuaso
démontrent I'importance physiologique de CD36 de@smécanisme. En effet, cette adaptation est
fondamentale puisque en son absence, on observenalabsorption des lipides alimentaires en
régime HL, comme en témoigne a la fois le recrutaniéal et la perte fécale en lipides. Cette moins
bonne absorption des lipides pourrait s’expliquar pn défaut de sécrétion de la CCK et de la
sécrétine qui est CD36 dépendante, deux hormomésipant au mécanisme de digestion des lipides
(Sundaresan et al. 2012). De plus, en absen€®a6 intestinal, la moindre induction de la MTP et
de la L-FABP en limitant la lipidation de I'ApoB48 la formation de vésicules de transfert, conduit

la formation de CM de plus petites tailles (Budetl., 2014). On peut envisager que ce défautsoit
I'origine d’'une absorption moins efficace de gramdeantités de lipides puisque CD36 est également
indispensable a l'induction post prandiale de I'Bg8 (Tran et al., 2011). Cette altération de

'adaptation conduit & un défaut de clairance deksdaractérisés par une augmentation de leur temps

158



de résidence plasmatique (Figure 51). De plusg gattindre capacité d’absorption en régime HL
isio4 pourrait étre également la conséquence dplng faible surface intestinale (Petit et al., 2007

approximée pour l'instant dans notre étude (paajgort masse sur longueur de l'intestin, (Tableau
13) et de I'altération de l'intégrité de la muqueus

CD36 est indispensable a l'initiation de I'inflamnt@n intestinale

De fagon inédite, nous avons pu montrer que CD8&ié&sessaire au contrble de l'inflammation au
niveau intestinal. En effet, les souris CD36 ()t une moindre capacité a déclencher une
inflammation puisqu’elles présentent moins de maltages et semblent avoir un défaut de production
d’'IL1p en particulier en post prandial, essentielle amutement d'autres cytokines et a la réponse
inflammatoire (Ding et al., 2010). Nos données ddmemt que ces effets ne sont pas tissu spécifique
puisque CD36 a aussi été montré indispensablecauteenent des macrophages dans le tissu adipeux
de souris soumises a un régime typsestern diet (Cai et al., 2012) et a la sécrétion dpLau
niveau des macrophages (Sheedy et al., 2013).68mdans I'inflammation est également étayé par le

fait qu'il optimise la réponse inflammatoire au LB&ns des cellules rénales (Zamora et al., 2012).

Des données émergentes encore peu discutées dditgrkture indiquent que le mécanisme
d’absorption des lipides peut représenter une sigrespour la muqueuse intestinakda
'accumulation importante de CM dans l'espace sitdel de I'épithélium qui par distention peut
altérer les jonctions serrées (Tso et al.,, 201EtteCagression transitoire doit étre réparée pour
maintenir I'intégrité de la muqueuse intestinalett€ réparation est rapide (50 minutes selon certai
auteurs) et nécessite I'activation de I'inflammationée. Comme les CM sont capables de véhiculer
le LPS dans l'organisme (Ghoshal et al., 2009nd@&oxémie est associée a la quantité de lipides
consommés. De plus, cet effet est d’autant plgsaag en régime HL, puisque d’une part la quantité
de LPS dans la lumiére intestinale est plus élé€éai et al., 2008) et d’autre part la quantitéCiié
sécrétée est stimulée ((Buttet et al., 2014) ; t(@aght et Higgins 1999)). En accord avec ces
données, nous avons démontré que la consommatiornrégime HL riche en AGLC chez les souris
CD36 (-/-) s'accompagne d’'une augmentation de fenpbilité intestinale telle, qu’elle est associée a
une endotoxémie majeure. Cette endotoxémie esaplaient aggravée par 'augmentation du temps
de résidence plasmatique des CM retrouvé chezniemax (Figure 51). Cette endotoxémie pourrait
étre a l'origine de l'inflammation des tissus p&Bpques comme nous I'avons observée au niveau du
tissu adipeux blanc (Figure 58).

Notre étude préliminaire montrant l'infiltration d&actéries Gram (-) et Gram (+) dans la muqueuse
indique que l'intégrité de la barriére intestinakst altérée en particulier au niveau du jéjunum. Ce
résultat conforte le rble de I'absorption des lgsdians I'effet du régime HL riche en AGLC chez les

souris déficientes en CD36.
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On peut aussi supposer que la mort de certaines $OD36 (-/-) observée suite a ce régime pourrait
avoir comme origine une endotoxémie voire une séptie. Pour conforter cette hypothése, nous
devrons identifier la présence de bactéries auaniv@anguin (bactériémie) et les caractériser pour
valider I'existence de pathogénes.

