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L’industrialisation des sociétés actuelles a conduit & une évolution du mode de vie
de ’'Homme qui se caractérise notamment par une surconsommation d’aliments riches
en graisse et en sucre et une augmentation de la sédentarité. Ces modifications
comportementales ont ainsi favorisé I'émergence de troubles métaboliques tels que
l'obésité. Caractérisée comme la premiere épidémie non contagieuse selon
I'Organisation Mondiale de la Santé, I'obésité représente un enjeu majeur de santé
publique avec pres de 650 millions d’adultes considérés comme obéses dans le
monde en 2016. En effet, elle participe a la survenue de nombreuses comorbidités
telles que le diabéte de type 2, les maladies cardiovasculaires et certains cancers.
L’obésité résulte d’'un déséquilibre de la balance énergétique et se traduit par une
accumulation excessive de graisses dans l'organisme. Cette accumulation de tissu
adipeux va provoquer des modifications structurales comme I'hypertrophie ou encore
sécrétoires avec une altération de la libération d’adipokines. Ceci va favoriser la mise
en place d'un statut inflammatoire de bas-grade ainsi que le développement de
l'insulino-résistance. De plus, une fois les capacités de stockage atteintes, le surplus
d’acides gras s’accumule sous forme de dépbts ectopiques, au niveau du foie et des
muscles par exemple. Ainsi, ces différents organes vont étre étroitement reliés et leur

fonctionnement dépendant d’'une activité métabolique saine.

Depuis de nombreuses années, la prise en charge de [I'obésité repose
principalement sur les interventions médicamenteuses et chirurgicales. Cependant,
ces méthodes demeurent invasives pour les patients et colteuses financiérement. Il
apparait ainsi nécessaire d’améliorer la compréhension des mécanismes impliqués
dans ce type de population afin de pouvoir proposer des stratégies thérapeutiques
efficaces et plus naturelles, tout en privilégiant la pratique d’une activité physique
réguliere.

L’objectif de ma thése est d’étudier les effets combinés de I'exercice physique
volontaire et de la supplémentation en vitamine D sur l'obésité et les désordres
meétaboliqgues associés. Ce mémoire comporte plusieurs sections et débute par une
étude bibliographique. Cette revue de littérature permet de rappeler I'importance de la
prise en charge de I'obésité et de détailler parmi elle, I'exercice physique et la vitamine
D. La partie suivante décrit les matériels et méthodes mis en ceuvre au cours de notre
étude expérimentale. Les résultats de ce travail seront décomposés en deux
principales études sous forme d’articles. Enfin, la derniére partie concernera une

discussion générale ouvrant sur plusieurs perspectives scientifiques.
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1. L’obésité
1.1. Définition

L’obésité est définie comme une accumulation anormale et excessive de masse
adipeuse, conduisant au stockage des graisses et pouvant nuire a la santé. Elle
résulte d’'un déséquilibre entre les apports et les dépenses énergétiques pouvant étre
expliqué par la surconsommation ou non, d’aliments riches en graisse et en sucre
ainsi que d’'une modification du mode de vie avec une augmentation de la sédentarité
(Pijl, 2011). La prévalence de l'obésité varie en fonction de différents parameétres :
'age, le sexe, le statut socio-économique mais aussi ethnique, par les pratiques
culturelles (étude ObEpi 2012, ROCHE).

L’indice de masse corporelle (IMC) est un des outils cliniques le plus répandu pour
estimer le degré d’obésité. Il correspond au ratio du poids corporel (en kilogrammes,
kg) d’un individu divisé par la taille élevée au carré (en metre carré, m?). A partir des
valeurs obtenues par le calcul de I'IMC, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a
établi une classification du degré d’obésité allant de la maigreur a I'obésité massive
(Tableau 1).

Tableau 1 : Classification internationale de I'indice de masse corporelle chez I'adulte.

IMC (kg.m-2) Classification d’aprés ’'OMS

<18,5 Maigreur
18,5-249 Normal
25-29,9 Surpoids
30-34,9 Obésité modéréee
35-39,9 Obésité sévere
240 Obésité massive

Un individu est considéré comme obese lorsque son IMC est supérieur a 30 kg.m2.
En revanche, cette estimation de masse grasse ne doit rester qu’'un simple outil
d’évaluation. Comme il ne prend en compte aucun autre parametre, tel que le
vieillissement ou la pratique d’exercice physique a haut niveau, les conditions

physiologiques induites par ces changements peuvent provoquer des hausses de
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I'IMC et pour autant ne pas révéler une obésité pathologique.

I est possible d’évaluer [I'obésité abdominale par d’autres paramétres
anthropomeétriques comme le tour de taille (Waist Circumference WC). Les seuils de
référence sont aux environs de 100 cm chez 'homme et de 88cm chez la femme. Le
rapport du tour de taille sur hanches (Waist-to-hip ratio WHR) a permis d’établir
d’autres valeurs de références et lorsque ce rapport est supérieur a 0,9 chez ’homme
et 0,85 chez la femme, I'obésité abdominale est confirmée. Il a été montré qu’il existait
un lien entre I'obésité abdominale estimée par le tour de taille et I'hypertension
artérielle (Poirier et al., 2005). De plus, une autre étude avait rapporté une association
entre les niveaux plasmatiques de cytokines et différents paramétres comme I'lMC, le
WC, le WHR et les triglycérides (Lwow and Bohdanowicz-Pawlak, 2020). En
revanche, ces outils d’évaluation ne tiennent pas compte des différences de répartition
de la masse grasse. D’autres techniques permettent de quantifier les rapports masse
grasse/masse maigre. La mesure des plis cutanés grace a une pince a pli réalisée a
différents endroits du corps (bras, dos, hanche, jambe) permet d’évaluer la graisse
sous-cutanée. Les balances a impédancemeétre mesurent le pourcentage de masse
grasse par la génération d’'un courant électrique imperceptible a travers le corps dont
la résistance est directement liée au taux de matiére grasse qu'’il contient. Il est
egalement possible d’estimer la proportion de tissus adipeux d’'une personne adulte
(entre 15 et 50 ans) par le calcul de lindice de masse grasse. Cette formule est
dérivée de I'lMC et fonctionne selon ce calcul : ((1.20 x IMC) + (0.23 x &ge) — (10.8 x
sexe (femme = 0, homme =1)) -5.4. Cette valeur doit étre comprise entre 15 et 20%
chez les hommes et entre 25 et 30% chez les femmes et peut varier en fonction des

catégories et groupes de personnes (Tableau 2).

Tableau 2 : Taux de masse grasse par catégorie (Selon I'"American Council on Exercise).

Femme Homme
Minimum vital 10-13% 2-5%
Athlétique 14-20% 6-13%
En forme 21-24% 14-17%
Moyen 25-31% 18-24%
Obese = 32% > 25%
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Les techniques d’imagerie comme l'imagerie par résonnance magnétique (IRM) ou
encore le scanner permettent d’obtenir des données plus pertinentes dans la mesure
du degré de l'obésité mais restent difficles a mettre en place dans des études

épidémiologiques impliquant un nombre d’individus conséquent.
1.2 Données épidémiologiques

En 2016, d’aprés les données de 'OMS, 1,9 milliards d’adultes étaient en surpoids
dont 650 millions d'obéses. L’obésité touche également les enfants avec une
estimation inquiétante puisque 340 millions d’enfants et d’adolescents agés de 5 a 19
ans étaient en surpoids et ou obeses en 2016 (Figure 1) et 38 millions d’enfants de
moins de 5 ans étaient en surpoids ou obeses en 2019. Depuis 1975, ces chiffres ont
triplé et ne cessent de croitre. Ces augmentations, autrefois considérées comme
spécifiques des pays a haut revenu, concernent également les pays a revenu faible ou
intermédiaire et notamment en milieu urbain. D’aprés I'Organisation de Coopération et
de Développement Economiques (OCDE), d’ici 2030 prés de la moitié des adultes

américains pourraient étre obéses.
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Figure 1 : Chiffres de I'obésité dans le monde par I’'Organisation de Coopération et de

Développement Economiques (OCDE) en 2017.

En France, 'INSERM en collaboration avec les laboratoires ROCHE a mis en place
une étude nommée ObEpi qui a pour objectif d’évaluer la prévalence du surpoids et
de l'obésité depuis 1997 et ce, tous les trois ans. Les dernieres données
épidémiologiques a avoir été publiées datent de I'automne 2012, regroupant prés de
26 000 individus, ont montré que 32,3% des Francais adultes agés de plus 18 ans et
plus étaient en surpoids et 15% présentaient une obésité. En 2016, la cohorte
Constances regroupant environ 29 000 adultes agés de 30 a 69 ans a permis
d’estimer la prévalence de I'obésité en France (Matta et al., 2016). Les données
récoltées sont semblables a celles obtenues dans I'étude ObEpi en 2012 (15,3% chez
les hommes et 16,8% chez les femmes de 30-54 ans) et varient en fonction du sexe et

de I'age (Figure 2).
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Figure 2 : Prévalence (%) de I'obésité en fonction du sexe et de I’dge (Données issues de la

cohorte Constances).

L’obésité est la cinquiéeme cause de mortalité et représente donc un enjeu majeur
de santé publique puisque 2,8 millions de personnes en meurent chaque année. Dans
ce contexte, de nombreuses stratégies d’interventions ont été mises en place afin de
réduire le nombre de personnes touchées par cette pathologie émergente. L'OMS a
établi une stratégie mondiale pour I'alimentation, I'exercice physique et la santé et a

été adoptée par 'Assemblée Mondiale de la Santé en 2014.
1.3. Causes du déseéquilibre énergétique

L’'obésité peut étre causée par différentes modifications intrinseques ou
extrinseques. En effet, des modifications génétiques, épigénétiques ou encore des

facteurs environnementaux peuvent étre a 'origine de I'apparition de I'obésité.

1.3.1.Facteurs génétiques

L’'obésité peut étre classée en différents sous-groupes : I'obésité monogénique,
syndromique, polygéniqgue ou simple (Herrera and Lindgren, 2010). L’obésité
monogénique correspond a une obésité sévére en l'absence de retard de
développement. L’'obésité syndromique peut venir de défauts génétiques silencieux ou
d’anomalies chromosomiques provoquant des anomalies développementales organe-
spécifique, des dysmorphies ou un retard mental. L'obésité polygénique résulte de
I'interaction de nombreux et fréquents variants dans différents génes, diversement
combinés selon les individus et les populations. Pris individuellement, chaque géne a
de faibles effets sur le poids corporel tandis que lorsqu’ils sont en interaction avec
d’autres geénes et avec des facteurs environnementaux de prédisposition, ces génes
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de susceptibilité contribuent de fagon significative a I'obésité. Enfin, I'obésité simple
affecte la population globale mais peut étre associée a d’autres facteurs de risque

cardiovasculaire.

Tout d’abord, I'héritabilité de I'obésité a été mise en évidence des 1986 (Stunkard
et al., 1986) dans une étude sur une large cohorte de jumeaux ou la taille, le poids et
'IMC étaient hautement corrélés chez les monozygotes. De plus, lorsque des jumeaux
vivaient dans un environnement obésogéne, I'héritabilité de I'IMC et de l'adiposité
abdominale pouvaient atteindre jusqu’a 70 % (Wardle et al., 2008). Suite a cette mise
en évidence, 'hypothése de l'origine génétique de I'obésité a émergé dans les années
1990 avec la découverte du gene de la leptine chez la souris ob/ob (Zhang et al.,
1994). Elle a également été rapportée dans une étude de famille consanguine ou deux
cousins pakistanais présentaient une déficience congénitale en leptine et a permis de
décrire la premiére forme d’obésité monogénique rapportée chez ’'Homme (Montague
et al., 1997). Leur obésité sévere a été traitée par leptine recombinante et a nettement

diminué montrant ainsi 'implication directe de la leptine dans 'apparition de I'obésité.

D’autres formes monogéniques ont été mises en évidence par la découverte de
mutations dans des génes impliqués dans la prise alimentaire comme le récepteur a la
leptine, le récepteur 4 a la mélanocortine (MC4R), la prohormone convertase 1 et la
propiomélanocortine (POMC) (Koochakpoor et al., 2016). Cependant, ces mutations
représentent des formes rares de mutations avec seulement 3 a 5 % des sujets

obéses.

A partir des années 2000, le développement des séquencages a haut niveau a
permis de continuer la recherche sur ces obésités génétiques et d’identification de
nouveaux genes candidats en génotypant des milliers de marqueurs génétiques, les
« Single Nucleotide Polymorphism » (SNPs) chez des milliers de sujets. Ces Genome
Wide Scan (GWS) sont basés sur une approche sans hypothése préalable ou la
fréquence de plusieurs milliers de SNPs fréquents répartis dans le génome humain
chez les sujets obéses sont comparés aux sujets contrbles. Par cette technique, 35
variants de 33 loci ont été rapportés pour étre associés aux variations de I'lMC chez
I'enfant mais sont responsables d’une variation de 1,45% de I'lMC (Speliotes et al.,
2010). D’autres variations génétiques, appelées Copy Number Variants (CNV)
concernent les modifications structurales du génome pouvant étre des duplications,

délétions ou encore réarrangements chromosomiques. Notamment, une étude
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chinoise a retrouvé un CNV qui contribuerait a 1,6% de la variation de I'lMC dans une
région du géne régulateur de ’homéostasie énergétique et de la régulation de la prise

alimentaire, le Pancreatic Polypeptide Receptor 1 (PPYR1) (Sha et al., 2009).
1.3.2.Facteurs épigénétiques

Les modifications épigénétiques sont aussi responsables de I'apparition de 'obésité
par différents mécanismes : la méthylation de 'ADN, la modification des histones ou
encore les ARN non-codants et parmi eux les micro-ARNs (miRNAs). Récemment, il a
éeté démontré que les miRNAs ont un rdle dans la biologie du tissu adipeux, la
sécrétion et l'action de l'insuline. Lorsque ces derniers se retrouvent dérégulés, le
développement de l'obésité a lieu (Landrier et al., 2019a). Notamment, il a été
retrouvé une différence d’expression des miR-17-5p et miR-132 dans le tissu adipeux
omental de sujets obéses (Heneghan et al.,, 2011). De plus, une augmentation du
miR-21 a été rapportée dans le tissu adipeux blanc de sujets obeses (Keller et al.,
2011) et certains miRs sont exprimés de fagon différentielle entre le tissu adipeux
sous-cutané et viscéral (Kléting et al., 2009).

L’environnement pré- et post-natal semblent également influencer la prédisposition
a lobésité. Des atteintes intra-utérines comme la sous-nutrition, la dysfonction
placentaire, I'hypoxie, et I'exposition au tabac pourraient étre a l'origine de la
prédisposition a l'obésité et a une prise de poids rapide chez des enfants nés
prématurément ou avec un faible poids a la naissance (Woo and Patti, 2008).
Récemment, il a également été montré que I'obésité gestationnelle avait un impact sur
la descendance et de ce fait contribue a la vulnérabilité de certains individus (Levin
and Govek, 1998; Poston, 2012) .

1.3.3.Facteurs environnementaux

Enfin, les facteurs environnementaux jouent un réle important dans 'émergence de
cette pathologie. Tout d’abord, lindustrialisation des sociétés a conduit a une
réduction significative de [lactivité physique liée a la sédentarisation et une
consommation excessive d’aliments caloriques riches en graisse et en sucre mais
pauvres en minéraux, micronutriments et vitamines. De plus, une baisse de la qualité
et du temps de sommeil, des états de stress et d’anxiété perturbent I'horloge
biologique et favorisent ainsi l'installation de I'obésité. Aussi, d’autres facteurs sont

connus comme la pollution environnementale, la pression socio-économique, la prise
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de médicaments ou bien encore des modifications de la composition du microbiote
intestinal (Tremaroli and Backhed, 2012).

En effet, des variations de composition des micro-organismes intestinaux jouent un
rble important dans la pathogenése de l'obésité. Les données chez I'Homme
rapportent des différences de composition du microbiote intestinal entre personnes
obeses et personnes minces (Crovesy et al., 2020). Notamment, les individus obéses
possédent une flore intestinale marquée d’'une dysbiose particularisée par une
modification du ratio entre Firmicutes et Bacteroidetes. De plus, les individus
présentant une adiposité globale, une résistance a l'insuline et une dyslipidémie sont
caractérisés par une faible richesse bactérienne alors que les individus sains
présentent une diversification de la composition du microbiote intestinal (Le Chatelier
et al., 2013). Ces travaux réalisés sur 300 patients ont permis de mettre en évidence
une réduction de 30 a 70% du nombre de génes bactériens chez les sujets présentant
un IMC supérieur a 45. De plus, le rdle majeur de la composition du microbiote
intestinal dans l'obésité a été démontré dans un modéle expérimental de souris
axénique. Celui-ci met en exergue qu’une greffe de microbiote fécal provenant d’une
souris obése induisait une prise de poids plus importante que lorsque la greffe

provenait d’'une souris mince (Ridaura et al., 2013).
1.4. Complications associées a I'obésité

L’'obésité est une pathologie complexe favorisant I'apparition de désordres
meétaboliques et la survenue d’événements cardiovasculaires. L'obésité abdominale
notamment est un des facteurs de risque du syndrome métabolique et est associée a
de nombreuses comorbidités comme I'’hypertension artérielle, les dyslipidémies, le
diabéte de type 2 provoqué par I'insulino-résistance ou encore certains cancers (sein
et célon notamment). De plus, les perturbations physiologiques lors de I'obésité vont
entrainer le développement d’'une inflammation chronique de bas-bruit, conduisant a
I'affaiblissement du systeme immunitaire. Ceci aboutit a un plus haut risque d’étre
touché par des pathologies inflammatoires chroniques. C’est le cas actuellement des
personnes obeses qui présentent une fragilité accrue face au SARS-Cov2 et ou les

complications peuvent s’avérer séveres (Yang et al., 2020).

1.4.1.Insulino-résistance, diabéte de type 2

La complication associée a l'obésité la plus connue est linsulino-résistance
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pouvant conduire a l'installation du diabéte de type 2. L’accumulation de graisses au
niveau intra-abdominal et par conséquent du tissu adipeux viscéral entraine une
intolérance au glucose et une hyperinsulinémie pouvant aller jusqu’a l'insulino-
résistance (Lafontan and Berlan, 2003). Dans ce tissu adipeux viscéral, les adipocytes
deviennent résistants au stockage supplémentaire de lipides (Gastaldelli et al., 2017).
Cela participe a linstallation de linsulino-résistance systémique et ainsi a une
surcharge de lipides circulants entrainant le dép6t ectopique de lipides au niveau du

foie, du muscle et du coeur.

L’action de linsuline sur le métabolisme du glucose permet de caractériser la
sensibilité a l'insuline. Les cibles majeurs des effets de l'insuline sont le tissu adipeux,
le foie et le muscle (Capeau, 2003). Au niveau de I'organisme, I'insuline va avoir un
r6le anabolique majeur consistant a la mise en réserve et |'utilisation des substrats
énergétiques par lipogenese, lipolyse, captation du glucose etc. En conditions
physiologiques, le pic insulinique postprandial provoque I'inhibition de la lipolyse et il

en résulte une inhibition de la néoglucogenése hépatique.

L’insulino-résistance correspond a une réponse inadaptée des cellules cibles de
'insuline a des concentrations physiologiques due a un défaut de captation du
glucose, une augmentation importante de la production de glucose hépatique et une
altération du métabolisme lipidique. Elle se manifeste également par un défaut de
transport du glucose dans le musque squelettique et le myocarde et a un défaut
d’inhibition de la lipolyse dans le tissu adipeux (Nobecourt, 2008). Il en résulte donc
une augmentation du niveau de glucose circulant que les cellules B pancréatiques
tentent de compenser par une hyperinsulinémie afin d’assurer le maintien de

I’'homéostasie glucidique et lipidique (Wang et al., 2004) (Figure 3).
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Figure 3 : Réponse de l'insuline en conditions normales et en conditions pathologiques.

Cependant, dans le cas d’une résistance a linsuline, les cellules pancréatiques
sont dans l'incapacité de sécréter suffisamment d’insuline permettant d’assurer le
maintien d’'une glycémie comprise dans les valeurs physiologiques et provoque donc
l'installation du diabéte de type 2. Cette perturbation de la signalisation a l'insuline

joue un réle majeur dans le développement du syndrome métabolique.

A I'heure actuelle, le nombre de diabétiques dans le monde est estimé a 463
millions, dont 90-95% de diabétiques de type 2 (International Diabetes Federation,
2019).

1.4.2.Stéatose hépatique

Outre le stockage de graisses au niveau adipeux, des dépbts peuvent également
étre retrouvés au niveau hépatique. Ces atteintes peuvent provoquer I'apparition de
maladies hépatiques. La plus fréquente est la stéatose hépatique non-alcoolique
(NAFLD) qui est en augmentation considérable en Europe (Gehrke et al., 2019) et qui
est fortement liée a I'épidémie d’obésité. La NAFLD regroupe un large spectre de
maladies hépatiques pouvant aller de la simple stéatose, vers la stéatohépatite non-
alcooliqgue (NASH), la fibrose hépatique pouvant entrainer une cirrhose, et finalement
I'hépatocarcinome (Willebrords et al., 2015) (Figure 4).
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Figure 4 : Développement et progression de la NAFLD. La premiére étape est la stéatose
hépatique simple appelée « steatosis ». Dans cette étape, on retrouve une
accumulation de lipides dans le foie en raison de la résistance périphérique a
I'insuline. Cette accumulation peut résulter d’'une augmentation de la lipolyse par les
adipocytes ou par l'augmentation de l'apport en graisse alimentaire, suivie par
'augmentation des acides gras libres. La dysfonction mitochondriale associée a
I'insulino-résistance peut aussi induire cette accumulation lipidique par la dysfonction
de la beta-oxydation ou bien encore par 'augmentation de la lipogenése de novo.
Enfin, la diminution de I'excrétion des triglycérides via la sécrétion de lipoprotéines de
basse densité (VLDL) par le foie peut aggraver la stéatose (Koo, 2013).

Ensuite, la seconde étape vers la progression de la NASH est caractérisée par une
augmentation du stress oxydant dans les hépatocytes due a une dérégulation du
métabolisme redox. Lorsque le stress oxydant hépatique s’intensifie, on retrouve une
augmentation de la peroxydation lipidique accompagnée de dommages a I'ADN et
linduction de marqueurs inflammatoires. Tous ces événements contribuent

activement au phénomene de fibrose.

La derniére étape représente l'incapacité du foie a renouveler ses cellules. En
temps normal, la mort cellulaire stimule la réplication des hépatocytes matures
permettant de reconstituer une fonction tissulaire normale. Cependant, le stress
oxydant généré dans la NAFLD inhibe cette réplication et favorise la croissance de
cellules progénitrices hépatiques. Ces cellules sont capables de se différencier en
cellules assimilables aux hépatocytes et sont fortement associées a la fibrose. Cette
inefficacité a régénérer des hépatocytes entraine une altération sévere des fonctions
hépatiques menant a la cirrhose. Si les lésions provoquées par la cirrhose s’aggravent

avec le temps, cela peut mener a linsuffisance hépatique et a I'hépatocarcinome
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(Dowman et al., 2010).

1.4.3.Syndrome métabolique

Le syndrome métabolique a été défini pour la premiére fois en 1988 comme un
ensemble de perturbations métaboliques et cardiovasculaires (Reaven, 1988). Une
actualisation a ensuite été faite par TOMS (Alberti and Zimmet, 1998) puis mise a jour
par le National Cholesterol Education Program (NCEP, 2001). Trois des cing critéres
suivants doivent étre réunis pour diagnostiquer un syndrome métabolique :

- Obésité abdominale (tour de taille >88 cm chez la femme et >102 cm chez
'homme)

- Pression artérielle systolique >130 mmHg et diastolique >85mmHg

- HDL-Cholestérol <1 mmol/L pour les hommes et <1,3 mmol/L pour les femmes

- Triglycérides >1,7 mmol/L

- Glycémie a jelin >6,1 mmol/L

Cette définition permet de se rendre compte que I'obésité abdominale joue un réle
important dans le développement des anomalies métaboliques en relation avec

'obésité (Després and Lemieux, 2006).

2. Letissu adipeux

Le tissu adipeux est un organe a part entiére qui a évolué de la représentation d’'un
dépbt inerte d’excédent d’énergie a un tissu avec des fonctions endocrine, paracrine
ou autocrine actives. La plupart des substances libérées par les adipocytes du tissu
adipeux, appelées adipokines, régulent I'apport énergétique et le métabolisme dont
certaines vont venir agir sur la fonction cardiovasculaire (Gao, 2007) (Figure 5).
Certaines de ces adipokines seront présentées dans la partie « Dysfonctions

retrouvées lors de I'obésité ».
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Figure 5: Tissu adipeux et adipokines.

De ce fait, le tissu adipeux, qui est 'organe majeur impliqué dans le développement
de I'obésité et des désordres associés, représente la cible majeure de remaniements
cellulaire et structural. Cette plasticité adipocytaire permet a I'organisme de pouvoir
s’adapter a un grand nombre de conditions physiologiques et pathologiques (Lee et
al., 2014).

2.1. Description et composition du tissu adipeux

Le tissu adipeux est constitué majoritairement d’adipocytes et de la fraction stroma-
vasculaire (Figure 6). L’adipocyte est une cellule ronde de grande taille composée de
plusieurs vacuoles lipidiques pouvant se fusionner en une et repousse donc le noyau
et les autres organites vers la périphérie et le cytoplasme. La fraction stroma-
vasculaire comprend les cellules précurseurs (pré-adipocytes), les vaisseaux, les
fibroblastes ainsi que les cellules immunitaires (leucocytes, macrophages) (Cohen and
Spiegelman, 2016; Ouchi et al., 2011).
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Figure 6 : Structure et composition du tissu adipeux.

Il existe trois types de tissus adipeux : le blanc, le brun et le beige. Les adipocytes
proviennent de pré-adipocytes qui ont suivi différentes voies de signalisation afin
d’aboutir aux différents types (Kuhn et al., 2012) (Figure 7). lls présentent des
différences de morphologie, de composition et de réles (Tableau 3).

Cellule souche mésenchymateuse

)
Précurseur myogénique Précurseur adipogénique
Myoblaste Préadipocyte brun Préadipocyte blanc
Myocyte Adipocyte brun  Adipocyte beige  Adipocyte blanc
e Y ’

Figure 7 : Origines cellulaires des adipocytes en fonction de leur précurseur.
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Tableau 3 : Principales caractéristiques des adipocytes blancs, bruns et beiges.

Adipocytes Adipocytes Adipocytes
blancs bruns beiges
Adipocyte Uniloculaire Multiloculaire Multiloculaire
Taille 25-200 pm 15-60 pm 15-60 pm
Mitochondrie Peu Abondantes Abondantes
Vacuole lipidique Unique Multiples Multiples
Noyau Périphérique Central Central

Le tissu adipeux blanc est connu pour étre un organe de réserve et d’homéostasie
énergétique, a travers le stockage de I'énergie sous forme de triglycérides. Il est trés

peu vascularisé et pauvre en mitochondries.

Le tissu adipeux brun est connu pour étre métaboliguement actif et associé a une
production d’énergie sous forme de chaleur via la thermogenese chimique, elle-méme
engendrée par le découplage de la phosphorylation oxydative. A linverse du tissu
adipeux blanc, celui-ci est trés vascularisé et riche en mitochondries afin d’assurer son

réle de dépense énergétique.

Récemment identifié et caractérisé, le tissu adipeux beige résulte de la conversion
du tissu adipeux blanc en beige. Ce phénoméne de « browning » ou de beigisation
permet aux adipocytes blancs d’acquérir un phénotype brun et donc de pouvoir
dissiper I'énergie sous forme de chaleur (Aldiss et al., 2018; Cinti, 2009). Cette
transformation peut se réaliser dans différentes situations comme I'exposition au froid,
'administration d’agonistes des récepteurs [B3-adrénergiques et des récepteurs
PPAR-y (Bonet et al., 2013; van Marken Lichtenbelt et al., 2009). Des stratégies
naturelles ont également fait I'objet de nombreuses recherches dans ce phénoméne
de beigisation (Okla et al., 2017). Inversement, dans le cas d’'une consommation d’'un
régime obésogéne, le tissu adipeux brun peut devenir blanc, phénomene appelé
blanchiment (« whitening ») (Bartelt and Heeren, 2013) (Figure 8). Outre ces
changements, la plasticité adipocytaire peut aboutir a des modifications structurales et
notamment 'augmentation de la taille et du nombre des adipocytes présents au sein
du tissu adipeux. Ceci sera expliqué plus en détails dans la partie « Dysfonctions

retrouvées lors de I'obésité ».
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Figure 8 : Changements phénotypiques des adipocytes en réponse a des modifications

d'environnement.

2.2. Localisation du tissu adipeux

Chez 'Homme adulte, le tissu adipeux blanc représente entre 15 et 25% du poids
d’'un individu. Sa localisation varie puisqu’il peut étre soit sous-cutané, soit viscéral
(Figure 9).

Dépots de graisse viscérale
Epicardique \
Mésentérique
Rétro-péritonéale\‘

Gonadale

Dépbdts de graisse sous-cutb‘/

Abdominale /

Glutéale

Fémorale

Figure 9 : Répartition des différents tissus adipeux chez I'Homme (d'aprés Wronska and Kmiec,
2012).

En fonction de la localisation de ce tissu adipeux, on distingue deux formes
d’obésité (Vague, 1947). Lorsque I'adiposité est retrouvée au niveau du bas du corps
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(cuisses, hanches, bassin), on parle d'adiposité « gynoide ». En revanche, lorsque la
graisse est localisée principalement au niveau abdominal, il s’agit d’adiposité
« androide ». Celle-ci reste la forme d’obésité la plus néfaste pour 'lHomme et est

fortement associée a I'apparition de risques cardiovasculaires (Figure 10).

a s 48

Figure 10 : Répartition du tissu adipeux en fonction de sa localisation : obésité gynoide et
androide (Vague, 1947).

Chez l'adulte, le tissu adipeux blanc sous-cutané (TAsc) est situé sous la peau et
au niveau inguinal. Le tissu adipeux viscéral (TAv) est présent autour des organes et
au niveau mésentérique. Le TAsc représente environ 80% de la masse grasse totale
chez le sujet sain et le TAv entre 10-20% de la masse grasse chez ’homme maigre ou
obése et 5 & 10 % chez la femme (Bastard and Féeve, 2012). Longtemps considéré
comme inexistant chez I'adulte et trés présent chez le nouveau-né et les mammiféres
hibernants, le tissu adipeux brun (TAB) a récemment été détecté chez I'adulte par la
technique de tomographie par émission de positrons (PET-scan) fluorescents au
niveau supra-claviculaire et dans la région cervicale (Cypess et al., 2009). Au-dela de
'imagerie par PET-Scan, une variété de techniques se sont révélées prometteuses
pour l'imagerie du TAB. La résonance magnétique, n'utilisant pas de radiation
ionisante, permet a la fois de localiser et de quantifier I'activité du TAB (Sampath et
al., 2016; Wu et al., 2020). Une autre technique moins colteuse et ne nécessitant pas
de radiation ionisante repose sur l'ultrasonographie, qui permet de mesurer le flux
sanguin du TAB (Baron David et al., 2012). Comme le TAB génére de la chaleur, la
thermométrie peut étre utilisée. Des études chez des sujets humains ont démontré
que limagerie thermique pouvait mettre en évidence des augmentations de

température induites par le froid (Symonds et al., 2012).
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Chez les rongeurs, le tissu adipeux blanc a les mémes localisations que chez
'Homme. Des dépbts de graisse viscérale sont retrouvés au niveau épicardique,
mésentérique, périrénal, rétro-péritonéal et en plus au niveau gonadal (Bartelt and
Heeren, 2013). La graisse sous-cutanée se situe au niveau abdominal et inguinal
(Park et al., 2014). En revanche, le tissu adipeux brun est organisé en dépots
localisés au niveau interscapulaire, cervical, médiastinal (péricardique, périrénal, péri-
aortique) (Figure 11). Des dépbts de tissu adipeux blanc, comme le sous-cutané et
I'inguinal, sont susceptibles d’acquérir les caractéristiques du tissu adipeux brun sous
certaines conditions citées précédemment (Figure 8). De par leurs activités
thermogéniques, ces tissus représentent de potentielles cibles thérapeutiques

intéressantes.

Souris Homme

Adipocytes bruns

Interscapulaire

,_/\_

Axillaire Letvical
Périrénal Supraclaviculaire

2 »
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TAblanc s » ¢
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antérieur _\\ Enfant ’
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TAblanc A & % ‘7\\ l
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Figure 11 : Localisations anatomiques du tissu adipeux brun et beige chez la souris et 'Homme
(d’apreés lkeda et al., 2018).
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2.3. Réles du tissu adipeux

Tableau 4 : Réle des adipocytes blancs et bruns.

Adipocytes blancs Adipocytes bruns

Stockage d’énergie
Adipogenése

Fonctions Lipogenése Thermogénése
Lipolyse
Sécrétion d’adipokines
Oxydation des acides gras + 4+
Chaine respiratoire + 4+

De par leur composition différente, le tissu adipeux blanc et brun vont avoir des

réles différents (Tableau 4).

Le stockage des lipides dans les adipocytes se fait sous forme de triglycérides
(TG). La principale source de ces lipides provient des lipides plasmatiques circulants
qui sont soit des acides gras non estérifiées (AGNE) liés a I'albumine soit des TG
incorporés dans des lipoprotéines provenant de I'alimentation. Une autre partie des
TG peut venir de la lipogenése de novo au niveau hépatique, principalement des
lipoprotéines a tres basse densité (VLDL). Les TG contenus a la fois dans les
chylomicrons et dans les VLDL sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase (LPL),
enzyme sécrétée par les adipocytes et ancrée sur la membrane de cellules
endothéliales des capillaires sanguins, en 2-monoglycérol. Les protéines de transports
(FATP) permettent la captation des acides gras libres par les adipocytes et ces acides
gras se lient ensuite a des protéines cytoplasmiques (FABP) pour étre activés en acyl-
CoA par une Acyl-CoA synthase. lls peuvent ensuite étre ré-estérifiés en TG en
présence de glucose-3-phosphate (G-3-P). Les acides gras néosynthétisés par la voie
lipogénique assurent le stockage des lipides sous forme de TG. La lipogenese de
novo contribue de maniére minoritaire au stockage des TG. Principalement, la
régulation du stockage des acides gras est soumise a un contrdle nutritionnel
(glucose, AGNE) mais elle est également sensible a des hormones comme l'insuline,

les stéroides ou encore les catécholamines.

La lipolyse, quant a elle, est le processus permettant la libération des AGNE par
I'hydrolyse des TG contenus dans la gouttelette lipidique. Ce mécanisme permet de

subvenir aux besoins de I'organisme en cas de restriction énergétique. La lipolyse est
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sous I'action de deux lipases, la lipase hormono-sensible (HSL) et la triglycéride lipase
(ATGL). Ces enzymes catalysent les réactions successives d’hydrolyses des TG en
diacylglycérol, en monoacylglycérol et en glycérol. Finalement, a chaque étape il y a
libération de molécules d’acides gras dans le sang et qui sont par la suite utilisables
par les autres cellules de I'organisme a des fins énergétiques (Figure 12). Comme
pour la lipogenese, la lipolyse est soumise a un controle nutritionnel et plurihormonal
(insuline, adrénaline, noradrénaline). L’état métabolique, nutritionnel et hormonal de

I'organisme régule le flux d’AGNE entrant et sortant du tissu adipeux.

Glucose
Glucose
Acetyl CoA G3P
/7 FFA ___— Glycérol
FFA l

Stock TG
Acyl-CoA / i ==
LIPOGENESE

Chylomicron-TG
VLDL-TG

Figure 12 : Etapes de lipogenése et de lipolyse dans I’adipocyte.

Le tissu adipeux brun régule la thermogénése dite non frissonnante médiée par le
systéme nerveux sympathique. Cette capacité thermogénique est permise grace a la
présence abondante dans la membrane interne mitochondriale d’une protéine
découplante, 'UCP1 (Uncoupling Protein 1) ou thermogénine. Suite a une exposition
au froid ou a l'ingestion de nourriture, une libération de noradrénaline produite par le
systeme nerveux sympathique entraine une augmentation du nombre d’adipocytes
bruns, de mitochondries et par conséquent de I'expression d’'UCP1 (Merlin et al.,
2016). Cette protéine découple la phosphorylation oxydative en facilitant la diffusion
des protons a travers la membrane interne mitochondriale provoquant ainsi une
dissipation du gradient de protons entre I'espace intermembranaire et la matrice
mitochondriale. Finalement, I'énergie résultant de l'oxydation des acides gras est
dissipée sous forme de chaleur au lieu d’'une production d’énergie sous forme d’ATP
(Adénosine triphosphate) (Figure 13).

48



ATGL

PKA > - Gc.)u.tt.elette gklf;, < »7

lipidique \_ 2

X l LPL o4

FY P38 MAPK @

N T

7*,.\%\,«' l Acides gras \
et ATF-2

PGC1 [ Chaleur UCP1

@ N
PGCla

PGCla
|_ppARy PRDM16 I_PPARy RXR -
N\ | VAR
uUcrP1

Figure 13 : Thermogenese dans l'adipocyte brun (Adapté de Merlin et al., 2016).

2.4. Dysfonctions adipocytaires retrouvées lors de I'obésité

Lors de linstallation de I'obésité, des modifications phénotypiques peuvent aussi
étre observées. Ceci se traduit par une augmentation 1/ de la taille des adipocytes afin
de pouvoir accueillir 'excédent d’énergie, phénoméne appelé hypertrophie ou 2/ du
nombre d’adipocytes au sein du tissu adipeux, appelé hyperplasie (Spalding et al.,
2008).

En plus de modifications structurales, l'obésité induit des changements
fonctionnels. La dysfonction adipocytaire va favoriser linstallation de plusieurs
paramétres comme un statut inflammatoire chronique de bas-grade conduisant a une
insulino-résistance systémique et périphérique, une hypoxie tissulaire ainsi que des

dysfonctions endocrines (Kl6ting and Bliher, 2014).

Tous ces événements vont entrainer un déséquilibre de 'homéostasie se traduisant
par une modification de sécrétions d’adipokines (adiponectine, leptine) ainsi que des

cellules inflammatoires.