L’ensemble de nos données montre que CD36 maintieFintégrité de la muqueuse intestinale et
protége I'organisme de I'endotoxémie post prandialen cas d’'une surconsommation d’AGLC

insaturés. Quel est le mécanisme mis en jeu ?

La premiere hypothése envisageable est le lien CB3&2. En effet, CD36 participe a I'activation
de la PLA2 cytosolique (Kuda et al.,, 2011). Sonivatibn conduit & la libération d'Acide
Arachidonique (AA), médiateur important de I'inflamation puisqu’il est a I'origine de la synthése de
prostaglandines et leucotrienes, qui permettenmedeutement de neutrophiles et le mécanisme de
défense de 'organisme face aux infections (Linkeu¥azlovitskaya 2010). On peut donc imaginer
gue la déficience en CD36 peut étre associée, £ml’eadotoxémie, a une moindre activation de la
PLA2 cytosolique ou a sa dérégulation, retardarméfonse inflammatoire, déja démontrée comme
étant moins efficace chez les souris CD36 (-/-).

Par ailleurs, quelques arguments obtenus au ceuce dravail nous permettent d’envisager un lien
CD36 — NLRP3. En effet, le plus faible taux plasous d’IL13 observé en régime HL isio4 chez les
souris CD36 (-/-) comparées au souris sauvagesgiaesa un défaut de sa synthese au niveau jéjunal,
laisse supposer que linflammasome NLRP3 qui estmédiateur essentiel des processus de
régénération intestinale, en particuliéa la maturation d’IL-B, est impliqué dans les mécanismes
mis en jeu dans notre étude (Zambetti et Mortel20d4). Le complexe protéique NLRP3 est activé
en deux étapes :

+ Etape 1. l'activation de récepteurs membranaires, comnseTER, par des signaux
extérieurs déclenche la production de pro-cytoketefes constituants de I'inflammasome
comme le nucleotide-binding domain leucine-righeats (NOD-like receptors) (NLR) et
la pro-enzyme caspase 1.

+ Etape 2 I'oligomérisation de NLR et de la caspase 1 &éad’'une protéine adaptatrice
appelée I'apoptosis-associated speck-like pro#®80)) est a 'origine de la formation de

'inflamamsome NLRP3 et par conséquent de songfischopp et Schroder 2010).

L’activation de cet inflammasome limite les domnggdans la muqueuse intestinale. C’est pourquoi
I'absence ou le dysfonctionnement de NLRP3 au mivda compartiment épithélial intestinal est
délétere (Pour revue Lissner et Siegmund, 2011).ple, plusieurs arguments de la littérature

suggérent qu'il existe un lien entre CD36 et NLRR8cemment, par exemple, il a été démontré que
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le CD36 est indispensable a la production dllali niveau du macrophagi& NLRP3 (Sheedy et al.,
2013). En résumé, I'absorption des graisses sasadciée a une inflammation transitoire dépendante
de NLRP3, qui permettrait de maintenir une absorpiitestinale efficace en préservant l'intégriéé d
I'épithélium intestinal. De récents travaux vienheenforcer cette hypothése puisque premierement,
des sujets humains présentant une mutation @'tk une hypertriglycéridémie post prandiale plus
élevée (Delgado-Lista et al., 2011). Deuxiememiest,souris déficientes en caspase-1, enzyme qui
active IL13, ont une diminution de la capacité de synthésgeetécrétion des CM qui se traduit par
une diminution de la capacité d’absorption intedéndes graisses (Van Diepen et al., 2013). Pour
vérifier I'implication de NLRP3, nous pourrions iesér I'activation de la caspase 1 et d'f.thez les
souris sauvages et CD36 (-/-) nourries avec umédilL isio4. De plus, nous avons I'opportunité de
tester I'effet du régime HL isio4 chez des sougfiglentes en NLRP3 (Collaboration Pr Jean- Louis

Connat).

Si le lien fonctionnel CD36 — NLRP3 est confirmégra I'origine des effets délétéres (chute de la
prise alimentaire, oxydation accrue des lipidesitetde la masse grasse) d’'une surconsommation

d’AGLC insaturés en absence de CD36, serait |'atitén de I'intégrité de la barriere intestinale.