Les études portant sur le lien entre I'obésité et I'inflammation datent d’il y a environ
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30 ans. Chez les souris obeses, il avait été reporté pour la toute premiére fois une
augmentation de production de la quantité de cytokine pro-inflammatoire Tumor
Necrosis Factor a (TNF-a) (Hotamisligil et al., 1995). A la suite de cette découverte,
de nombreuses recherches décrivant les différences inflammatoires entre les animaux
obéses et normopondérés ainsi que chez ’lHomme ont été réalisées. Notamment, une
augmentation des taux circulants plasmatiques de nombreux médiateurs
inflammatoires a été décrite chez les obéses (Calder et al., 2011; Gregor and
Hotamisligil, 2011; Landrier et al., 2019b) (Tableau 5). Les adipocytes du tissu
adipeux produisent également la cytokine MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein
1) conduisant a linfiltration macrophagique dans le tissu adipeux et entrainant une
inflammation chronique (Gregor and Hotamisligil, 2011). Il en résulte donc une
augmentation du nombre de macrophages due au recrutement et a la différenciation
de monocytes périphériques, venant accroitre la population de macrophages résidents
déja présents. De plus, une modification du phénotype des macrophages a été
observée dans le tissu adipeux obése. Classiquement, 2 sous-populations de
macrophages sont distinguées : les M1 sécrétant des molécules pro-inflammatoires
telles que le TNF- a, IL-1B, IL-6, 12 et MCP-1 et les M2 anti-inflammatoires sécrétant
IL-4, 1L10, IL-13 et TGF- B (Apostolopoulos et al., 2016). Dans le tissu adipeux de
personnes minces, on retrouve principalement des macrophages résidents de type 2
alors que chez les patients obéses, une majorité de macrophages de type 1 est
rapportée (Chylikova et al., 2018). Ce phénotype pro-inflammatoire pourrait expliquer

la propagation de I'inflammation associée a I'obésité.
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Tableau 5 : Fonctions des différents médiateurs inflammatoires.

Groupe Nom Fonctions

Insulino-sensible
Hormones Adiponectine Stimule I'oxydation des AG
Action anti-inflammatoire

Signal de satiété par effet direct sur
I’hypothalamus

Leptine Stimule la lipolyse, inhibe la
lipogenése, stimule I'oxydation des
AG
L Induit I'insulino-résistance
Résistine

Différenciation adipocytaire

Protéines de

PAI Plasminogen Activator Inhibition systéme fibrinolytique
la phase oo o 1re . s
" Inhibitor Induit I'insulino-résistance
aigue
Haptoglobine Propriétés anti-oxydantes
Pro-inflammatoire
Cytokines IL-6 Interleukin 6 Diminution voies de la leptine et de
insuline
Inhibition production cytokines
IL-10 A . . o
Diminution réponse immunitaire
Pro-inflammatoire
TNF-a Tumor Necrosis Factor a Induit finsulino-résistance
Augmentation lipolyse dans les
adipocytes
Chimiokines CCL5 C-C motif ligand 5 Recrutement leucocytes sur les

sites inflammatoires

Recrutement des macrophages sur

MCP1 Monocyte les sites inflammatoires
Chemoattractant Protein 1 Augmentation lipolyse et sécrétion
leptine
Facteurs de L Impllqu_ee dans_ I,anglogenese
) Angiopoiétine Stimulation/prolifération cellules
croissance o
endothéliales
TGF- B Transformation Growth Anti-inflammatoire
Effet sur la prolifération, la
Factor 3 s . )
différenciation et 'apoptose
MiRNAs miR-14, mir-218, let-7 Métabolisme lipidique et glucidique
Familles miR-17/20/93, miR-
21/590-5p, miR-200b/c, miR- Régulation par I'alimentation
221/222, let-7/miR-98, miR-203
miR-21 Corrélation avec 'lMC
miR-132, miR-126, miR-193b, Régulation de I'expression de
miR-145 marqueurs inflammatoires
miR-155 Inflammation adipocytaire
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L’adiponectine, considérée habituellement comme ayant des propriétés de
sensibilisation a linsuline et anti-inflammatoires, est retrouvée diminuée lors de
l'obésité (Trayhurn and Wood, 2004). Elle est impliquée dans le métabolisme
glucidique et lipidique et agit au niveau cellulaire en se fixant principalement sur deux
récepteurs : AdipoR1 et AdipoR2, respectivement exprimés dans le muscle et dans le
foie. Une fois activés, ces récepteurs se lient a une protéine adaptatrice qui relaye
I'activation de 'AMPK (Adenosine MonoPhosphate activated protein Kinase). Ceci
provoque I'entrée de glucose dans le muscle et le foie, 'augmentation de I'oxydation

des acides gras et I'inhibition de la néoglucogenése (Reverchon et al., 2013).

De facon intéressante, la leptine est également impliquée dans I’homéostasie du
glucose et la balance énergétique. Elle permet la capture du glucose, I'oxydation des
acides gras et permet de prévenir de I'accumulation de lipides au niveau du tissu
adipeux et des tissus sensibles a [linsuline. Chez les individus obéses, une
hyperleptinémie est observée et conduit a une résistance a la leptine (Vazquez-Vela
et al.,, 2008). Ainsi, la leptine perd sa capacité a contréler le développement de

'obésité en ne régulant plus la prise alimentaire.

Les cytokines inflammatoires interférent avec la signalisation de linsuline en
activant les protéines sérine/thréonine kinases dont notamment les kinases Jun N-

terminale kinase (JNK) et Inhibitor of nuclear factor Kappa-B Kinase (IKK).

Elles vont avoir plusieurs réles dont l'inhibition de la phosphorylation de la tyrosine
Insulin Receptor Substrate (IRS-1), la régulation des programmes de transcription des
effecteurs terminaux Activator Protein-1 (AP1) et Nuclear Factor-Kappa B (NF-kB)
(Gao et al., 2002; Tanti and Jager, 2009) (Figure 14).
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Figure 14 : (A) Principales voies de signalisation de I'insuline et (B) Inhibition du signal

insulinique (Adapté de Capeau, 2003).

(A) Les protéines IRS sont positionnées au niveau de la face cytosolique de la membrane
plasmique par leur domaine PH (domaine d’homologie). Elles positionnent ainsi leur domaine
PTB (phosphotyrosine binding), en face de la tyrosine 960 du récepteur a l'insuline (RIl) et se
fixent au Rl sur la tyrosine 960 phosphorylée par I'intermédiaire de leur domaine PTB. La moitié
carboxy-terminale des protéines IRS phosphoryle des résidus tyrosines spécifiques sur les IRS.
Les protéines IRS ainsi phosphorylées sont a leur tour reconnues par les domaines SH2 (src
homology 2) de protéines relais: PI3 (phosphatidyl-inositol 3) kinase, Grb2 (growth factor
receptor-bound protein 2). La PI3 kinase crée ensuite des sites de reconnaissance d’autres
kinases cellulaires telles que PKB/Akt qui va a son tour phosphoryler et activer d’autres relais
cellulaires impliqués dans les effets métaboliques de I’hormone (synthése de glycogeéne, effets
anti-apoptotique et anti-lipolyse). PKB/Akt permet également la translocation de GLUT4 a la
membrane cellulaire, augmentant ainsi 'absorption du glucose. L’autre protéine relais Grb2, fixée
sur des phosphotyrosines spécifiques des IRS permet d’activer le facteur d’échange
nucléotidigue SOS (son of sevenless). SOS active la protéine G Ras activant par la suite la kinase
Raf. Finalement, Raf phosphoryle et active la MAP kinase Me&K qui va activer des kinases
impliquées dans la synthése protéique.

(B) Les kinases JNK et IKKB activées par le TNFa exercent un rétrocontréle négatif du signal de
linsuline. Elles phosphorylent la sérine 307 de I'IRS et empéchent ainsi I’interaction du domaine
PTB avec la tyrosine 960 phosphorylée du RI et donc la transmission du signal insulinique.
L’élévation des acides gras libres (AGL) et 'accumulation de diacylglycérol et d’acylCoA peuvent
conduire a I’activation de la PKC@ (protéine kinase spécifique des sérines/thréonines) et donc ala
phosphorylation de I'IRS sur Ser/Thr.

La voie NF-kB joue un rOle essentiel dans la régulation de l'inflammation avec
comme genes cibles le TNF-q, I'lL-6 et CCL2 et est retrouvée augmentée dans le cas
d’obésité. De plus, il a été montré chez les souris invalidées pour IKKB nourries avec
une nourriture riche en graisse, une meilleure sensibilité a l'insuline (Yuan et al.,
2001).
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Les protéines kinases JNK appartiennent a la famille des Mitogen-Activated Protein
(MAP) kinases et sont impliquées dans de nombreuses voies de stress. Cette voie
joue un réle clé dans l'inflammation induite par le stress du réticulum endoplasmique
et dans l'inhibition de la sensibilité a l'insuline (Gregor and Hotamisligil, 2011) et est
activée par I'obésité (Sabio and Davis, 2010). Les souris transgéniques déficientes
pour le géne JNK présentaient une protection contre la résistance a l'insuline ainsi
gu’une baisse de prise de poids malgré la consommation d’'un régime riche en graisse
(Hirosumi et al., 2002). Ce résultat est également obtenu lorsque cette voie est
inhibée par des inhibiteurs pharmacologiques comme le salicylate (Kim et al., 2001).
De plus, la voie JNK est également impliquée dans l'inflammation et il a été montré
gu’elle était nécessaire pour linstallation de l'insulino-résistance induite par 'obésité.
Dans I'étude d’Han et al., des souris déficientes en JNK et soumises a un régime riche
en graisse conservaient leur sensibilité a I'insuline tout en étant obéses (Han et al.,
2012).

L’expansion du tissu adipeux s’accompagne également de zones hypoxiques. Ces
dernieres sont dues a une rarification des capillaires sanguins dans le tissu adipeux
(Loustau et al., 2020; Ye et al., 2007). Celle-ci est étroitement corrélée a une
inflammation tissulaire puisque la réduction du flux sanguin peut contribuer a la
nécrose des adipocytes par ischémie induisant ainsi le recrutement et la prolifération
de macrophages. De plus, le tissu adipeux obése présente une plus faible densité de
capillaires (Loustau et al., 2020) ainsi qu’'une augmentation du diameétre suggérant
une vascularisation moins efficace (Pasarica et al., 2009). Chez des souris, I'obésité
induite soit par la consommation d'un régime riche en graisse ou génétiquement,
provoque une hypoxie adipocytaire ainsi qu'une inflammation par la diminution de la
pression partielle en oxygene pouvant atteindre une réduction de 70% dans le tissu
adipeux viscéral (Ye et al., 2007). Outre ces phénoménes d’inflammation et d’hypoxie,
le tissu adipeux va également étre confronté a un stress du réticulum endoplasmique

et a un stress oxydant.
2.5. Ectopisme

La dysfonction adipocytaire, aggravée par linsulino-résistance systémique, va
bloquer la lipogenése, ralentir I'action anti-lipolytique de l'insuline et donc induire une
augmentation du flux d’acides gras libres, n’étant plus gérés par les adipocytes.

Chaque individu posséde sa propre limite intrinseéque de capacité a stocker I'excés de
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lipides dans le tissu adipeux. Lorsque l'organisme est dépassé par la surcharge
d’acides gras alimentaires, d’autres organes vont étre affectés et des dépobts adipeux
vont étre redirigés vers le foie, les muscles et le coeur. Ces dépdts constituent la
graisse ectopique et se distinguent en deux types : soit par la formation de tissus
adipeux autour des organes soit par I'accumulation de triglycérides intracellulaires
dans des tissus adipeux appelée stéatose (Figure 15). De plus, ces dépbts ectopiques
vont avoir une action locale ou systémique. Les dépbts de graisses viscérale, intra-
hépatique et intra-musculaire ont un effet systémique conduisant aux perturbations
métaboliqgues. Ces perturbations métaboliques regroupent [linflammation et le
déséquilibre des cytokines pouvant aller jusqu’au syndrome métabolique. Les dépbts
de graisses périvasculaire et épicardique exercent des effets locaux participant a la
survenue des maladies cardiovasculaires (Britton and Fox, 2011). Suivant la
localisation de ces effets, on retrouve des atteintes au niveau myocardique
(dysfonction myocardique et arythmies), artériel (athérosclérose des arteres
coronaires et vaisseaux périphériques) et au niveau rénal (glomérulopathie) (Ferrara
et al., 2019).

Tissus adipeux ectopiques Graisse ectopique
dans des tissus non adipeux

& O

TA périvasculaire TA épitardique (TAE)
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Figure 15 : Différents types de dépdts ectopiques (Gaborit et al., 2013).
De par ces interactions, un véritable dialogue inter-organes se met en place

amenant le développement d’anomalies métaboliques et cardiovasculaires associées

a l'obésité. Ce dialogue se résume principalement par la sécrétion de molécules
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respectivement appelées adipokines, myokines et hépatokines pour le tissu adipeux,
le muscle et le foie (Figure 16). Ces organes métaboligues communiquent ainsi entre
eux afin de réguler 'homéostasie énergétique et la sensibilité a linsuline. Les
adipokines vont agir sur le foie et le muscle en participant au niveau hépatique a
'accumulation de graisses, le captage des acides gras, la production de glucose et au

niveau musculaire au captage du glucose, a la lipolyse et a la sensibilité a I'insuline.

(Adiponectine, leptine, résistine,
FGF21, IL6, TNF-at)
Lipolyse
Masse grasse
Sensibilité a I'insuline

e ——

g

Hépatokines Myokines
(Fétuine A, FGF21, Chémérine, Sélénoprotéine) (Irisine, Myostastine, EPO, FGF21, IL4,
6, 7, 8 et 15, BDNF,IGF1)

Figure 16 : Sécrétions de molécules par le tissu adipeux, le muscle et le foie et interactions.
BDNF : Brain Derived Neurotrophic Factor, EPO : erythropoietin ; FGF21: Fibroblast Growth

Factor 21; IGF : Insulin Growth Factor ; IL-6: Interleukin 6 ; TNF-a : Tumor Necrosis Factor a.

L’excés de nutriments dans l'organisme va favoriser la surcharge d’acides gras
libres qui vont pouvoir se stocker au niveau du foie (Azzu et al., 2020). Cette
accumulation de lipides dans le foie protége les autres organes de cette surcharge
lipidique quand le tissu adipeux n’est plus capable d’assurer sa fonction de stockage.
Elle peut étre transitoire comme définitive lorsqu’elle est associée a I'obésité. On parle
alors de stéatose hépatique et c’est un marqueur précoce du syndrome de dépoéts
ectopiques de lipides. Des molécules appelées hépatokines sont libérées par le foie et
vont avoir une action sur les autres organes. La Fétuine A, la sélénoprotéine et la
chémérine vont participer a I'insulino-résistance, l'intolérance au glucose ainsi qu’au
développement de la stéatose hépatique (Oh et al., 2016). Au niveau adipeux, ces

hépatokines vont également réguler la lipolyse et 'accumulation de masse grasse.

Récemment, les myokines (molécules libérées par le muscle squelettique) ont été

découvertes et ont des fonctions endocrines et paracrines (Liu et al., 2017). Il existe
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une réelle communication entre les adipokines et les myokines (Graf and Ferrari,
2019). Ceci va entrainer la perturbation de la signalisation a l'insuline ainsi que le
captage du glucose (Tableau 6). De plus, elles vont agir au niveau adipeux en
régulant la lipolyse, 'accumulation de masse grasse et la sensibilité a l'insuline

comme les hépatokines.

Les altérations de la lipogenese et de la lipolyse conduisent non seulement a une
accumulation excessive de triglycérides au sein de ces différents organes, mais
également a laccumulation de dérivés lipidiques toxiques, phénomene appelé
lipotoxicité. Ces métabolites intermédiaires sont générés par les étapes de synthese
et de dégradation des triglycérides et phospholipides (Capel et al., 2013). Il en existe
plusieurs comme l'acyl-CoA, les DAG (diacylglycérols), les céramides, les acyl-
carnitines et certaines prostaglandines. Ces intermédiaires interferent avec la
signalisation de l'insuline en activant des voies pro-inflammatoires impliquées dans la
résistance a l'insuline. Par exemple, 'accumulation de DAG provogque une activation
de protéines kinase C qui vont interagir avec le récepteur a l'insuline et s’opposer a la

transduction du signal insulinique (Jornayvaz et Shulman, 2012).

Tableau 6 : Effets des adipo-myokines sur le muscle squelettique et le tissu adipeux.

Adipo- Effets sur le muscle . .
. . Effets sur le tissu adipeux
myokines squelettique
Contrdle homéostasie glucidique, Thermoaenase
FGF21 sensibilité a l'nsuline et 9e
. R Browning
cétogenese

Augmentation de I'oxydation des

BDNF Taille des adipocytes

acides gras
Myostatine Inhibition hypqrtrophle Llpolyse,_ oxydatlo_n lipidique
musculaire mitochondriale
caHt); peertr(ljlf)giemgzcﬂggi'on Augmentation lipolyse, oxydation
IL-6 blage g » deg acides gras, effet pro-

glycogeéne, lipolyse, effet anti-

. ’ inflammatoire
inflammatoire

Browning, lipolyse, stimulation
glycogenése, baisse
gluconéogeneése et lipogenese
hépatique

Stimulation captage glucose,
Irisine métabolisme lipidique,
croissance musculaire
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Au niveau cardiaque, le tissu adipeux épicardique s’accumule autour du myocarde
et cette accumulation de lipides est associée a l'apparition de cardiomyopathies
induisant un remodelage cardiaque (Greulich et al., 2012; Schaffer, 2003). Celle-ci
peut induire la mort cellulaire par apoptose des cardiomyocytes et ainsi contribuer a

I'altération de la fonction systolique.

Le tissu adipeux interagit également avec le pancréas en induisant le captage du
glucose via l'action de linsuline qui entraine le stockage de triacylglycérol dans les
adipocytes. Il a également été montré que le profil pro-inflammatoire des adipokines
dans le tissu adipeux obése contribue aux Iésions des cellules B pancréatiques. Les
adipokines telles que la leptine, la résistine ou encore I'adiponectine vont jouer un role
important dans la dysfonction des cellules 3 et dans le développement du diabete de
type 2 (Romacho et al., 2014).

3. Prise en charge de I’obésité

Les conséquences économiques, médicales et psychologiques de la pandémie
d'obésité exigent une application généralisée des traitements et des interventions
efficaces pour lutter contre I'obésité. L’apparition de I'obésité est principalement due a
de mauvaises habitudes alimentaires et comportementales. De ce fait, une meilleure
qualité de vie, tant sur le plan nutritionnel avec un apport suffisant de micro- et
macroéléments que sur le plan social avec des activités physiques réguliéres ont un
réle crucial dans le traitement de I'obésité. Les plans d’intervention au niveau mondial,
mis en place par différents organismes sanitaires comme I'OMS visent a améliorer la

prise en charge et la réduction du nombre d’obéses.

Un plan de prévention dans la lutte contre I'obésité a été mis en place dés 2011 par
le Ministére de la Santé en France et la Haute Autorité de Santé (HAS) qui permettrait
d’atteindre des diminutions significatives de respectivement 15% et 20% concernant
les adultes et les enfants/adolescents d’ici 2023. La HAS a ainsi publié deux
recommandations, I'une pour la prise en charge de I'adulte, I'autre pour la prise en
charge de I'enfant et de I'adolescent. Ces recommandations destinées aux médecins
traitants ont pour objectif d’améliorer la qualité de la prise en charge médicale de
premier recours des personnes ayant un surpoids ou une obeésité. De plus, en 2018,
'OMS a établi une stratégie mondiale dont le but est de promouvoir et de protéger la
santé grace a une alimentation saine et a I'exercice physique d’ici 2030, I'objectif étant
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de réduire de 15% I'inactivité aussi bien chez les adultes que chez les adolescents.
3.1. Les traitements médicamenteux

Des traitements médicamenteux existent mais restent trés limités. Autrefois, des
médicaments dits « coupe-faim » étaient prescrits mais sont désormais interdits dans
le traitement de I'obésité depuis de nombreuses années. Actuellement, il n’existe plus
gu’'un médicament en France : l'orlistat (Bansal and Al Khalili, 2020). Ce médicament
a pour effet une réduction de I'absorption des gras alimentaires d’environ 30%. Les
matieres grasses non digérées sont excrétées dans les selles. Il doit é&tre accompagné
d’'un régime faible en gras pour éviter ou réduire les effets indésirables. L’orlistat a
aussi été administré en combinaison avec de l'acarbose et a montré des effets
substantiels sur la réduction de I'appétit et de la glycémie postprandiale (Holmback et
al., 2020). En combinaison avec un régime hypocalorique, le traitement a l'orlistat
s’est révélé efficace pour promouvoir la perte de poids sur une période d’'un an. Ces
essais cliniques ont rapporté une baisse de poids comprise entre 2 et 5 kilos (Ballinger
and Peikin, 2002).

Néanmoins, la prescription de thérapie anti-obésité doit étre associée a une
approche plus complete associant aussi une diete et des programmes d’exercice

physique selon un récent rapport de Milano et son équipe (Milano et al., 2020).
3.2. Les interventions chirurgicales

Le traitement de I'obésité par les chirurgies bariatriques est réservé aux personnes
souffrant d’'obésité morbide c’est-a-dire 1/ celles dont I'MC dépasse 40, 2/ celles dont
'IMC est supérieur a 35 et souffrant d’obésité associée a une ou plusieurs
complications métaboliques, 3/ celles dont 'obésité a des conséquences graves sur la
vie professionnelle ou familiale; 4/ celles qui ne parviennent pas a perdre
suffisamment de poids et dont 'IlMC reste compris entre 35 et 39,9 km/m? malgré un
régime alimentaire et la pratigue d'une activité physique (traitement hygiéno-
diététique) (Dragano et al., 2020). Le but de cette intervention étant de restreindre
I'absorption des aliments afin de réduire I'apport calorique journalier et I'ingestion de

nourriture d’environ 40%.

Trois types majeurs d’interventions existent : la gastroplastie, qui regroupe la

sleeve gastrique, pose d’agrafes, et 'anneau gastrique, pose d’'un anneau modulable ;
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le ballon gastrique et le by-pass gastrique. L’anneau gastrique est placé autour de la
jonction entre I'cesophage et I'estomac, la gastrectomie longitudinale consiste a retirer
les deux tiers de I'estomac et enfin le court-circuit gastriqgue a réduire le volume de
'estomac et modifier le circuit alimentaire. Cette derniére chirurgie est réalisée par le
raccord d’'une poche stomacale résiduelle directement a une portion de I'intestin gréle
(Jéjunum) par pontage gastrique. Elle permet de réduire considérablement le volume
de l'estomac et permet de réduire significativement la masse pondérale en

outrepassant la partie proximale de l'intestin.

La chirurgie bariatrique est connue pour étre efficace et aide a perdre du poids
durablement. Cependant, ces interventions sont tres co(teuses financierement et
peuvent dramatiquement changer la vie des patients avec un changement de mode
de vie impliquant une activité physique réguliére, la prise quotidienne a vie de
compléments tels que les oligoéléments, vitamines et minéraux (Arterburn et al., 2020;
Bal et al., 2012).

3.3. Les interventions sur le mode de vie

Des études cliniques visant la perte de poids mettent en place des restrictions
alimentaires accompagnées de programmes d’exercice physique. Cependant, ces
études présentent des limites puisque le suivi des différents régimes et la réalisation

d’activité physique peuvent étre jugées de maniére subjective (Benaich et al., 2020).

Dans le cadre du traitement de I'obésité, des modifications axées sur le mode de
vie sont préconisées, en particulier sur I'exercice physique et le régime alimentaire
(Ferrari et al., 2020; Roderka et al., 2020). Ces recommandations jouent a plusieurs
niveaux : effets préventifs notables, stabilisation du poids, voire méme réduction
pondérale modérée, mais significative d’'un point de vue clinique. Cependant, I'un des
inconvénients a ces interventions est d’induire des phénomeénes de découragement et

de perte de motivation chez les patients obeses.
3.3.1.Restriction des apports caloriques

La premiere intervention concerne les apports calorigues. Des troubles alimentaires
sont observés chez les personnes obéses dont le grignotage, les exces boulimiques
ou compulsifs, la mauvaise qualité nutritionnelle des aliments, il est donc important de
lutter contre ces mauvaises habitudes (Laster and Frame, 2019; Williamson et al.,

2020). Une diminution de l'apport calorique par la densité et la quantité sont
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préconisés tout en respectant un rythme alimentaire normal avec des prises de repas
a heure fixe (Kessler and Pivovarova-Ramich, 2019). Le rythme circadien est soumis
a une régulation métabolique. En temps normal, I'expression cyclique des régulateurs
métaboliques coordonnent les processus cellulaires de maniére efficace alors que des
perturbations métaboliques dues a un déséquilibre ou un exces nutritionnel vont

résulter en une atténuation de la régulation métabolique.
3.3.2. Promotion de l'activité physique

La méthode d’intervention la plus connue reste I'activité physique et est considérée
comme thérapeutique a part entiere dans de nombreuses maladies chroniques et
états de santé (Depiesse et al.,, 2016; Inserm, 2019). Elle est importante dans les
programmes de perte de poids mais également dans le maintien pondéral apres une
perte de poids conséquente. Il a été établi par 'OMS une liste de recommandations
d’activité physique et pour les adultes de 18 a 64 ans, au moins 150 minutes par
semaine d’activité physique d’endurance a intensité modérée sont préconisées. Ce
temps d’activité couplé a une réduction des apports alimentaires présente un impact
positif (Thompson et al., 2013). Il est évident que pour les personnes obéses, ces
valeurs sont difficilement atteignables. Il est donc primordial, dans la prise en charge
de l'obésité d’accompagner ces personnes en leur proposant des programmes
d’activité physique adaptée. L’amélioration de la prise en charge de I'obésité infantile
consiste a élaborer des recommandations spécifiques de bonnes pratiqgues en tenant
compte des godts individuels, de I'accessibilité des sites d’activité physique, du
caractére de I'encadrement et les financements possibles (Morrissey, 2018). Dans
une récente méta-analyse (Garcia-Hermoso et al., 2020), I'estimation du changement
minimum de la capacité cardiorespiratoire nécessaire pour réduire le pourcentage de
graisse corporelle permet ensuite d’adapter les programmes d’exercice chez I'enfant
et 'adolescent. Chez I'adulte atteint de syndrome meétabolique, des programmes
d’intervention sur le mode de vie ont été appliqués par un régime standardisé et
I'activité physique durant 6 mois. L’apport calorique journalier devait atteindre un
déficit de 500 kcal par jour et l'activité physique reposait sur I'endurance et des
exercices de résistance. Ce type d’intervention a permis de réduire la résistance a
l'insuline, linflammation ainsi que d’améliorer la fonction vasculaire (Vinet et al.,
2015). Dans la méme cohorte, ils ont également attribué aléatoirement différentes

modalités d’exercices avec des répartitions différentes de [I'entrainement par
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endurance et résistance (Dutheil et al., 2013).
3.3.3.Apport en micronutriments

Alors que l'obésité est couramment liée a un apport énergétique excessif par
rapport aux besoins ; elle peut aussi étre associée a des apports déficitaires en
certains micronutriments. La prévalence et les mécanismes de carences en
macronutriments et en micronutriments chez les personnes obéses et plus
particulierement avant et aprés chirurgie bariatrique ont été décrits en détails dans
une récente revue par Mohapatra et son équipe (Mohapatra et al., 2020). De plus, une
autre étude issue de I'enquéte transversale NHANES (National Health and Nutrition
Examination Survey), représentant la population des Etats-Unis et utilisant les
données de pres de 3000 personnes agées de plus de 60 ans, a permis d’examiner le
statut en micronutriments et la qualité globale de I'alimentation, chez les personnes en
situation d’obésité (Jun et al., 2020). Ces résultats ont montré que le pourcentage de
personnes présentant une insuffisance en magnésium était significativement
augmenté en cas d’obésité, aussi bien chez les hommes que chez les femmes. Par
ailleurs, chez les femmes uniquement, les personnes en situation d’obésité sont plus a
risque d’avoir des apports insuffisants en calcium et en vitamine B6. Des déficiences
en rétinol, anti-oxydants comme la vitamine C et E, du B-caroténe, des folates, du fer
et du sélénium ont également été relevées (Damms-Machado et al., 2012 ; Garcia et
al., 2019). Lorsque ceux-ci sont identifies comme déficients, le statut oxydatif de
l'individu est compromis et augmente ainsi le risque de développer les comorbidités
associees a l'obésité. C’est également le cas de la vitamine D ou une déficience est
associée a I'obésité (Garcia et al., 2009) et au risque de développer une résistance a
linsuline (Szymczak-Pajor and Sliwinska, 2019). Nous reviendrons sur la vitamine D

dans la partie suivante (Partie 4).
3.3.4. Stratégies alternatives

En plus de ces interventions « classiques », de nouvelles stratégies thérapeutiques
en recherche sont étudiées. L'exposition au froid favorise le développement de la
graisse brune, considéréee comme meétaboliguement active (Manfredi, 2020; Palmer
and Clegg, 2019; Peres Valgas da Silva et al., 2019). L’exposition au froid permet
d’activer le tissu adipeux brun et donc la thermogenése non-frissonnante qui provoque
une augmentation de la dépense énergétique. Ensuite, il existe le jeun intermittent qui

est présent sous différentes formes : une alternance d’un jour sur deux, de deux jours
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par semaine ou encore d’'une limitation quotidienne du temps passé a manger. Ces
méthodes ont rapporté des effets bénéfiques sur la perte de poids, sur linstallation
d’une restriction énergétique spontanée ou encore la sensibilité a l'insuline (Gabel and
Varady, 2020). Enfin, la diéte cétogéne est caractérisée par une restriction calorique,
une quantité de protéines suffisante pour le maintien de la masse maigre et une faible
teneur en glucides (<30-50 g/jour) renforcée par un apport en lipides (Casanueva et
al., 2020). Ceci favorise I'épuisement des réserves de glucose (i.e. glycogene
hépatique et musculaire) pour entrainer la dégradation des acides gras sous forme de

corps cétoniques qui ont des propriétés anorexigenes permettant la perte de poids.

4. Lavitamine D

La découverte de la vitamine D est liée a une maladie touchant les enfants vivant
dans des régions pauvres et faiblement ensoleillées, le rachitisme. Dans les années
1920, les chercheurs Mellanby et McCollum ont démontré I'efficacité de I'huile de foie
de morue dans le traitement du rachitisme et nommeront la substance antirachitique
contenue dans lhuile : vitamine D. Depuis, elle est également connue pour son
implication dans les maladies osseuses chez 'adulte (ostéomalacie, ostéoporose) et
considérée comme essentielle a la bonne santé osseuse par le maintien de

’lhoméostasie calcique.
4.1. Sources

La vitamine D est une hormone liposoluble appartenant a la famille des stérols et
plus particulierement a la classe des sécostéroides. On la retrouve sous 6 formes
principales dans l'organisme : I'ergocalciférol, le cholécalciférol (forme native et
majoritaire), la 25-hydroxyvitamine D2 et D3 (25(OH)D2, 25(OH)D3) ou calcidiol (forme
circulante) et la 1,25dihydroxyvitamine D2 et Dz (1,25(0OH)2D2, 1,25(OH)2Ds) ou

calcitriol (forme active) (Figure 17).
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Figure 17 : Structure des différentes formes de la vitamine D (Adapté de Landrier et al., 2012).

La vitamine D peut provenir de deux sources, endogéne et exogeéne. Dans un
premier temps, la synthése endogene est réalisée par la peau suite a une exposition
aux ultraviolets B (UVB longueurs d’onde 290 — 315 nm) (Lehmann and Meurer,
2010). Elle est possible puisqu’au niveau de [I'épiderme et du derme, le 7-
déhydrocholestérol, un dérivé du cholestérol est présent au niveau des membranes
cellulaires. Les rayons UVB fournissent I'énergie nécessaire afin de le transformer en
pré-vitamine D3, rapidement convertie en vitamine D3 sous l'effet de la chaleur. La
vitamine D3, aussi nommeée cholécalciférol, est libérée dans la circulation. Cette
synthese par la peau est limitée par différents parameétres incluant la pigmentation de
la peau, I'dge, l'incidence de I'angle formée par le soleil, sa latitude, la saison, la
qualité de l'air et la surface corporelle d’exposition (Battault et al., 2013). Une
exposition comprise entre 7 et 30 minutes par jour entre le mois d’avril et octobre
permet de couvrir 50 a 70% des besoins en vitamine D (Bouillon, 2017). Cependant,
'apport endogéne est largement remis en cause et afin d’obtenir un apport suffisant

en vitamine D, des apports nutritionnels sont nécessaires.

La deuxieme source, exogene, concerne l'apport par I'alimentation. Elle peut se
faire par I'apport de vitamine D2, ou ergocalciférol qui est principalement retrouvée
dans les végétaux ou par le cholécalciférol retrouvée principalement dans les
substances animales. Ce dernier est présent dans l'huile de foie de morue, les
poissons gras (saumon, maquereau, harengs, thon), le foie de veau, le jaune d’ceuf,

les arachides (cacahuétes) et les produits laitiers (Tableau 7).
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Tableau 7 : Principales sources alimentaires de vitamine D3 (1ug = 40 Ul) (D'aprés la table du

Centre d'informations sur la qualité des aliments, 2012).

Aliments Vitamine D3 Vitamine D3
(ug /100 g) (Ul'/100 g)
Viande, ceufs, poissons
Huile de foie de morue 250 10 000
Hareng, saumon 8-22 320 - 880
Thon, maquereau, sardine, anchois 7-10 280 — 400
Foie de veau 2.5 100
Jaune d’oeuf 2.1 84
Fruits, légumes, [égumineuses et oléagineux
Cacahuete ou arachide 10.3 412
Champignons 3.1-53 124 - 212
Laits et produits laitiers
Laitages enrichis 1.25 50
Beurre 1.1 44

Dans le calcul des apports alimentaires en vitamine D, I'apport exogéne en
25(0OH)D est largement sous-estimé, pourtant elle est naturellement présente dans un
grand nombre d’aliments de consommation courante (Ovesen et al., 2003). De plus, il
semble que son absorption soit plus efficace que celle de la vitamine D. Toutefois, la
contribution réelle de ce métabolite dans le maintien des taux plasmatiques n’est pas
complétement établie et nécessite de plus amples recherches afin d’en tenir compte

dans les calculs d’apports vitaminiques chez 'Homme.
4.2. Recommandations

Depuis 2017, la nouvelle appellation « Référence nutritionnelle pour la population »
(RNP) est utilisée par TANSES pour définir les apports journaliers recommandés en
nutriments. La RNP en vitamine D a été établie en considérant que la synthese
endogéne cutanée était nulle, afin de couvrir les besoins nutritionnels de la quasi-
totalitt de la population francaise, sans distinction socio-économique ou
géographique. Certes cette hypothése est extréme, mais il est évident que c’est un

critére difficile a estimer puisqu’il est variable selon les individus.

Les valeurs nutritionnelles de référence (VNR) de I'’Agence Européenne de la
Sécurité Alimentaire (EFSA) ont permis de fixer les RNP de la vitamine D afin
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d’assurer son réle dans le maintien de I'ossature et des fonctions musculaires (EFSA
Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies (NDA), 2016). Cependant, 'EFSA
n'a pas pris en compte les autres bénéfices supposés de la vitamine D comme les
cancers et les maladies cardiovasculaires. L’apport adéquat pour un adulte a été fixé
a 15ug par jour pour un adulte et de 10ug par jour pour les nourrissons (Tableau 8).
En accord avec ces valeurs, le SACN qui est le Comité Scientifigue Consultatif de
Nutrition en Angleterre a fixé a 10ug par jour I'apport pour les adultes et entre 8,5-10

Hg par jour pour les nourrissons.

Cependant, ces recommandations sont bien éloignées de la consommation réelle
de vitamine D. En France, I'étude INCA 3 (Etude Individuelle Nationale des
Consommations Alimentaires), réalisée sur le période 2014-2015, a eu pour objectif
de réaliser une base de données de la consommation alimentaire au niveau individuel.
Ceci a permis d’estimer a 3,1 ug/jour d’apport en vitamine D chez I'adulte et inférieur &

3 ug/jour chez I'enfant contre les 15 ug recommandés.

Tableau 8 : Références nutritionnelles en vitamine D conseillées pour la population (Issues des
données VNR de ’EFSA, 2016).

Tranche d’age RNP (ug / jour) RNP (Ul / jour)
Nourrisson (7 = 11 mois) 10 400
Enfants (1 — 17 ans) 15 600
Adultes (homme, femme) 15 600
Femmes enceintes et allaitantes 15 600
4.3. Insuffisance en vitamine D

La vitamine D est principalement retrouvée sous forme de 25-hydroxyvitamine D
(25(OH)D) dans la circulation sanguine, aussi appelée calcidiol. Les cliniciens
I'utilisent afin de pouvoir évaluer le statut en vitamine D. Elle peut étre mesurée par
différentes techniques comme la chromatographie en phase liquide a haute
performance, la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse ou bien
encore des immuno-essais. Une carence est observée lorsque les concentrations
plasmatiques de 25(OH)D sont inférieures a 10 ng/mL et une intoxication est observée

lorsque celles-ci sont supérieures a 150 ng/mL (Tableau 9). Les niveaux entre 10 et
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30 ng/ml correspondent a une situation d’insuffisance, tandis que des valeurs entre 30
et 90 ng/ml sont considérées comme les valeurs a atteindre (valeurs de référence)
(Holick, 2007).

Tableau 9 : Valeurs déterminant les différents statuts en vitamine D.

Concentrations plasmatiques [25(0OH)D] en nmol.L*
25(OH)D en ng.mL™?

Carence <10 <25
Insuffisance 10-30 25-75
Valeurs cibles 30-90 75 —225
Surdose > 100 250
Intoxication > 150 - 200 > 375

En plus de la mesure des concentrations plasmatiques de 25(OH)D, il existe
d’autres marqueurs permettant de refléter l'insuffisance ou la carence en vitamine D.
La mesure des taux sériques en 25(OH)D libre a récemment été évoquée, comme
nouveau marqueur du statut plasmatique en vitamine D (Bikle et al., 2017). Il a été
rapporté une corrélation entre les taux plasmatiques en 25(OH)D libre et les taux
plasmatiques en 25(OH)D totale chez 'lHomme (Oleréd et al., 2017). Cependant, des
études appropriées sont nécessaires afin de définir l'intérét clinique du dosage de la
25(OH)D libre, plutét que de la 25(0OH)D totale, chez des sujets sains ainsi que dans
diverses pathologies (Bouillon, 2016). D’autres marqueurs peuvent étre utilisés
comme les concentrations plasmatigues en calcium, phosphore ou encore de
'hormone parathyroidienne (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies
(NDA), 2016). Cependant, la mesure de la 25(OH)D totale reste la plus utilisée quant

a 'analyse du statut vitaminique d’un individu.

Bien que la vitamine D ait une double origine (endogene et exogéne), la population
francaise dans sa globalité est fortement en carence ou en insuffisance. D’aprés les
données de I'Etude Nationale Nutriton Santé (ENNS) effectuée entre 2006-2007
(Vernay et al.,, 2012), 40% de la population francaise est déficiente si le seuil
plasmatique de 25(0OH)D est fixé a 20 ng/mL et de 80% s'il est placé a 30 ng/mL.
Cette forte prévalence peut s’expliquer d’une part par le faible nombre d’aliments
riches en vitamine D consommés et d’autre part par une faible néosynthése cutanée

de vitamine D. Autrefois, elle était considérée comme majoritaire avec 50 a 70% des
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besoins en vitamine D couverts alors que certains facteurs peuvent influencer la
synthése endogéne de la vitamine D. Tout d’abord, la zone de résidence est un
facteur a prendre en compte puisque l'intensité des rayons UVB n’est pas la méme en
fonction de la latitude, 'altitude, la saison et de I’heure d’exposition. De plus, suivant le
lieu d’habitation, la synthése ne sera pas la méme que l'on vive a la campagne ou
dans une mégapole polluée. Les personnes agées ont également une diminution de la
synthese cutanée de vitamine D avec une concentration en 7-déhydrocholestérol plus
faible (MacLaughlin and Holick, 1985). Enfin, la pigmentation de la peau joue un role
dans cette synthése avec une prédisposition des individus a peau foncée a moins étre
efficace. En d’autres termes, ils doivent s’exposer plus longtemps au soleil que les
individus a peau claire pour produire des quantités égales de cholécalciférol (Meunier,
2008).