Origine de la chute de la prise alimentaire chez $esouris CD36 (-/-) lors d’'une consommation

excessive d’AGLC insaturés

Nos expériences ont permis d’'identifier plusieuécamismes qui peuvent étre a l'orgine de la chute
de la prise alimentaire observée chez les souri86C(-) nourries avec un régime isio4. Tout
d’'abord, des expériences de comportement alimentaous ont permis de montrer que seules les
souirs CD36 (-/-) ont une aversion pour le réginehe en AGLC insaturés lorsqu’elles I'ont
consommé de maniére chronique. La préférence pmleles lipides est principalement dépendante
de CD36 (Laugerette et al., 2005). Par conséqpergqu’il est absent dans notre modele, son role
dans la détection orale des lipides ne peut pasaélorigine de la chute de la prise alimentaite.
revanche, puisque la prise alimentaire n’est diggngu’au bout de 3 jours de régime, nous pouvons
supposer que ce régime déclenche une souffrance Igmmal expliquant cette aversion. Il est
intéressant de signaler qu’un lien entre la malgdism lipidique et la préférence pour les lipides
déja été rapporté dans la littérature (Mera eRall4).

La malabsorption des lipides peut également rédal@rise alimentaire par la sécrétion de facteur
intestinaux. Dans notre cas, la malabsorption cosdns doute & la présence de produits de digestio
des lipides comme les AGLC au niveau de la paléialé qui doit étre & I'origine d'une sécrétion
accrue de PYY et GLP1, activant ainsi le freinliléadiminuant la prise alimentaire (Hata et al.,
2011). Par ailleurs, I'induction de la Angptl4 isti@ale que nous avons retrouvée uniguement ckez le
souris CD36 (-/-) en régime HL isio4 est égalemamtfacteur anorexigene (Zhu et al., 2012) qui
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pourrait expliquer la chute de la prise alimentaiEmfin, I'endotoxémie post prandiale pourrait

également étre a l'origine de la chute de la paismentaire puisque le LPS régule I'expression au
niveau du noyau arqué de POMC et CART (Sergeyewob@ger, et Hokfelt 2001). D’autres

arguments de la littérature suggeérent que la leptini est produite principalement par le tissu
adipeux, pourrait également jouer un role dansilgecde la prise alimentaire puisqu’elle est ineluit

chez les souris CD36 (-/-) (Hajri et al., 2007).

Origine de la chute de la masse adipeuse chez lesirss CD36 (-/-) lors d’'une consommation

excessive d’AGLC insaturés

La chute de prise alimentaire associée a la pécedd en lipides expliquent en partie la fonteisisut
adipeux observée chez les souris CD36 (-/-) nauaiec un régime HL isio4. En plus de ces effets,
nous avons observeé grace a I'utilisation des cag#aboliques, une augmentation de I'oxydation des
lipides (Figure 47). Comme les souris CD36 (-/{taat moins bien les AG au niveau musculaire et
adipocytaire (Febbraio et al., 1999 ; Hajri et 2002 ; Koonen et al., 2010), la fonte du tissypedxk

est sans doute la résultante d’'une utilisationrdserves pour les besoins énergétiques. Cet aifet e
également supporté par 'augmentation du LPS plagoeaqui inhibe la LPL (Picard et al. 2002) et
donc I'apport en lipides au tissu adipeux et stanitdtilisation des lipides stockés par I'organisme
nécessaire pour combattre I'endotoxémie (Harrissn@l, et Kumwenda 2000). De plus, le LPS en
diminuant la taille des gouttelettes lipidiques paditaires (100-50um? au lieu de 900 ufh
limiterait I'efficacité de stockage des AGL circnta et leur utilisation (Luche et al., 2013). Par
ailleurs, le LPS augmenterait la lipolyse par umaimiution de la lipine 1 au niveau du tissu adipeux
La lipine 1, étant impliquée dans la synthése d€ %on inhibition par le LPS diminue la
réestérification des TG et augmente le relargage A8, ce qui est cohérent avec le phénotype
observé (Lu et al., 2008).

Enfin, 'absence de CD36 au niveau du tissu adigeuk aussi directement expliquer la fonte du tissu
adipeux. En effet, CD36 régule la lipolyse maissales PEPCK au niveau de ce tissu, enzyme clef de

la glycéronéogénése et donc participant a la sgatiés TG (Wan et al., 2013).

Pourquoi cet effet est dépendant de la qualité desG ?