4.4. Supplémentations en vitamine D

Au vu du grand nombre d’insuffisances observées dans différentes pathologies, la
supplémentation en vitamine D reste essentielle a I'équilibre nutritionnel. Avant
d’envisager le recours a une supplémentation pharmacologique, plusieurs
recommandations peuvent étre préconisées en intervenant sur le plan nutritionnel et
comportemental. Par exemple, une exposition au soleil des bras et des jambes
pendant 5 a 30 minutes, 2 fois par semaines, entre 10 et 15 heures, hors période
hivernale, accroit significativement les taux plasmatiques de 25(OH)D. Si le corps

entier est exposeé, 20 000 Ul de vitamine D peuvent étre apportées.

Du point de vue de I'alimentation, il reste tres difficile de compenser une carence en
vitamine D par la nutrition puisque peu d’aliments en contiennent naturellement et ont
une teneur lipidique importante. Par exemple, la consommation de poissons gras ne
doit pas excéder la fréquence de deux fois par semaine afin d’éviter I'exposition aux
meétaux lourds, selon TANSES. C’est pourquoi des prescriptions de vitamine D sont
utilisées. Une posologie minimale de 800 Ul/j de vitamine D3 apparait nécessaire pour
protéger I'os et semble étre un prérequis utile en termes de santé publique (Audran
and Briot, 2010). Enfin, méme si les doses et les durées sont trés bien connues, un
surdosage en vitamine D (>250 nmol/L) peut avoir des effets néfastes sur I'organisme.
En effet, un exces de vitamine D peut entrainer des nausées, vomissements, perte de
poids, maux de tétes, polyurie, et dans les cas séveres une hypercalcémie engendrant

une calcification tissulaire et pouvant causer des risques rénaux et cardiovasculaires
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(Haute Autorité de Santé, 2013).

4.5, Métabolisme

La vitamine D apportée par I'alimentation est incorporée dans les micelles mixtes et
absorbée dans la partie proximale de I'intestin gréle. Bien que longtemps considéré
comme exclusivement passif, ce processus implique également des transporteurs du
cholestérol. Notamment, Cluster of Differentiation 36 (CD36), Niemann-Pick C1-Like 1
(NPC1L1) et Scavenger Receptor class B type 1 (SR-B1) participent a I'absorption de
la vitamine D (Reboul et al., 2011). L’efficacité de I'absorption de la vitamine D va étre
comprise entre 55 et 99% chez 'Homme. De par sa liposolubilité, elle sera plus
efficace en présence de sels biliaires et en présence de graisses alimentaires dans la
lumiere intestinale (Reboul, 2015). Celle-ci est lente, environ 40% sont absorbés en

12h et elle couvre 10 a 25% des besoins en vitamine D.

Apres absorption, la vitamine D va étre transportée jusqu’au foie grace a son
incorporation dans les chylomicrons. Les vitamines D2 et D3 ont un métabolisme
sensiblement identique et dépendant des mémes complexes enzymatiques chez
'Homme. La vitamine D néosynthétisée semble étre tres majoritairement liee a la
Vitamin D Binding Protein (VDBP) (Haddad et al., 1981). Cette protéine lie a la fois la
vitamine D mais aussi ces métabolites (25(0OH)D et 1,25(0OH)2D) et constitue leur

principal transporteur plasmatique.

La vitamine D3, apportée soit par synthése endogéne ou par l'alimentation est
libérée dans la circulation sanguine, liée a la VDBP ou elle va pouvoir exercer ses
effets directs. Elle peut également étre stockée dans le tissu adipeux ou encore
transportée vers les organes ou des hydroxylations successives lui permettront de

devenir biologiquement active (Figure 18).

La vitamine D subit une premiéere hydroxylation au niveau hépatique ou elle sera
hydroxylée sur le carbone 25 pour former la 25-hydroxyvitamine Ds (25-OH-D) dont la
demi-vie est relativement longue (3- 4 semaines). Plusieurs enzymes sont capables
de catalyser cette réaction chez 'Homme et la souris comme la CYP27A1, CYP2R1,
CYP2J2 (ou CYP2J6 chez la souris) et CYP314 (ou CYP3A1ll chez la souris) et
appartiennent a la famille des cytochromes P450 (CYP). La CYP2R1 semble étre
'enzyme clé de cette réaction (Zhu et al., 2013a). De plus, cette étape de 25-

hydroxylation semble étre tres peu régulée (Girgis et al., 2013), bien que de récents
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travaux remettent en cause ce dogme.

Dans le sang, la 25(OH)D ainsi que la 1,25(OH)2D sont majoritairement liées a la
VDBP (85-90% de la 25(OH)D totale présente dans le plasma) alors que le reste est
lié a 'albumine (10-15 %) ou sous forme libre qui correspond a environ 1% de leur
guantité totale (Bikle et al., 1986).

Le complexe 25(0OH)D-VDBP est endocyté par un complexe faisant intervenir les
protéines megaline, cubuline, amniloless et disabled au niveau des cellules du tubule
proximal du rein. La cubuline séquestre la VDBP a la surface de la cellule avant son
association avec la mégaline qui permet [linternalisation du complexe
cubuline/25(OH)D/VDBP. Ce complexe est ensuite dirigé vers les lysosomes ou la
VDBP est dégradée et la 25(0OH)D libérée dans le cytosol de la cellule. La 25(0OH)D
est soit réexcrétée dans le sang, soit elle se fixe a d’autres transporteurs dans la
cellule rénale ou son acheminement jusqu’aux mitochondries va permettre sa seconde
hydroxylation. Cette étape est réalisée par la présence de la 1a-hydroxylase, mettant
en jeu la CYP27B1 (Schuster, 2011) afin de donner la 1,25-dihydroxyvitamine D3
(1,25(0OH)2D), forme active de la vitamine D (Dusso et al., 2005) dont la demi-vie est
de quelques heures (4 heures). L’activation de ces hydroxylations sont dépendantes
de la régulation de 'hormone parathyroidienne (PTH), du calcium (Ca?*) ainsi que du

phosphore (P).

Un processus autorégulé d’inactivation est régulé par I'expression du CYP24Al
(Schuster, 2011). Cette enzyme permet I'hydroxylation de la 1,25(OH)2D en 25(0OH)D
sur le carbone 24. Ce mécanisme permet I'obtention de métabolites inactivés, moins

polaires et moins actifs, qui vont ensuite étre pris en charge et excrétés par la bile.
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Figure 18 : Métabolisme général de la vitamine D. VDR : Vitamin D Receptor ; VDRE : Vitamin D
Response Element ; RXR : Retinoic Acid Receptor.

4.6. Mécanismes d’action

La 1,25(0OH)2D, métabolite actif de la vitamine D présente a la fois des effets

génomigues, non génomiques et épigénétiques.

Les effets génomiques de la vitamine D font intervenir le Vitamin D Receptor (VDR)
appartenant a la superfamille des récepteurs nucléaires et des hormones stéroides ou
la 1,25(OH)2D va venir se lier. Ce complexe 1,25(0OH)2D-VDR va étre transloqué au
niveau du noyau cellulaire pour ensuite se lier au récepteur de l'acide rétinoique, le
Retinoic Acid Receptor (RXR). En présence de ligand, I'hétérodimére formé par le
VDR-RXR se lie a 'ADN sur les éléments de réponses a la vitamine D (VDRE) dans
des régions promotrices de genes. Ceci entraine par la suite la transcription de genes
cibles ou les genes vont étre actives ou réprimés. La plupart des tissus humains et
types cellulaires expriment le VDR (Bouillon et al., 2008; Christakos et al., 2015). Au
vu de sa distribution ubiquitaire, ceci permet d’expliquer qu’un grand nombre de génes
soit régulé de maniére directe ou indirecte par la 1,25(OH)2D (Bouillon et al., 2008). La
vitamine D va étre impliquée dans de nombreuses voies metaboliques telles que le
métabolisme calcique, linflammation, l'apoptose, I'angiogenése ou encore la

prolifération et la différenciation cellulaires (Christakos et al., 2015; Jeon and Shin,
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2018). Cette régulation des genes cibles implique le recrutement de coactivateurs ou
de corépresseurs lors de la fixation du ligand au VDR (Girgis et al., 2013; Rosen et al.,
2012). De plus, d'autres éléments comme le niveau de méthylation et d’acétylation de

la chromatine vont orienter cette régulation génique.

Outre la régulation par la présence de ligand, le VDR peut également réguler
'expression génique de maniére indépendante en s’hétérodimérisant avec RXR sur
des régions promotrices. Il est donc important de noter que la régulation génique de la
vitamine D fait intervenir de nombreux facteurs de transcription et ainsi devenir trés

complexe.

Il peut également y avoir des modifications non-génomiques impliquant le récepteur
membranaire Protein Disulfide Isomerase Family A member 3 (PDIA3). Il participe au
captage rapide du calcium (Nemere et al.,, 2010) au niveau de I'entérocyte mais
également au niveau des ostéoblastes, hépatocytes ou les cellules B du pancréas.
Apres fixation et activation par la 1,25(0OH)2D, il va permettre d’activer de nombreuses
voies comme celles des phospholipases C et A2, les Mitogen-Acitvated Protein
kinases (MAPK), la protéine kinase C ainsi que les canaux calciques (Landrier, 2014).
La réponse au calcitriol par ce récepteur va étre a 'origine de réponses trés rapides

pouvant aller de quelques secondes a quelques minutes.

Enfin, des modifications épigénétiques peuvent avoir lieu comme la méthylation de
'ADN au niveau des ilots CpG (Fu et al., 2013) en régulant I'expression d’histones
méthylases et de DNA méthyltransférases. De méme, la vitamine D agit sur la
régulation d’histones acétylases (HAT) et d’histones désacétylases (HDAC) ainsi que
sur leur recrutement (Karlic and Varga, 2011) permettant donc de jouer sur le niveau
d’acétylation des histones. Enfin, la vitamine D via son récepteur est capable de
réguler I'expression des micros ARN (miRNAs) de maniere directe ou indirecte en
modulant I'activité de facteurs de transcriptions (Karkeni et al., 2018; Lisse et al.,
2013).

4.7. Sites de stockage et tissus cibles

Le tissu adipeux représente le principal site de stockage de la vitamine D sous
forme native (cholécalciférol) ou sous forme de 25(OH)D ainsi que dans le muscle
(Tableau 10) (Heaney et al., 2009; Landrier et al., 2012). Il est également la cible de la

vitamine D avec la présence de VDR et un lieu de synthése locale de calcitriol par la
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présence de la 1a-hydroxylase. Il a été montré que le tissu adipeux viscéral contient
20% de plus de vitamine D que le tissu adipeux sous-cutané (Beckman et al., 2013).
De plus, 65% de la forme totale de vitamine D présente dans I'organisme est sous
forme de vitamine D3 (73% au niveau du tissu adipeux et 13% au niveau du muscle).
Concernant la 25(0OH)D, 34% sont retrouvés dans le tissu adipeux, 30% dans le

sérum et 20% dans le muscle.

Tableau 10 : Principaux sites de stockage de la vitamine D (D'aprés Heaney et al. 2009).

Vitamine D (UI) 25(0OH)D (UI) Total (Ul)
Tissu adipeux 6960 1763 8723
Muscle 1527 1055 2581
Foie 168 214 382
Serum 271 1559 1830
Autre 571 578 1149
Total 9426 5169 14665
4.8. Effets de la vitamine D sur la biologie du tissu adipeux

4.8.1.Métabolisme de la vitamine D

Le tissu adipeux exprime la plupart des enzymes nécessaires au métabolisme de la
vitamine D (Wamberg et al., 2013a). Dans I'étude de Zoico (Zoico et al., 2014), la 25-
hydroxylation semble étre fonctionnelle dans le tissu adipeux puisque l'ajout de
vitamine D dans un milieu de culture contenant des adipocytes permet la production
de 25(OH)D. La 1a-hydroxylase est également fonctionnelle dans le tissu adipeux
puisqu’elle a permis la conversion de la 25(OH)D en 1,25(OH)2D dans des cultures
d’adipocytes (Ching et al., 2011; Li et al., 2008; Nimitphong et al., 2012). L’expression
du VDR a été retrouvée dans des pré-adipocytes humains et adipocytes différenciés
en culture (Trayhurn et al., 2011), des adipocytes 3T3-L1 (Kamei et al., 1993) et dans
le tissu adipeux humain sous-cutané et viscéral (Ding et al., 2012). L’absorption et la
sécrétion de la vitamine D par le tissu adipeux impliquent de nombreux mécanismes
moléculaires dont certains ont été identifiés par de récents travaux du laboratoire.

Notamment, il a été montré que toutes les enzymes nécessaires au métabolisme de la
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vitamine D étaient présentes dans le tissu adipeux et I'adipocyte murin (Bonnet et al.,
2018). De plus, le stockage de la vitamine D et ses métabolites est finement régulé et

contrélé par la cubuline, une protéine d’endocytose (Bonnet et al., 2018).
4.8.2. Effets anti-inflammatoires de la vitamine D

Les effets anti-inflammatoires de la vitamine D ont beaucoup été étudiés dans des
modeles in vitro. Il a été montré que la 1,25(0OH)2D diminuait significativement la
libération d’IL8, MCP1 et IL6 par les préadipocytes humains (Gao et al., 2013) et
MCP1 par les adipocytes humains (Lorente-Cebrian et al., 2012) et murins
(Marcotorchino et al., 2012). En accord avec ces résultats, Wamberg et son équipe
ont montré que l'incubation d’adipocytes humains avec la 1,25(0OH)2D permettait de
réduire I'expression d’IL6, IL8 et MCP1 (Wamberg et al., 2013b). Cet effet anti-
inflammatoire était également médié par une diminution de l'infiltration leucocytaire et
de la migration macrophagique (Zoico et al., 2014). Les travaux de notre laboratoire
sur des cultures d’adipocytes humains et murins prétraités avec la 1,25(OH)2D ont
également rapporté une baisse d’expression et de sécrétion de nombreuses
chimiokines, induites par le TNFa (Karkeni et al., 2015a). De plus, ils observaient une
limitation de la migration macrophagique induite par le milieu conditionné dans des
adipocytes murins. Ces observations ont été étudiées plus en détails et ont permis de
décrire les mécanismes moléculaires impliqués dans ces effets. L'effet anti-
inflammatoire de la vitamine D est principalement médié par une inhibition des voies
de signalisation NF-kB et des MAPK (Karkeni et al., 2015a; Marcotorchino et al., 2012;
Mutt et al., 2012) et par la modulation de microARNs pro-inflammatoires (Karkeni et
al., 2018).

Ces résultats ont également été confirmés dans des modeles in vivo. Notre groupe
a montré qu'une supplémentation en vitamine D entrainait une limitation de
'expression des chimiokines et de l'infiltration leucocytaire au sein du tissu adipeux
chez un modéle murin d’'inflammation chronique (Karkeni et al., 2015a). En accord
avec ces données, une autre étude a rapporté une diminution de la concentration de
TNFa et MCP1 dans le tissu adipeux de rats soumis & un régime riche en graisse et

supplémentés en vitamine D (Farhangi et al., 2017).
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4.9, Relation vitamine D et obésité

La déficience en vitamine D observée chez les individus obéses peut étre causée par
différents changements comportementaux : une diminution de I'apport en vitamine D,
par une moindre exposition au soleil, par le manque d’activités en extérieur et le port
d’habits couvrants (Landrier, 2014). D’autres explications sont plus vraisemblables et la
premiére hypothése a été émise par Wortsman et son équipe (Wortsman et al., 2000).
Pour eux, la baisse de biodisponibilité de la 25(OH)D était due a la séquestration dans
le tissu adipeux de la vitamine D. Puisque dans I'obésité, il y a une expansion du tissu
adipeuy, il représente ainsi un réservoir plus important de stockage. Cependant, cette
hypothése a ensuite été reprise par Drincic et son équipe (Drincic et al., 2012) ou ils ont
rapporté une corrélation entre les bas taux plasmatiques de 25(OH)D et le volume total
des individus. Il en résulte 'hypothése de la dilution volumétrique. Enfin, la derniére
hypothése serait celle d’'une modification du métabolisme enzymatique et des
cytochromes impliqués dans l'activation biologique de la vitamine D (Park et al., 2015;
Wamberg et al., 2013a). En effet, une récente étude de notre laboratoire a pu mettre en
évidence que le tissu adipeux et I'adipocyte en particulier jouaient un réle actif dans la
production et le stockage de la 25(OH)D, par la modulation d’expression des enzymes
impliquées dans la 25- et la 1,25-hydroxylation (Bonnet et al., 2019a). Des données
récentes suggerent aussi une diminution de la 25-hydroxylation hépatique lors de
'obésité/diabéte de type 2 qui pourrait expliquer en partie la diminution de 25(OH)D
lors de I'obésité (Aatsinki et al., 2019; Bonnet et al., 2020; Roizen et al., 2019).

4.10. Effet de la vitamine D sur I’obésité

4.10.1. Etudes cliniques

Du fait de la déficience en vitamine D observée chez les personnes obeses, de
nombreuses études ont eu recours a la supplémentation en vitamine D dans des
programmes de perte de poids (Tableaux 11-12). Différentes méthodologies ont été
appliguées, utilisant différentes doses et différentes modalités d’administration. Dans
la majorité des études, la supplémentation en vitamine D n’a pas induit de différence
concernant la perte de poids (Al-Daghri et al., 2016; Farag et al., 2018; Holecki et al.,
2008; Mai et al., 2017; Mason et al., 2014; Rosenblum et al., 2012; Salehpour et al.,
2012; Sneve et al., 2008; Wamberg et al., 2013c; Zhou et al., 2010; Zittermann et al.,

2009). Cependant, avec une dose plus ou moins forte (50 000 Ul par semaine ou
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100 000 Ul toutes les 2 semaines), une perte de poids est rapportée (Hanafy and
Elkatawy, 2018; Khosravi et al., 2018). Encore plus intéressant, lorsque I'on
s’intéresse a la masse grasse, la supplémentation en vitamine D permet de réduire
significativement son pourcentage (Hanafy and Elkatawy, 2018; Salehpour et al.,
2012; Zhu et al., 2013b).

4.10.2. Etudes expérimentales

Sur le plan expérimental, peu d’études ont été réalisées dans le cadre de la perte
de poids. Cependant, des données sont disponibles en prévention de I'apparition de
'obésité ou la supplémentation en vitamine D permet une limitation de I'expansion du
tissu adipeux et de la prise de poids malgré la consommation d’'un régime riche en
sucre et en graisse durant 10 semaines chez des souris ¢57/bl6 (Marcotorchino et al.,
2014). Ceci est associé a une augmentation de la dépense énergétigue due a une
oxydation accrue de lipides. En effet, chez des souris supplémentées en vitamine D,
'expression de génes impliqués dans le métabolisme mitochondrial et dans
I'oxydation lipidique est fortement induite dans le muscle, le foie ou encore le tissu
adipeux brun. De nombreuses études ont confirmé ces résultats et mis en évidence
une limitation de la prise de poids. Une étude sur des rats Sprague-Dawley soumis au
régime riche en sucre et en graisse associé a une supplémentation en vitamine D
durant 8 semaines a également rapporté une limitation de la prise de poids (Yin et al.,
2012). Des résultats similaires ont été observés chez la souris (Sergeev, 2016;
Sergeev and Song, 2014). De plus, une augmentation de la masse grasse a été

observée chez des rats déficients en vitamine D (Chanet et al., 2017).
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Tableau 11 : Effets de la supplémentation en vitamine D dans des programmes de perte de poids chez la personne obése.

Auteurs Année Sujets Durée Supplémentation Effets
Aliments riches en vitamine D _
_ . _ » _ . Pas de changement de poids
(Al-Daghri et al.) 2016 Obéses adultes 12 mois Exposition au soleil et activité _ o
_ Augmentation de l'irisine
physique
Adultes avec syndrome _ 2 000 Ul/jour _
(Farag et al.) 2018 ) _ 12 semaines _ Pas d’effet sur la perte de poids
métabolique Exercice
Restriction calorique _ .
o _ o Perte de poids, amélioration de
(Hanafy and Adultes avec obésité _ Exercice modérée o _ _
2018 i _ 12 semaines i . la sensibilité a I'insuline,
Elkatawy) réfractaire 100 000 Ul cholécalciférol o ) i
_ diminution graisse sous-cutanée
toutes les 2 semaines
_ . _ 10 UI cholécalciférol/jour Pas d’effet sur la perte de poids
(Holecki et al.) 2008 Femmes obéses 3 mois .
Calcium et masse grasse
_ . _ 50 000 Ul cholécalciférol par Effet sur la perte de poids et
(Khosravi et al.) 2018 Femmes obéses 6 semaines ) o
semaine diminution IMC
Pas de changement de poids
(Mai et al.) 2017 Adultes obéses 28 jours 600 000 Ul cholécalciférol Réduction du ratio
leptine/adiponectine
Femmes obeses , i o Pas d’effet sur le poids ou la
(Mason et al.) 2014 12 mois 2 000 Ul cholécalciférol/jour

post-ménopausées

masse grasse
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Tableau 12 : Effets de la supplémentation en vitamine D dans des programmes de perte de poids chez la personne obése (Suite).

Auteurs Année Sujets Durée Supplémentation Effets
_ Vitamine D contenue dans Pas d’effet sur le poids mais
Adultes en surpoids ou _ _ i _
(Rosenblum et al.) 2012 b 16 semaines jus d’orange réduction de la masse grasse
obéses
Calcium viscérale
Femmes en surpoids ou _ i o Pas d’effet sur le poids mais
(Salehpour et al.) 2012 . 12 semaines 1 000 Ul cholécalciférol/jour i _
obeses réduction de la masse grasse
_ 20 000 Ul cholécalciférol 2 _ _
Adultes en surpoids ou _ _ _ Pas d’effet sur le poids ni sur la
(Sneve et al.) 2008 . 12 mois fois par semaine
obéses _ masse grasse
Calcium
Pas d’effet sur le poids ni facteurs
(Wamberg et al.) 2013 Adultes obéses 26 semaines 7 000 Ul cholécalciférol/jour de risques métaboliques et
inflammatoires
Pas d’effet sur le poids mais effets
(Zittermann et al.) 2009 Adultes obéses 12 mois 3332 Ul cholécalciférol/jour bénéfiques sur certains facteurs de
risques cardiovasculaires
Femmes post- 1 100 Ul cholécalciférol/jour
(Zhou et al.) 2010 ) ) _ 4 ans _ Pas d’effet sur 'IMC
ménopausées en surpoids Calcium
R . 125 Ul cholécalciférol/jour Baisse de la masse grasse (%) et
(Zhu et al.) 2013 Jeunes adultes obéses 12 semaines

Calcium

masse grasse viscérale
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4.11. Effet de la vitamine D sur Pinsulino-résistance

Les premiers travaux réalisés sur les effets de la vitamine D et l'insuline remontent
aux années 1980. Il a été démontré que la vitamine D stimule la sécrétion d’insuline
dans les cellules B pancréatiques dans différents modéles précliniques ou cellulaires
(Norman et al., 1980). Cette stimulation est possible par un mécanisme moléculaire
impliquant a la fois les flux calciques, mais aussi le VDR. En paralléele, il a été montré
que la vitamine D augmente la sensibilité périphérique a 'insuline qui est inversement

corrélée a I'inflammation métabolique résultant de I'obésité.
4.11.1. Etudes cliniques

Ces découvertes ont permis de mettre en avant I'importance de la vitamine D dans
la sensibilité a linsuline. Ainsi, il a été démontré par la suite que la résistance a
'insuline était fortement liée a une déficience en vitamine D (Cheng et al., 2010). En
effet, une étude sur des sujets tolérants au glucose a rapporté une corrélation positive
entre la concentration en 25(OH)D et la sensibilit¢ a linsuline et également que
'hypovitaminose D avait des effets négatifs sur la fonction des cellules B
pancréatiques (Chiu et al., 2004). En outre, une autre étude sur des enfants et
adolescents obeses a montré que les sujets déficients en vitamine D présentaient une
diminution de la sensibilité a l'insuline en comparaison avec des sujets ayant des

concentrations suffisantes en vitamine D (Alemzadeh et al., 2008).

Dans ce cadre, des essais cliniques et des études interventionnelles ont eu un
grand intérét pour la supplémentation en vitamine D dans la prise en charge de
personnes ayant des troubles de 'homéostasie glucidique. Notamment, dans la prise
en charge du diabéte de type 2, la supplémentation en vitamine D permettait
d’améliorer le statut glycémique de patients diabétigues (Chagas et al., 2012;
Nikooyeh et al., 2011; Pittas et al., 2007a). Ceci a également été retrouvé dans une
récente étude ou la supplémentation en vitamine D permettait de contréler la réponse
glycémique et d’améliorer la sensibilité a I'insuline (Mirhosseini et al., 2017). Dans une
étude randomisée, des sujets insulino-résistants et déficients en vitamine D ont été
supplémentés en vitamine D et avaient une meilleure sensibilité et résistance a
insuline par rapport aux controles, méme si aucun effet n’était rapporté sur la
sécrétion d’insuline (von Hurst et al., 2010). Chez des personnes a haut risque de

développer un diabete un type 2 ou récemment diagnostiquées, la supplémentation

79



en vitamine D a permis d’améliorer la sensibilité périphérique a I'insuline, mesurée par

clamp euglycémique hyperinsulinémique (Lemieux et al., 2019).

Une supplémentation en vitamine D chez des sujets souffrant d’obésité réfractaire
permettait de corriger la sensibilité a lI'insuline (Hanafy and Elkatawy, 2018). Aussi, la
vitamine D améliorait la sensibilité a l'insuline post-prandiale chez des hommes sains
susceptibles de présenter une résistance a [linsuline (non-diabétique, obésité
centrale) (Nagpal et al., 2009) et de limiter 'hyperglycémie chez des adultes souffrant
de troubles de la glycémie a jeun (Pittas et al., 2007b).

Il est intéressant de noter que la supplémentation ne bénéficie qu’aux personnes en
situation de diabete et pas aux personnes ne présentant pas de troubles de
'homéostasie glucidique (Seida et al.,, 2014). Un bénéfice de la vitamine D est
€galement observé sur la sécrétion d’insuline uniquement chez les diabétiques
récemment diagnostiqués, suggérant que la vitamine D n’est pas efficace une fois les

cellules pancréatiques défectueuses (Alvarez and Ashraf, 2010).
4.11.2. Etudes expérimentales

Les études sur 'animal ont également permis de mettre en évidence le lien entre la
vitamine D et la résistance a l'insuline. Il a été montré que 'administration de vitamine
D a des rats déficients augmentait la sécrétion d’insuline et réduisait la réponse
glycémique suite a linjection intraveineuse d’'une charge de glucose (Cade and
Norman, 1987). De la méme facon, lorsque les souris ne possédaient pas de
récepteur a la vitamine D fonctionnel, elles présentaient une perturbation de la
sécrétion d’insuline stimulée par le glucose, liée a une baisse de synthése d’insuline
(Zeitz et al., 2003). Récemment, une étude a montré qu'une surexpression des
récepteurs a la vitamine D chez des souris diabétiques préservait les cellules 3
pancréatiques et réduisait leur statut inflammatoire, assurant ainsi une protection

contre le diabete (Morr¢ et al., 2020).

Un nombre limité d’études interventionnelles sur le modele animal ont été réalisées
pour décrire le role de la vitamine D dans le traitement du diabéte de type 2. Par
exemple, dans un modéle de souris diabétique et obése (souris ob/ob), il a été montré
que le traitement avec de Ila vitamine D améliorait I'hyperglycémie et
I'hyperinsulinémie (Kawashima and Castro, 1981). De plus, la vitamine D était capable

d’améliorer 'homéostasie glucidique dans un modeéle de rats hypertendus (rats SHR)
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et de rats Wistar rendus diabétiques par I'alimentation (de Souza Santos and Vianna,
2005). Dans cette continuité, des rats rendus diabétiques par la streptomycine ont
confirmé I'amélioration de ’homéostasie glucidique suite a une supplémentation avec

de I'huile de foie de morue contenant de I'huile d’olive (Ceylan-Isik et al., 2007).

Enfin, dans un modele in vitro d’adipocytes murins, notre laboratoire a montré que
la vitamine D (sous sa forme active) permettait de restaurer la captation de glucose
dans des adipocytes murins rendus insulino-résistants, par les effets anti-
inflammatoires de la vitamine D (Marcotorchino et al., 2012). Dans un autre modele in
vitro, la vitamine D était capable de réduire les acides gras induits par l'insulino-

résistance a la fois au niveau périphérique et dans les hépatocytes (Zhou et al., 2008).

De plus, dans une autre étude réalisée chez des souris c57bl/6j soumises a un
régime riche en sucre et en graisse durant 10 semaines, une limitation de
'augmentation des taux de glucose grace a la supplémentation en vitamine D a été
rapportée (Marcotorchino et al., 2014). Cette amélioration de linsulino-résistance a
été retrouvée dans un modele de rats diabétiques et semblait é&tre médiée par une
diminution de la dégradation de [linsuline et par une augmentation de Ia

phosphorylation du récepteur a I'insuline (Elseweidy et al., 2017).
4.12. Effet de la vitamine D sur la stéatose hépatique

Comme évoqué précédemment, I'obésité est fortement associée a linsulino-
résistance et par conséquent a la stéatose hépatique (NAFLD). Du fait de I'importance
de la vitamine D dans ces pathologies, la question de l'effet de la vitamine D sur les
maladies hépatiques a vu le jour. En effet, dans une étude clinique incluant des
adultes ayant un taux normal d’enzymes hépatiques sériques, de faibles
concentrations en 25(0OH)D étaient corrélées a la présence de stéatose hépatique,
indépendamment du syndrome métabolique, de I'obésité et du profil insulino-résistant
(Barchetta et al., 2011). Cette observation a ensuite été confirmée dans une étude ou
des patients atteints de NAFLD présentaient de faibles taux en 25(0OH)D (Eliades et
al., 2013) et suggérait ainsi le r6le de la vitamine D dans la pathogenese de la NAFLD
(Cimini et al., 2017; Liu et al., 2019).
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4.12.1. Etudes cliniques

Les études épidémiologiques révélant I'association entre la vitamine D et les
maladies hépatiques ont ainsi conduit a l'utilisation de la vitamine D comme stratégie

thérapeutique pour les dommages hépatiques (Nobili and Reif, 2015).

De nombreuses études en ont découlé et la majorité n’a pas rapporté d’effet
bénéfique sur la stéatose hépatique (Barchetta et al., 2017; Sangouni et al., 2019). En
effet, 'étude pilote sur la stéatohépatite non alcoolique réalisée par Kitson et son
équipe, n'‘a pas mis en évidence d’effet de la vitamine D sur I'accumulation de
graisses intra-hépatiques, I'inflammation ou la fibrose (Kitson et al., 2016). En accord
avec ces données, une étude chez des patients diabétiques de type 2 et atteints de
NAFLD n’a pas montré d’effet correctif de la supplémentation en vitamine D durant 24

semaines (Barchetta et al., 2016).

Cependant, d’autres études ont rapporté des effets de la supplémentation en
vitamine D sur les parametres biochimiques de la NAFLD. Par exemple, il a été
montré que la supplémentation limitait les atteintes hépatiques, avec une diminution
de l'inflammation hépatique mais sans changement du degré de la stéatose (Sharifi et
al., 2014). Dans I'étude de Lorvand Amiri combinant la supplémentation en vitamine D
et un régime hypocalorique, la vitamine D permettait de réduire les concentrations de
triglycérides et d’augmenter le HDL-cholestérol (Lorvand Amiri et al., 2016) et
également d’avoir des effets positifs sur le profil lipidique et la sensibilité a l'insuline
(Lorvand Amiri et al., 2017). Enfin, la vitamine D réduisait la stéatose hépatique chez
des patients ayant une accumulation de graisses hépatiques a partir de 4 semaines
de supplémentation (Papapostoli et al., 2016).

4.12.2. Etudes expérimentales

La déficience en vitamine D a également été rapportée dans le modele animal pour
étre associée a I'accumulation de graisses au niveau hépatique (Giblin et al., 2017) et
au développement de la NAFLD (Roth et al., 2012). De plus, I'importance de cette
déficience a été rapportée dans une étude chez des rattes gestantes et déficientes en
vitamine D ou la descendance présentait une altération du métabolisme lipidique et
hépatique contribuant au développement de la stéatose hépatique (Sharma et al.,
2017).
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Bien que l'effet d’'une supplémentation en vitamine D dans le traitement de la
stéatose hépatique chez 'Homme soit controversé, les études précliniques chez
'animal démontrent un effet thérapeutique bénéfique (Karatayli et al., 2020). Par
exemple, la photothérapie, permettant d’augmenter les niveaux de vitamine D, a
montré des effets bénéfiques sur la progression de la stéatohépatite non alcoolique en
régulant les protéines impliquées dans le transfert lipidique et le métabolisme (Nakano
et al.,, 2011). Dans un modeéle de rat atteint de stéatose hépatique induite par la
consommation d’un régime riche en graisse, l'injection de vitamine D durant 2 mois
permettait de prévenir la stéatose hépatique en réduisant I'accumulation de
triglycérides hépatiques par l'inhibition de la lipogenése et l'induction d’oxydation
lipidique (Yin et al., 2012). De plus, les modifications concernant la lipogenése, la
beta-oxydation et I'inflammation hépatique induites par la déficience en vitamine D,
étaient améliorées par la supplémentation en vitamine D durant 10 semaines chez
des souris (Maia-Ceciliano et al., 2019). Cette amélioration était également retrouvée
dans une étude interventionnelle sur des souris ou la supplémentation en vitamine D
réduisait la stéatose et mettait en avant I'effet préventif de la vitamine D sur la baisse
d’expression des génes impliqués dans la lipogenése et dans la progression de la
maladie (Jahn et al., 2019).

Dans le prise en charge de I'obésité et ses pathologies associées comme l'insulino-
résistance et la stéatose hépatique, la vitamine D joue un rdle majeur. Cependant,
concernant les parametres anthropométriques, la vitamine D, administrée seule, ne
permet pas la perte ou le maintien de poids. Il est donc intéressant, dans des
stratégies thérapeutiques de perte de poids chez les individus obéses d’associer la

pratique d’activité physique.
5. L’exercice physique

Si le bien-étre passe par une alimentation eéquilibrée et un sommeil régulier, il ne
faut pas perdre de vue l'importance de la pratique d'une activité physique réguliére. Il
y a « le sport », mais pas seulement. Des activités quotidiennes comme la marche, le
jardinage etc. constituent autant « d'activités physiques » présentant aussi des

bienfaits sur la santé.
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5.1. Définition

L’activité physique, selon la définition de 'OMS correspond a tout mouvement
produit par les muscles squelettiques responsable d’'une augmentation de la dépense
énergétique. Elle résulte donc d’une activité motrice volontaire en l'absence de
compétition et induisant une dépense énergétique supérieure a celle du métabolisme
de repos. Les différentes activités physiques peuvent étre classées en quatre
principales catégories selon les fonctions physiologiques qu’elles sollicitent : cardio-

respiratoire, musculaire, d’assouplissement et d’équilibre.

Selon les recommandations de 'OMS en 2018, le terme « activité physique » ne
doit pas étre confondu avec lI'expression « faire de I'exercice », qui est une sous-
catégorie de l'activité physique plus délibérée, structurée, répétitive, et qui vise a
améliorer ou a entretenir un ou plusieurs aspects de la condition physique. Que le
niveau d’intensité soit modéré ou plus fort, I'activité physique comporte des bienfaits

pour la santé.

L’inactivité physique est quant a elle, définie par un niveau insuffisant d’activité
physique ne permettant pas d’atteindre le seuil recommandé pour la santé. Le niveau
d’'intensité d’'une activité physique est caractérisé par un outil appelé le Metabolic
Equivalent Task (MET) dont la valeur est calculée par le rapport de la dépense
énergétique de l'activité considérée, sur la quantité d’énergie dépensée au repos. En
cas de sédentarité, cette valeur est inférieure ou égale a 1,5 MET et correspond a une

situation d’éveil en position assise ou allongée.
5.2. Differentes formes d’activité physique

L’activité physique peut prendre différentes formes. Elle regroupe les taches
guotidiennes, les activités domestiques, les jeux, les transports, les loisirs, les activités
professionnelles, I'exercice planifié. Les activités domestiques concernent les activités
physiques réalisées chez soi, que ce soit a lintérieur ou a I'extérieur (travaux
ménagers, porter des courses, montées/descentes d’escaliers, bricolage, jardinage).
Les activités physiques de loisirs incluent le sport, I'exercice et I'activité physique de
loisirs non strcuturée. L’activité physique de loisirs peut étre encadrée (associations,
eéducations populaires) ou spontanée (promenades a pied, Vvélo, trottinette ;

équipements spécialisés en acces libre, parcours santé aménagé, terrains multisports,
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pistes cyclables etc.). L'exercice constitue un sous-ensemble de I'activité physique,
c’est une activité physique planifiée, structurée, répétitive dont I'objectif principal est le
maintien ou I'amélioration d’'une ou plusieurs composantes de la condition physique.
Quant au sport, celui-ci constitue également un sous-ensemble de I'activité physique
au cours duquel les participants adherent a un ensemble de regles communes et ou

un objectif est défini.

L’activité physique peut étre caractérisée par plusieurs facteurs comme la
fréquence de pratique, l'intensité et le type de pratique. La fréquence permet de
rendre compte de la répétition des périodes d’activité dans un espace-temps.
L’intensité permet d’évaluer le colt énergétique de [lactivité considérée,
laugmentation de la fréquence cardiaque qu’elle provoque ou la puissance
développée. Elle peut étre exprimée par le MET, défini comme le rapport de la
dépense énergétique liée a l'activité physique sur le métabolisme de base. 1 MET
correspond au niveau de dépense énergétique au repos, assis sur une chaise (3,5 mL
O1/min/kg). Les activités supérieures a 2 METs sont considérées comme des activités
physiques (Tableau 13). Le type d’activité correspond a une activité spécifique
permettant d’envisager des effets physiologiques attendus comme le renforcement
musculaire, I'assouplissement, le maintien de I'équilibre etc. Enfin, le temps de
maintien est la durée d'une session exprimant le temps pendant lequel l'activité

physique aura été maintenue, qu’elle soit réalisée en continu ou en fractionné.
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Tableau 13 : Exemples d’activités physiques classées en fonction de leur intensité, pour un

adulte moyen (homme ou femme de 30-40 ans de poids normal, pratiquant une activité physique

au moins modérée, 5 jours par semaine ou plus).