La force de notre étude est de pouvoir comparegégime riche en AG saturés (huile de palme) et un
autre riche en AG insaturés (huile Isio4) avec smule différence I'huile présente dans le réginae.
différence de composition méme pour un méme typeédane Western Diet rend difficile les
comparaisons. Afin de comparer les effets de diffésr régimes rapportés dans la littérature et ceux
démontrés dans notre étude, le tableau 13 résusnerilecipaux effets de régimes riche en AG

insaturés, saturés ou typéestern Dietle la littérature et dans notre étude.
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Nous avons pu démontrer une diminution rapide aedsse supportée par une diminution de la masse
grasse est observée chez les souris CD36 (-/@reenlt en régime HL riche en huile Isio4. Ce résulta
n'est pas retrouvé chez les souris CD36 (-/-) gimré HL riche en huile de palme ni aprés un régime
type Western Die{HFHS) riche en AG saturés également. L'huile dene contenant environ 40 %
d’AGMI et I'huile Isio4 60 %, la différence la plusarquante entre I'huile de palme et I'huile Isio4
est la quantité d’AGPI : 10 % pour 'huile de palete32 % pour I'lsio4. CD36 serait donc nécessaire
a l'absorption et a la métabolisation des AG ingmstuet en particulier les AG polyinsaturés en

situation de challenge lipidique.

Ce phénotype est expliqué par une chute de la glisentaire, une malabsorption des lipides (avec
perte fécale en lipides), une augmentation du o#tmbe des lipides, une endotoxémie élevée
associée a une augmentation de la perméabilitétimide et une moindre capacité a déclencher une
réponse inflammatoire (résultats résumés en taldldauNous avons pu montrer de fagon inédite une
perte fécale en lipides en régime HL isio4 chezstasis CD36 (-/-) non retrouvés ni en régime HL
palme ni chez les souris sauvages. Cette pertkeféshassociée a un recrutement de la partie iktal
une moindre induction des génes impliqués dangnthése des CM. Cette malabsorption est corrélée
a une hypertriglycéridémie qui est aggravee apdgsurs de gavage avec de I'huile Isio4, confirmant

ainsi 'effet délétére des AG insaturés chez lesisaCD36 (-/-).

De facon inédite, nous avons pu montrer que CDB&éressaire au contrdle de I'inflammation : en

effet, nous avons pu montrer que les souris CDBP @¢nt une moindre capacité a déclencher une
inflammation puisqu’elles présentent moins de maltages et ne produisent pas dpl.Essentielle

au recrutement d’autres cytokines, essentielles powéponse inflammatoire. Cette incapacité se
traduit par une augmentation de la perméabilitésiiiale, une endotoxémie et la présence de
bactéries Gram (+) et (-) seulement au niveau @jwuggérant un lien avec I'absorption des lipides

En régime typeWestern Dietnos résultats sont différents de la littératundus n’avons pas pu
observer de différence de masse ni de compositigpocelle (masse grasse) entre les souris CD36
(+/+) et CD36 (-/-) avec ce type de régime alors dlautres équipes démontrent que les souris CD36
(-/-) sont protégées contre I'obésité induite mardgime (Koonen et al., 2010 ; Hajri et al., 2007
Vroegrijk et al., 2013 ; Cai et al., 2012). Nosuléasts difféerent sirement dans la durée des régimes
En effet, nos résultats sont données pour une sendai régime alors que dans la plupart des études,
les régimes HL durent plusieurs semaines. Nouson@vpas observé de différence de prise
alimentaire en régim&estern Dietentre les souris CD36 (+/+) et CD36 (-/-), en adcavec les
résultats de I'équipe de Koonen et al., 2010 ete€al., 2012, mais en désaccord avec ceux de &tajri

al., 2007 qui rapportait une prise alimentaire fhiisle.

163



Impact potentiel de la liaison des AG avec CD36

La premiéere hypothése envisageable est que CD3fheagicepteur aux AGLC dont I'affinité et donc
la fonction sont dépendantes de leur degré d’ingtun. L'impact de son absence sera d’autant plus
marquée pour des lipides ayant une haute affirté pe récepteur. Les travaux de I'équipe de Nada
Abumrad soutiennent cette hypothése puisqu'il fagpectivement 4 et 2 fois plus d’acide palmitique
qgue de LA et d’'OA pour déclencher la sécrétion deréine par les cellules entéro-endocrines
(Sundaresan et al., 2012). De plus, au niveau uhaisge, la surexpression de CD36 augmente le
captage des AG insaturés et dans une moindre massi®G saturés (Guo et al., 2013) suggérant que
la fonction de CD36 est aussi dépendante de legrédinsaturation. Enfin, au niveau intestinals no
données réaliséex vivosur segments ne semblent pas en accord maislifédtence s'explique sans
doute par la forte dose d’AG (200uM) utilisée das expériences (Figure 24). Cependant, il est
démontré que I'acide oléique favorise la formatienCM de plus grande taille que I'acide palmitique.
Comme CD36 optimise la formation de CM, l'acideiglé pourrait étre un meilleur ligand que
l'acide palmitique.