Intensité Mesures Exemples
1,6a29 MET . .
Fable 40350 FCmax  MAIChe <l pomener son e cordut
20 & 40 % VO2max » aep P )
3a5,9MET Marche de 5 & 6,5 km/h, montée d’escaliers a
Modérée 55a70% FCmax  vitesse lente, nage de loisir, tennis en double, vélo
40 a 60 % VO2max a 15 km/h
) 6 a8,9 MET Montée rapide d’escaliers, pompes répétees,
Elevée 70 4 90 % FCmax course de 8 a4 9 km/h, marche a 5 km/h sur une
60 a 85 % VO2max pente a 12 %, vélo a 20 km/h
>9 MET o, . . N
Trés élevée > 90 % ECMax Activités sportives intenses, course de 9 a 16

> 85 % VO2max

km/h, vélo > 25 km/h

Les mesures de l'activité physique peuvent étre réalisées par des méthodes

déclaractives ou objectives. Les méthodes déclaratives reposent sur la participation
du sujet qui rapporte son activité en temps réel, a l'aide de questionnaires ou d’un
étre réalisées suivant différents

journal. Les méthodes objectives peuvent

parametres :

- L’enregistrement de la fréquence cardiaque (FC) : cette méthode est basée sur
I'hypothése selon laquelle il existe une relation linéaire étroite entre la fréquence
cardiaque et la dépense énergétique pour des activités physiques d’intensité
croissante. Cependant, il existe des variations en fonction des capacités
cardiaques du sujet, de son sexe, de sa condition physique et du type d’activité.
La méthode la plus répandue du calcul de la FC max s’effectue selon la formule

d’Astrand : FCMax=220-a4ge (hommes) ; FCmax = 226-age (femmes).

- Le podométre : permet de compter le nombre de pas, de calculer la distance

parcourue et la dépense énergeétique associee.

- La mesure de la VOzmax (vitesse maximale aérobie) ou consommation

maximale d'oxygéne représente un indicateur de performance sportive. Sa
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mesure directe consiste en un test sur vélo ergométrique ou un tapis de courses
ou sont compareés, lors d’un effort, les volumes d’air inspiré et expiré. La mesure
peut également étre réalisée par un relevé du taux de lactactes sanguins a

chaque palier d’effort.

Du point de vue de l'exercice physique, il en existe deux types : aérobie ou
anaérobie. Plus ou moins prolongés et intenses, ils ne mobilisent pas les mémes

ressources en énergie (Zierath and Wallberg-Henriksson, 2015).

Une activité aérobie est d’intensité modérée. Par exemple, c’est le cas d’'une
course lente. Classé dans la catégorie de I'endurance, I'effort va mobiliser entre 65%
et 80% de la fréquence cardiaque maximale (FCmax). Les réserves d’énergie utilisées
sont essentiellement graisseuses et représente donc la stratégie a privilégier pour la
perte de poids. Une activité anaérobie est plus intense et peut étre par exemple de
'ordre d’un sprint. Il constitue un effort en résistance, a 85-90% de la FCmax. Les
muscles produiront des déchets dont principalement de 'acide lactique et I'organisme
éliminera cette fois des sucres. Cet effort ne peut étre maintenu que quelques
minutes, tout comme les exercices de musculation. En fonction de chaque individu,

une grande hétérogénéité dans la réponse adaptative peut étre observée.

Une autre forme d’exercice est I'entrainement intermittent a haute intensité (HIIT)
qui consiste en une répétition de périodes d’efforts a haute intensité entrecoupées par
des périodes de récupération (Billat, 2001). De nos jours, ce type d’entrainement est

largement reconnu pour améliorer les performances physiques ainsi que la VO2 max.
5.3. Recommandations nationales

D’aprés le rapport de 'INSERM, en 2019, l'activité physique permet de réduire
lincidence des maladies chroniques comme |'obésité, le diabéte et de prévenir de
'apparition de certains cancers. L’activité physique réguliere permet de réduire en
particulier le risque d’hypertension artérielle et [Iapparition d’événements

cardiovasculaires.

En fonction des tranches d’age, les recommandations différent. Les enfants de 5 a
17 ans doivent pratiquer au moins 60 minutes d’activité physique a intensité modérée
a soutenue par jour. Il est également recommandé d’inclure des activités de

renforcement musculaire a raison d’au moins trois fois par semaine. Pour les adultes
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de 18 a 64 ans, il est recommandé d’effectuer au minimum 150 minutes d’activité
d’endurance a intensité modérée ou 75 minutes d’activité d’endurance a intensité
soutenue ou une combinaison équivalente d’activité d’intensité modérée et soutenue
par semaine. En complément, des activités de renforcement musculaire mettant en
jeu les principaux muscles sont a effectuer au moins deux fois par semaine. Ce sont
les mémes recommandations pour les personnes agées de plus de 65 ans, avec,
suivant leur état de santé et la possibilité de la pratique, d’une activité physique
adaptée. Il est fortement conseillé pour les personnes a mobilité réduite de pratiquer
une activité physique pour améliorer I'équilibre et prévenir les chutes, a raison de trois

fois par semaine.

En France, d’aprés I'étude ESTEBAN 2014-2016 de I’Agence nationale de Santé
Publique, seulement 53% des femmes et 70% des hommes atteignaient les
recommandations d’activité physique de 'OMS. Plus alarmant encore, un adulte sur

cing présentait un niveau de sédentarité éleve.
5.4. Situation actuelle de I’activité physique en cas d’obésité

Chez les personnes souffrant d’obésité, il a été observé que les recommandations
faites par TOMS ne sont pas respectées. Ces derniéres décennies, I'urbanisation et
'automatisation ont contribué a une baisse progressive du niveau d’activité physique
associée au travail et aux taches quotidiennes. De plus, une forte augmentation des
activités tres sédentaires comme le temps passé devant la télévision, les jeux vidéo
ou encore derriéere les écrans méme au travail contribue a l'augmentation de la
sédentarité (Rezende et al., 2014). Il a été montré que le temps passé devant la
télévision était fortement associé au gain de poids et a I'obésité, a la fois chez I'enfant
(Biddle et al.,, 2017) et chez I'adulte (Trivedi et al., 2015). D’aprés I'Observatoire
National de I'Activité Physique et de la Sédentarité (ONAPS), en France, le temps
passé devant un écran pour les enfants et adolescents de 3 a 17 ans est d’environ 3
heures par jour et pour les adultes d’environ 3 heures et 30 minutes, hors heures de
travail. Ces chiffres sont d’autant plus alarmants que cette durée augmente avec
'age. L’activité physique réguliére constitue donc une des modalités importantes de la
prise en charge de I'obésité en accord avec des publications récentes (Chin et al.,
2016; Lavie et al., 2018; Swift et al., 2018).
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5.5. Effet de I’activité physique d’un point de vue clinique

L’accumulation progressive de tissu adipeux au sein de I'organisme peut se faire a
différents endroits comme décrit précédemment avec l'apparition d’'une obésité
gynoide ou androide et des risques associés. Cet exces de graisse, hotamment au
niveau abdominal, est associé a I'apparition de pathologies métaboliques et I'exercice
physique a été désigné pour diminuer ce tissu adipeux viscéral (Zhang et al., 2017).
Plusieurs méta-analyses ont montré que I'entrainement en endurance diminuait
significativement la masse grasse viscérale avec ou sans perte de poids associée
(Maillard et al., 2018; Ross et al., 2020; Vissers et al., 2013). De maniere intéressante,
I'exercice aérobie a été rapporté pour étre plus efficace dans la diminution de la
masse grasse sous-cutanée abdominale (Yarizadeh et al., 2020). De plus, il existe
une relation dose-réponse entre la quantité d’exercice aérobie réalisée et la diminution
de graisse viscérale chez les sujets obeses (Ismail et al., 2012; Ohkawara et al.,
2007).

L’exercice physique, allant de la marche rapide a I'exercice aérobie, permet une
diminution significative du poids corporel a partir de quelques semaines de pratique
(Bouchard et al., 2009; Fisher et al., 2015) a plusieurs mois (Donnelly et al., 2009;
Heydari et al., 2012; Irving et al., 2008; Sijie et al., 2012; Zhang et al., 2017). En plus
de cette perte de poids, I'exercice permet également de réduire la masse grasse
viscérale et abdominale de maniere importante (Heydari et al.,, 2012; Hong et al.,
2014; Irving et al., 2008; Lee et al., 2012; Zhang et al., 2017).

De plus, dans certaines études, la sensibilit¢ a linsuline est améliorée par
I'exercice physique soit sous forme d’entrainement combinant les exercices aérobie et
de résistance (Bell et al., 2007; Lee et al., 2012) soit par la marche et les exercices a
intensité modérée ou a haute intensité (Fisher et al., 2015; Hong et al., 2014). Chez
les personnes agées, les exercices de résistance et de flexibilité permettent une
amelioration de la fonction et de la fragilité physiques (Villareal et al., 2011) (Tableau
14).
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Tableau 14 : Effets de I'activité physique dans des programmes de perte de poids chez la personne obeése.

Auteurs Année Sujets Durée Type d’exercice Effets
. _ Entrainements par circuit Diminution tour de taille
(Bell et al.) 2007 Enfants obeses 8 semaines o o o o
(aérobie et résistance) Amélioration sensibilité a 'insuline
(Bouchard et Femmes obéses en _ Exercice aérobie, résistance  Baisse poids et masse grasse quand associé a
2009 i 12 semaines . o _
al.) postménopause et flexibilité une restriction calorique
(Donnelly et Jeunes adultes en _ _ o _
2009 ) R 16 mois Marche sur tapis Diminution poids corporel
al) surpoids ou obéses
_ . _ Exercice modéré ou a haute Baisse poids corporel, meilleure sensibilité &
(Fisher et al.) 2015 Hommes obéses 6 semaines ) o ) ]
intensité linsuline
_ _ _ Exercice intermittent a ) _ o
(Heydari et al.) 2012 Hommes en surpoids 12 semaines _ - Baisse poids corporel et masse grasse viscérale
haute intensité
. . _ Baisse masse grasse abdomoninale et
(Hong et al.) 2012 Femmes obeses 12 semaines Marche rapide o e
amélioration sensibilité a l'insuline
_ R . Exercice aérobie ou a haute Baisse poids corporel et masse grasse sous-
(Irving et al.) 2008 Femmes obeses 16 semaines _ - ) o
intensité cutanée et viscérale
. _ Exercice aérobie et de Baisse masse grasse abdominale
(Lee et al.) 2012 Adolescents obeses 12 semaines . . o
résistance Amélioration sensibilité a I'insuline
. _ Exercice intermittent a _ ) )
(Sijie et al.) 2012 Femmes obéses 12 semaines _ - Baisse poids corporel et graisse corporelle
haute intensité
_ Personnes agées Entrainements aérobie, Baisse du poids corporel
(Villareal et al.) 2011 R 1an o o . _ o )
obeses résistance et flexibilité Amélioration fonction et fragilité physique
R _ Entrainements intensité Baisse du poids corporel et masse grasse
(Zhang et al.) 2017 Femmes obéses 12 semaines

modérée et haute intensité

viscérale et sous-cutanée
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5.6. Effet de l’activité physique dans des modéles

expérimentaux

L’effet de I'exercice physique sur I'obésité a aussi été étudié sur des modeles
expérimentaux. Afin d’'induire le phénotype obése chez les rongeurs, la plupart des
études utilisent un régime riche en sucre et en graisse (HFS) (Lutz, 2018) avant
l'introduction des protocoles d’activité physique. L’activité physique peut étre mise en
place par l'introduction de roues dans les cages ou par des sessions de hage ou tapis

de courses. La durée du protocole peut aller de 4 a 20 semaines (Tableau 15).
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Tableau 15 : Effets de I'activité physique dans des programmes de perte de poids chez I'animal.

Auteurs Année Animaux Durée Type d’exercice Effets

, . : Limitation prise de poids
Souris régime high fat

(Fang and Tang) 2017 (HFD) 16 semaines Protocole de nage Ameélioration métabolisme lipidique et sensibilité
a linsuline
(Gehrke et al.) 2019 Souris HFD 4 semaines Exercice volontaire roues Balsse poids, Amelioration metabolisme
lipidique, baisse stéatose hépatique
Baisse poids, masses adipeuses viscérale et
(Gollisch etal.) 2009 Rats HFD 4 semaines Exercice volontaire roues sous-cutanée
Amélioration sensibilité a I'insuline
(Loustau et al.) 2020 Souris HFD 7 semaines Exercice volontaire roues Baisse poids corporel et masse grasse
Augmentation activité moléculaire anti-
(Touati et al.) 2015 Rats HFD 12 semaines  Sessions course sur tapis athérogéne, anti-inflammatoire et anti-

oxydative : protection fonction vasculaire

. Ameélioration sensibilité a l'insuline systémique
_ Rats obeses _ _ _ o
(Tsuzuki etal.) 2015 o 20 semaines  Exercice volontaire roues et hépatique
diabétiques ) ] o o
Baisse triglycérides hépatiques

Diminution de I'adiposité

(Wu et al.) 2014 Rats HFD 8 semaines  Sessions course sur tapis _ . S
Augmentation thermogenese et beigisation
. _ Limitation de la prise de poids, amélioration
(Yu etal.) 2016 Rats obeses par HFD 8 semaines Protocole de nage ] . o o
métabolisme lipidique et sensibilité a 'insuline
_ Baisse poids, masse viscérale, Amélioration
(Zhang et al.) 2019 Rats HFD 8 semaines Protocole de nage

sensibilité a I'insuline, Diminution TG hépatiques
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La consommation d’un régime HFS dans un modéle murin ou de rat résulte en une
prise de poids importante, mais induit aussi des désordres métaboliques importants
comme l'inflammation amenant a un état d’insulino-résistance pouvant provoquer une
infiltration lipidigue majeure au niveau des muscles, du tissu adipeux et du foie.
L’exercice physique permet de diminuer significativement cette prise de poids induite
par la consommation du régime HFS ainsi qu'une réduction de l'adiposité, en
particulier viscérale et sous-cutanée. De plus, I'exercice physique va également
permettre d’améliorer certaines fonctions métaboliques. Il permet d’améliorer
’homéostasie du glucose et des lipides avec notamment une augmentation de la
glycogénolyse musculaire et hépatique, la lipolyse des triglycérides et I'oxydation des
lipides dans le tissu adipeux (Hargreaves and Richter, 1988; Horowitz and Klein,
2000). Il contribue également a I'amélioration de la sensibilité a l'insuline et du
transport du glucose a la fois dans le muscle squelettique et dans le tissu adipeux
(Stanford et al., 2015).

Il a été rapporté dans des modeles expérimentaux que l'exercice physique était
impliqué dans le changement d’activité du tissu adipeux blanc avec la présence
d’adipocytes beiges au sein de celui-ci. Ce phénomene est appelé beigisation et est
caractérisé par une augmentation d’expression des genes impliqués dans l'activité et
la biogenése mitochondriales (UCP1, PGC1-B, PPAR-a etc.) (Rocha-Rodrigues et al.,
2016; Stanford et al., 2015).

De plus, I'obésité est accompagnée d’'une augmentation des taux plasmatiques de
leptine et d’'une diminution de I'adiponectine induisant la mise en place d’une réponse
pro-inflammatoire. Quand I'exercice physique est ajouté, une baisse de la réponse
inflammatoire est observée avec une diminution de la leptine et une augmentation de
I'adiponectine (Fang and Tang, 2017; Gollisch et al., 2009; Loustau et al., 2020). Les
autres adipokines pro-inflammatoires sécrétées par le tissu adipeux sont également
diminuées par l'exercice physique, dont le Tumor Necrosis Factor a (TNF-a), les
interleukines 6, 8 et 10 (Gehrke et al., 2019; Gollisch et al., 2009; Kawanishi et al.,
2012; Loustau et al., 2020). L'expression du Monocyte Chemoattractant Protein 1
(MCP1), impliqué dans linfiltration macrophagique, est également réduite (Fang and
Tang, 2017; Gehrke et al., 2019; Kawanishi et al., 2012; Loustau et al., 2020).

L’exercice permet de réduire la stéatose hépatique, induite par l'infiltration lipidique

au niveau hépatiqgue (Kawanishi et al., 2012) et met en jeu différentes voies de
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signalisation comme la voie des kinases c-Jun N-terminal (JNK), des protéines
kinases activées par TAMP (AMPK) et des protéines kinases B (Akt) (Gehrke et al.,
2019; Loustau et al., 2020; Tsuzuki et al., 2015; Zhang et al., 2019). La stéatose
hépatique est associée a [Iactivation de la voie JNK, régulant les signaux
inflammatoires et participant a l'installation de l'insulino-résistance. Il a été rapporté
une suppression de la phosphorylation de JNK associée a une baisse du stress
oxydant et de la stéatose hépatique permettant ainsi de diminuer le niveau
d’'inflammation et la résistance a linsuline systémique chez des rats diabétiques
(Tsuzuki et al., 2015). Aussi, I'exercice permet une augmentation de l'activité de
'AMPK provoquant une baisse de la lipogenese de novo et une augmentation de
'oxydation des acides gras afin de rétablir la balance énergétique. Son activité est
dépendante de sa phosphorylation et permet d'évaluer la réponse tissulaire a
'insuline et la sensibilité a l'insuline (Miyamoto, 2018; Viollet, 2017). Dans I'étude de
Loustau et son équipe, une augmentation significative de l'activitt AMPK a été
observée dans le tissu adipeux blanc chez les souris exercées par rapport aux

seédentaires (Loustau et al., 2020).

Un médiateur central de I'inflammation hépatique est le Nuclear Factor Kappa B
(NF-kB). Au cours de 'obésité, cette voie est activée en réponse aux adipokines mais
également aux acides gras libres présents en exces et au stress oxydatif. L’équipe de
Gehrke a montré une baisse de la phosphorylation de NF-kB p65 par I'exercice
physique. Cette baisse d’activité induit une diminution d’expression des cytokines et
chimiokines pro-inflammatoires et de [linfiltration macrophagique dans le foie et

participe donc a une baisse de l'inflammation (Gehrke et al., 2019).

De plus, chez les personnes obeses, une inflammation athérogéne du mur
vasculaire est observée. Le manque d’activité physique induit une augmentation du
stress oxydant qui va participer a la dysfonction endothéliale et par la suite a la mise
en place de lathérosclérose (Laufs Ulrich et al., 2005). Cette dysfonction a été
caracterisée par une altération de la relaxation endothélium dépendante (Deanfield
John E. et al.,, 2007). Il a été montré que la fonction vasculaire ne dépendait pas
seulement des cellules résidant au sein du mur vasculaire mais pouvait étre modulée
par les cellules circulantes dérivées de la moelle osseuse dont certaines sont
impliquées dans I'amélioration de I'angiogenése, de la reconstruction vasculaire, de la

fonction endothéliale et de linhibition de l'athérosclérose. L’'exercice physique est
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connu pour réduire l'inflammation athérogéne du mur vasculaire par la stimulation de
la différenciation de certaines cellules souches de la moelle osseuse en cellules
progénitrices endothéliales (Laufs Ulrich et al., 2004). Un autre mécanisme pouvant
étre responsable de cette réduction reposerait sur 'augmentation du flux sanguin et
des forces de cisaillement dans les vaisseaux (arteres, artérioles) qui vont étre a
'origine d’'une diminution de la sécrétion de molécules d’adhésion participant a
linfiltration des leucocytes (Mills et al., 2006). De plus, il a été démontré que I'exercice
physique améliore la relaxation endothélium dépendante chez des souris soumises a
un régime riche en sucre et en graisse par la baisse du stress oxydant et de la

libération d’adipokines pro-inflammatoires (Fang and Tang, 2017).
5.7. Lien activité physique et vitamine D

Au vu des effets bénéfiques rapportés de I'activité physique et de la vitamine D,
guelques études ont permis de mettre en évidence des effets potentialisés quand ces
deux interventions sont combinées. Pour citer quelques exemples, une étude
américaine regroupant environ 10,500 individus &gés entre 45 et 64 ans s’est
intéressée a la relation entre I'activité physique et la 25(OH)D et a leur impact sur
l'incidence des maladies cardiovasculaires athérosclérotiques (Chin et al., 2017). Il a
été déemontré qu'il existait une relation positive entre I'activité physique et la vitamine
D, a savoir que lorsque les recommandations d’activité physique étaient atteintes, les
niveaux de 25(OH)D étaient plus élevés. De plus, le risque cardiovasculaire était
nettement diminué lorsque les individus étaient exercés et présentaient un bon taux
de vitamine D, suggérant ainsi un effet synergique de Il'activité physique et de la
vitamine D. Une autre étude clinique sur des femmes agées déficientes en vitamine D
et atteintes de NAFLD a rapporté cet effet synergique de I'activité physique et de la
vitamine D (Hoseini et al.,, 2020) sur la réduction de certains facteurs de risques

hépatiques dans la NAFLD.