Quant est-il du profil des AG contenus dans lesebuitilisées lors de nos expériences ? L'huile de
palme et I'huile isio4 ont un profil d’'AG distinetvec comme différences majeures : la teneur e acid
palmitique (45 %/s5 %), en acide oléique (40 9660 %), en acide linoléique (10 9626 %) et en
acide linolénique (<0,5 %s5 %). Par conséquent, I'effet trés marqué du rédith isio4 pourrait par
une proportion plus importante d’AGLC insaturés (meet polyinsaturés) étre plus efficace sur la
signalisation de CD36 que l'acide palmitique. Celigpothése suggére que CD36 est surtout

indispensable dans la prise en charge de fortetitggidfAGLC insaturés.
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Effets d'un régime HL chez Régime HL Isiod Régime HL Palme Régime type western diet
des souris CD36 (-/-)

vs CD36 (+/+)
Masse corporelle L & &
J
(Cat et al,, 2012); {Vroegrifk et al., 2013)
(Hajri et al, 2007) : (Koonen et al. 2010
Masse grasse bl &
v
(Cal et al., 2012) ; (Vroegrijk et al,, 2013)
(Hajriet al,, 2007)
Prise alimentaire b &
(€al et al, 2012) ; (Koonen et af,, 2010}
(Hajri et al., 2007)
Létaliteé oul nan nan
AGL t & t
(Koonen et al,, 2010)
Glycémie Hypoglyeémie Hypoglycémie &
Hypoglycémie (Koonen et al., 2010)
DE & 5

{Koonen clt ai., 2010)
Oxydation des lipides

Sécrétion postprandiale des ) i
TG

Capacité de synthése des i
M Taux d'ARNm MTP, L
FABP, Sarlb , ApcAlv

Adaptation iléale ol nan
Perte fécale ol non
Endotoxémie it t
Perméabilité intestinale T f
Marqueurs d'inflammation f
jéjunale ARNm CD14, TLR4

Marqueurs de ¢
Macrophages Taux ARNm CD6E, CCL2

Dans I'lntestin

Marqueurs de f !

Macrophages Tauy d'ARNm COBE, Taux d°ARNm F4/80 (Cai et al., 2012)
Tissu Adipeux L

Cytokine IL1p

ARMmM jéjunal | Prolllb
nan détectable, et taux
plasmatique

Tableau 13 : Impact de différents types de régimeldL chez les souris CD36 (-/-) comparés aux
souris CD36 (+/+).(Vroegrijk et al., 2013 ; Cai et al., 2012 ; Hat al., 2007 ; Koonen et al., 2010). AGL :
Acides Gras Libres: ApoAlV : Apolipoprotéine AINCM : chylomicron ; DE : Dépense Energétique ; IL :
InterLeukine ; L-FABP : Liver Fatty Acid Binding &tein; MCP1 : Monocyte Chimoattractant Protein 1 ;
MTP : Microsomal Triglyceride Transfer Protein ;13#& : : Secretion Associated, Ras related GTPasd GB
triglycéride ; TLR4 : Toll Like Receptor 4 ; TMF Tumor Necrosis Factor alpha.
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Impact potentiel du microbiote

Les AG polyinsaturés, bien que considérés commieirdlemmatoires (Robinson et Mazurak 2013)
peuvent induire une dysbiose et une inflammatioestimale chez la souris &gée (Ghosh et al. 2013a).
De facon intéressante, les AGPI n-3 aggravent tesegsus d’inflammation et la septicémie en
diminuant la détoxificiation du LPS dépendante artipulier via I'alcaline phosphatase intestinale
(Ghosh et al. 2013b). De plus, les AGPI diminuentPS binding protein (Hassanali et al., 2010),
protéine qui permet le transfert du LPS sur les HbLles CM, diminuant ainsi son effet toxique
(Laugerette et al., 2011). Parmi ces effets sppaf des AGPI, soulignons que dans notre étude, une
moindre détoxification du LPS est envisageable quésl’expression génique de I'lAP dans le

jéjunum des souris CD36 (-/-) en régime HL isiotldisinuée.

La seconde hypothése envisageable serait quegiese®riches en AG insaturés favorisent davantage
la présence de bactéries Gram (-) dans la lumnestinale que les régime HL contenant des AGS.
Ainsi I'endotoxémie observée en régime HL isio4 ztes CD36 (-/-) aurait comme origine une

augmentation de la population gram (-).

La derniére hypothése que nous envisagerons @siskibilité que le microbiote transforme les AG
contenus dans les régimes en dérivés. Les dériméspaoduits, peuvent étre différents en fonction
des AG du régime. Par exemple, il est connu quaitzobiote présent dans lintestin gréle de la
souris et de 'Homme (Druart et al., 2014) est bépae synthétiser des acides conjugués de I'acide
linoléique (CLA) a partir du LA. Par conséquentnglanotre cas, nous pouvons envisager que le
régime HL isio4 conduit a une synthése de CLA beapcplus importante que le régime palme
puisqu’il contient 2,5 fois plus de LA. Or un desc&G trans (10t, 12c-CLA) lorsqu’il est consommé
via le régime alimentaire, conduit & des effets d&détédentiques a ceux que nous avons observés
avec le régime isio4 : altération des jonctiongésesy intestinales (Roche et al., 2001), fonte et
inflammation du tissu adipeux (Poirier et al., 2)Qgerte fécale en lipides (Terpstra et al., 2002),
diminution de la prise alimentaire. Cette hypoth&sggére que le CD36 limiterait les effets délétere

du 10t,12¢c-CLA en maintenant I'intégrité de la e intestinale.

Cette discussion amene des arguments indiquantaffet déletére d’'une consommation excessive
d’AGLC insaturés chez les souris CD36 (-/-) a conwrngine I'absence de CD36 au niveau de la
sphere intestinale. Seule la réalisation des mémpsgriences chez des animaux dont CD36 est

invalidé uniquement au niveau intestinal nous pé&raee valider définitivement notre hypothese.
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Conclusion
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L’ensemble de ces travaux démontre que CD36 intdstest un récepteur aux AGLC qui
semble contrdler I'optimisation de la synthése &8 @ permettant d’absorber efficacement de
grandes quantités de lipides. CD36 en initiantiésanismes inflammatoires permettrait la réparation
de I'épithélium qui est altéré lors de la sécrétinassive de CM@). Ce maintien de lintégrité
limiterait 'entrée paracellulaire de LPS dans ¢ianisme et son intégration dans les @ De plus,
CD36 activerait la détoxification du LP@). L’'ensemble de ces effets nous permet d’envisgger
CD36 intestinal protégerait I'organisme contre pbytriglycéridémie post prandiale et I'endotoxémie

et contrélerait I'intégrité de I'épithélium intestl @ (Figure 64).

AGLC alimentaires
AGS < AGMI < AGPI ?

A

LPS / 7. 2

. — ,Z;/ ;?
CD36 l

v Signalisation .
ERK1/2 - PLA2 ? o

. . Réparation

Initiation de Optimisation de tissulaire
I'inflammation |a formation des CM

NLRP3 ? @
| entérocyte % l

!

Recrutement de macrophages

>

D36 PROTEGE

Contre I"hypertriglycéridémie post prandiale
Contre I'endotoxémie
L'intégrité de la barriére intestinale

Figure 64 : rbles du récepteur CD36 au niveau intésal

Ces données mettent en lumiére I'importance quergibtavoir CD36 dans la mise en place des
maladies liées a des exces de lipides alimentgigsqu’il contrdle I'hypertriglycéridémie et
I'endotoxémie post prandiale. Cette derniére egilde en plus considérée comme étant a l'origine de

l'inflammation bas bruit qui est associée a I'ob&die diabéete de type Il et le syndrome métabeliqu
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L'intestin via CD36 constituerait donc une cible thérapeutiqueimmnte. Les fonctions de CD36
semblent d’autant plus importantes que le régimeieot une forte proportion d’AGLC insaturés.
Une meilleure compréhension des effets spécifigdes AGLC insaturés devraient permettre
d’envisager des corrections nutritionnelles pous kujets déficients en CD36 ou souffrant

d’hypertriglycéridémie post prandiale, d’endotoxérat éventuellement d’inflammation intestinale.
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