Dans une étude expérimentale portant sur des rattes ovariectomisees, la
combinaison de I'exercice physique a une supplémentation en vitamine D a rapporté
une amélioration de la dyslipidémie et de la résistance a l'insuline. Ces effets n’étaient
pas observés lorsque les rattes recevaient une faible dose de vitamine D, mettant
ainsi en lumiére I'importance d’un taux suffisant en vitamine D pour observer les effets

bénéfiques de I'activité physique sur le métabolisme (Hoseini et al., 2017).
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Bien que peu d’études existent et que les mécanismes sous-jacents a cette relation
entre vitamine D et exercice physique soient encore mal décrits, cette double stratégie
représente un réel potentiel. Il serait donc intéressant d’étudier cette combinaison
dans le traitement de l'obésité afin d’observer une potentielle majoration de leurs
effets sur le statut inflammatoire, l'insulino-résistance et la stéatose hépatique, qui

sont les principales thématiques abordées dans ce travail de these.
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Objectifs de these
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Cette revue de la littérature nous a permis de montrer que I'obésité était associée a
de nombreux désordres métaboliques et que linflammation de bas-gras présente
chez les individus obeses pouvait entrainer des répercussions néfastes sur différents
organes. Nous avons vu que l'expansion du tissu adipeux peut provoquer des
modifications de la libération d’adipokines et ainsi modifier ’homéostasie glucidique,
lipidique et entrainer également I'expansion des dépodts de tissus adipeux dans des
sites ectopiques. Une communication inter-organes contribue de ce fait,

défavorablement a la survenue de complications et d’événements cardiovasculaires.

Les travaux réalisés au sein du laboratoire ont permis dans un premier temps de
mettre en évidence des effets bénéfiques de la vitamine D en prévention primaire sur
la prise de poids avec des effets anti-inflammatoires marqués. De plus, il a été montré
gue l'exercice physique volontaire avait un role important dans le controle de
'expansion du tissu adipeux avec une modification de la balance angiogénique aussi
appelé phénoméne « d’angio-adaptation ». Dans ce contexte, il était donc intéressant
de voir si une double stratégie d’intervention couplant la supplémentation en vitamine
D a de lexercice physique volontaire allait avoir des effets potentiels dans le

traitement de I'obésité et des comorbidités associées.

Avant d’initier les différents protocoles, il a fallu dans un premier temps valider notre
modele d’obésité induite par I'alimentation chez les souris ¢57/bl6. La validation a été
réalisée en caractérisant les différents paramétres anthropométriques, biologiques,
moléculaires et fonctionnels. Une fois validé, notre premier objectif était d’étudier les
effets d’'une supplémentation en vitamine D en prévention tertiaire de I'obésité sur ce
modele de souris ¢57/bl6, a travers la mise en oeuvre d’un protocole au long terme
sur la biologie du tissu adipeux ainsi que son statut inflammatoire mais également sur
linfiltration lipidique retrouvée au niveau hépatique (article 1). Notre premiere
hypothése de recherche était que la supplémentation en vitamine D pourrait diminuer
'accumulation lipidiques tant dans les dépots adipeux que dans les dépots ectopiques

et exercer des effets anti-inflammatoires sur le tissu adipeux.

Enfin le deuxieme objectif était d’étudier les effets de la supplémentation en
vitamine D couplée a l'exercice physique volontaire dans cette approche de
prévention tertiaire de I'obésité sur ce modéle de souris c57/bl6 obéses. Cette étude
avait pour but d’évaluer les changements morphométriques, physiologiques et

biologiques ainsi que les différences de profil inflammatoire au sein du tissu adipeux,

99



ainsi que la prévention de l'apparition de la stéatose hépatique (article 2). Notre
deuxieme hypothése était que la double intervention combinant I'exercice physique et
la supplémentation en vitamine D pourrait majorer les effets de chacune des
interventions prises isolément sur la limitation de la prise de poids, les parametres

métaboliques, I'inflammation et 'accumulation de dépdbts ectopiques.

100



Matériels et Méthodes
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Toutes les procédures expérimentales ont été realisées conformément aux
Directives Parlementaires Européennes 2013/63/EU (N°CEEA-00322.03) et ont été
approuveées par le comité d’évaluation local pour [I'expérimentation animale
(2017110611453051-RIVA).

1. Expérimentation animale

Le modéle expérimental choisi pour la réalisation des études a été la souris
c57bl/6j. C’est un modéle couramment utilisé en laboratoire susceptible de développer
a la fois le diabéte et 'obésité par des interventions nutritionnelles (Loustau et al.,
2020; Petro et al., 2000; Shafrir and Ziv, 2009).

Les expérimentations ont été réalisées sur des souris c57bl/6j agées de 8
semaines (n=110) et ont été hébergées en animalerie dans des conditions contrblées
avec un cycle de 12 heures lumiére-obscurité, avec une humidité avoisinant les 60%
ainsi qu’une température d’environ 21 °C. Les souris ont eu un acces ad libitum a la
nourriture et a 'eau. Les souris ont été acclimatées 2 semaines afin de débuter les
protocoles a I'age de 10 semaines. Le protocole d’étude est résumé sur le schéma
présenté ci-dessous (Figure 19) :

Supplémentation

10 semaines 15 semaines
Groupe NC NC k’
Groupe HFS HFS
a
HFS+D

)

> HFS+D-+ex > £

Figure 19 : Schéma expérimental. Groupe NC (Normal Chow) : n=20 ; groupe HFS (High fat high

sucrose) : n=30 ; groupe HFS+D (HFS supplémenté en vitamine D) : n=30 ; HFS+ex (HFS +

exercice) : n=15 ; HFS+D+ex (HFS supplémenté en vitamine D + exercice) : n=15.
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Dans un premier temps, les souris ont été réparties aléatoirement en deux groupes
de régime :
- Le groupe « normal chow » (NC) correspondant au régime standard (croquettes

AO04 (SAFE Diets, Augy, France) et de 'eau.

- Le groupe «High Fat high Sucrose » (HFS) correspondant au régime
hypercalorique riche en graisse et en sucre (pate HF230 (SAFE Diets, Augy
France) et de 10% de saccharose contenu dans I'eau de boisson) (Figure 20).

Régime NC Régime HFS

Figure 20 : Composition des différents régimes. NC : Normal Chow ; HFS : High Fat high Sucrose
diet.

Ce régime obésogene a été appliqué durant 10 semaines afin d’induire un phénotype
obese chez les souris c57bl/6j. S’en est suivie, une randomisation des souris HFS dans
différents groupes ou la supplémentation en vitamine D et I'exercice physique vont étre

ajoutés a la nourriture HFS :

- Le groupe HFS supplémenté en vitamine D3 (HFS+D) correspondant au régime
HFS enrichie en VD a 15 000 Ul/kg (SAFE Diets, Augy, France).

- Le groupe HFS+ex correspondant au régime HFS couplé a de I'exercice

physique volontaire, ou une roue a éteé installée dans la cage.

- Le groupe HFS+D+ex correspondant au régime HFS+D couplé a I'exercice

physique volontaire.
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2. Mesures longitudinales

Des mesures longitudinales de suivi des paramétres d’apport et de dépense
énergétique ainsi que des parametres morphologiques ont été réalisées tout au long

du protocole.
2.1. Suivi des apports alimentaires

L’apport alimentaire, que ce soit de la nourriture ou de la consommation de
boisson, a été évalué a chaque renouvellement dans les cages, a raison de 3 fois par
semaine. Grace aux mesures de la prise alimentaire, le contréle de Ila
supplémentation en vitamine D a pu étre réalisé. Les résultats sont présentés en

Annexe.
2.2. Mesure des distances parcourues

Les roues placées dans les cages des souris étaient munies d'un capteur,
connectées a des compteurs permettant le relevé du nombre de tours effectués

permettant d’évaluer quotidiennement la distance parcourue par les souris.

2.3. Suivi morphologique

by

Les animaux ont été pesés de maniere hebdomadaire a partir du début du
protocole (T0), a I'age de 10 semaines et ce jusqu’a la fin du protocole (T25), a I'age
de 35 semaines afin d’avoir une évolution de leur masse corporelle au cours du

protocole.

Les mesures du suivi de I’'homéostasie glucidique et de la vitesse maximale aérobie
ont été réalisées : avant la mise en place du régime obésogéene (T0), avant la mise en
place des supplémentations (T10), au milieu des supplémentations (T17) et a la fin du
protocole (T24).

2.4. Suivi de ’'homéostasie glucidique

Le suivi de 'homéostasie glucidique a été réalisé par le test de tolérance a I'insuline
sur des souris mises a jeun 6 heures avant le début des mesures. Par une incision en
bout de queue des animaux, les prélevements sanguins ont pu étre réalisés afin

d’obtenir la glycémie avec le lecteur a bandelettes (CareSens N™, Dinno Santé,
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Bussy Saint-Georges, France). Une fois la glycémie a jeun relevée, une injection intra-
péritonéale d’insuline a 1 UlL.kg? a été réalisée et de nouvelles mesures de glycémie

ont été relevées a 10, 30, 60, 90 et 120 minutes post-injection.

Des mesures plasmatiques de glucose et d’insuline ont également été réalisées sur
les échantillons de plasma recueillis aprés le sacrifice des animaux, a 'aide d’un test

colorimétrique et d’'un dosage immuno-enzymatique.
2.5. Mesure de la vitesse maximale aérobie

La vitesse maximale aérobie (VMA) a été réalisée sur des tapis de courses ou les
souris ont eu un échauffement de 6 minutes a une vitesse de 7m.mint puis de
niveaux croissants de 4m.min toutes les 1’30 minutes. La VMA est atteinte lorsque
les souris n’étaient plus capables de suivre la vitesse du tapis. Le palier précédent est

alors considéré comme maximal.

3. Sacrifice des animaux

A la fin des 25 semaines de protocole, les souris ont été mises a jeun d’environ 12
heures puis anesthésiées par inhalation d’'un mélange a 4% d’isoflurane (IsoFlo™,
Zoetis, Parsippany, Etats-Unis) afin de réaliser un prélévement sanguin par ponction
intracardiaque sur seringue héparinée (S-Monovette®, Sarsted, Numbrecht,
Allemagne). Apres centrifugation, le plasma a été aliquoté et congelé a -80°C avant

analyse.

Les souris ont ensuite été mises a mort par dislocation cervicale et les différents
organes, cceur, foie, et rein ont été prélevés et pesés. L’ensemble des tissus adipeux
épididymal, sous-cutané, inguinal, périrénal et brun ont été prélevés et pesés. Les
muscles soléaire et gastrocnémien ont également été prélevés. En guise d’'indicateur,
la rate a été prélevée et pesée afin d’évaluer le statut inflammatoire des souris. Si

celui-ci est trop élevé, la souris est exclue.

Ces differents tissus ont été soient fixés dans la formaline puis rincés dans du
tampon phosphate alcalin et conservés dans I'éthanol a 70% a +4°C pour analyse
histologique soient congelés dans l'azote liquide et conservés a -80°C pour analyse

biochimique et moléculaire.
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4. Mesure des concentrations plasmatiques de vitamine Ds

Les échantillons de plasma ont été utilisés afin de mesurer les concentrations
plasmatiques de cholécalciférol et de vitamine D totale et de confirmer I'effet de la
supplémentation en vitamine Ds. Ceci a été réalisé par chromatographie liquide

couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS/MS) (Bonnet et al., 2019b).

5. Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux ont été extraits a partir de tissus congelés. Le tissu a tout d’abord
été homogénéiseé a l'aise d’un robot a billes (Retsch GmbH, Haan, Allemagne) dans 1
mL de TRI Reagent (Invitrogen) permettant la lyse des cellules tout en préservant
l'intégrité des molécules d’ADN et d’ARN. Les échantillons ont ensuite été mélangés a
200 pl de chloroforme afin de solubiliser les lipides et centrifugés pendant 15 minutes
a 1500g et a +4 °C. La solution triphasée obtenue a permis de différencier la phase
organique (ADN, protéines) de la phase aqueuse contenant 'ARN délimitée par une
interface. La phase supérieure a été transférée dans un nouveau tube en présence de
500 pL d’isopropanol afin de précipiter les ARN. Ce mélange a été incubé 30 minutes
a -20 °C et ensuite centrifugé pendant 15 minutes a 120009 et a +4 °C. Le surnageant
obtenu a été éliminé puis le culot d’ARN est lavé deux fois avec 1 mL d’éthanol a 80%
et centrifugés pendant 5 minutes a 7500g a +4 °C. Aprés évaporation compléte, les
culots ont été séchés avant d’étre repris dans de I'eau RNAse free. La quantité et la
pureté des ARN extraits ont été mesurées par spectrophotométrie (BioDrop ULITE,
Isogen Life Science, Utrecht, Pays-Bas).

6. Transcription inverse

La transcription inverse a été réalisée a partir d1ug d’ARN totaux et dans un
volume final ajusté en fonction des concentrations en ARN précédemment dosées.
Les ARN ont été incubés avec un mix réactionnel préparé a partir du kit M-MLV RT
(Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, Invitrogen) et comprenant 4
ML de tampon 5X, 2 upL de dithiotréitol (0,1 M), 2 yL de dNTP (5 mM), 1 pL
d’hexameres (0,3 pg/uL) et 1 uyL de M-MLV RT (200 U/uL). La synthése a été réalisée
a 37 °C pendant 60 min puis les ADNc obtenus sont dilués dans I'eau bidistillée a 2,5

ng/mL et conservés a -20 °C jusqu’a utilisation.

107



7. PCR quantitative en temps reel

L’amplification des génes d’intérét a été réalisée avec 4 pL de la solution d’ADNc
préalablement préparée dans un volume final de 10 pL contenant 5 pL de SYBR
Green (Eurogentec, Liege, Belgique), 0,5 uL de chacun des deux amorces sens et
antisens a 10 pmol/ pL. La réaction a été effectuée par le systéme AriaMx (Agilent
Technologies, Santa Clara, Etats-Unis) et a débuté apres 2 minutes a 50 °C puis 10
minutes a 95 °C. L’amplication a été effectuée en 40 cycles comprenant une étape de
dénaturation de 15 secondes a 95 °C et une étape d’hybridation des amorces d’'une
minute a 60 °C. A chaque fin de cycle, la fluorescence a été mesurée et les résultats
ont été exprimés par rapport a 'ARN ribosomal 18S, ayant une expression ubiquitaire

guelques soient les conditions expérimentales.

8. Reéalisation et coloration des coupes histologiques

Les échantillons préalablement fixés et conservés ont été déshydratés avant
'enrobage a la paraffine. Une fois les échantillons inclus, des coupes de 5 a 8um des
différents tissus (foie, tissus adipeux), ont été réalisées puis fixées sur lame/lamelle
afin de procéder ensuite a I'étape de coloration. Les lames ont été plongées dans du
xyléne puis progressivement dans de I'éthanol 100% a 70%, s’en suivaient des bains
d’eau distillée puis la coloration dans 'hématoxyline a 0,1%. Aprés ringage a l'eau
distillée, la coloration a I'éosine a été réalisée puis ringée. Ensuite, des bains
successifs d’éthanol allant de 70% a 100% ont été réalisés. Une fois I'étape de
séchage a température respectée, les lames ont été analysées au microscope Zeiss a
I'objectif x10 et x40 et 15 a 20 images ont été prises sur chaque lame afin d’étre

finalement analysées sur le logiciel image J (Image J Software, NIH, USA).

9. Analyses statistiques

Dans cette étude, toutes les données ont été exprimées en moyenne * erreur
standard a la moyenne (SEM). L’ensemble des données statistiques a été effectuée a
I'aide du logiciel GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
La signification statistique a été déterminée par une analyse de variance (ANOVA)
suivie d'une analyse post-ANOVA PLSD Fisher pour analyser les différences
intergroupes. Concernant les différences entre deux groupes, I'évaluation statistique a

été réalisée par le test t de Student.
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Pour 'ensemble des analyses, une valeur de p<0,05 a été considérée comme

statistiguement significative.
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Résultats
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1. Article n°l:

Vitamin D supplementation improves adipose tissue inflammation

and reduces hepatic steatosis on obese c57bl/6J mice

Marziou A, Philouze C, Couturier C, Astier J, Obert P, Landrier JF*, Riva C*.

Nutrients. 2020 Jan 28;12(2):342. doi: 10.3390/nu12020342.

1.1. But de I’étude

A ce jour, le role de la vitamine D dans les études interventionnelles du traitement
de I'obésité ne semble pas clairement établi. Des études précliniques expérimentant
la supplémentation en vitamine D en prévention primaire ont en revanche rapporté de
nombreux effets bénéfiques avec notamment une limitation de la prise de poids et une
restauration de 'homéostasie glucidique sur un modéle murin soumis a un régime
riche en graisse et en sucre. Une supplémentation en vitamine D induit une
amélioration du statut inflammatoire du tissu adipeux par la limitation d’expression de
chimiokines et cytokines ainsi qu’une diminution de l'infiltration leucocytaire. De plus, il
a été réecemment démontré que la supplémentation en vitamine D a des effets
protecteurs sur la stéatose hépatique. Ses effets en prévention tertiaire restent
néanmoins trés peu documentés. Notre objectif était donc d’étudier sur une longue
durée les effets de la supplémentation en vitamine D en prévention tertiaire de
l'obésité sur un modéle de souris obése induit par la consommation d’'un régime

obésogéne.

Préalablement rendues obéses grace a un régime riche en graisse et en sucre
durant 10 semaines, les souris ont été supplémentées en vitamine D durant 15
semaines. Nos objectifs principaux étaient d'évaluer 1/ les effets de cette
supplémentation sur les paramétres morphologiques et la répartition des différents
tissus adipeux, 2/ la sensibilité a I'insuline par un test de tolérance a l'insuline ainsi
gue des dosages plasmatiques ; de caractériser 3/ le tissu adipeux a I'échelle
histologique et génique par l'analyse de I'expression de génes impliqués dans
linflammation et 4/ [linfiltration lipidique au niveau hépatique ainsi que le profil

métabolique sur le plan génique.
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1.2. Principaux résultats

Les 10 semaines de régime riche en graisse et en sucre ont conduit au
développement de I'obésité dans un modéle de souris ¢57/bl6. Cette obésité est
caractérisée par une augmentation de I'adiposité, une hypertrophie adipocytaire, une
accumulation de lipides ectopiques au niveau hépatique ainsi qu’a la mise en place

d’'une résistance a l'insuline et de I'inflammation.

La supplémentation en vitamine D associée au régime riche en graisse et en sucre,
durant 15 semaines, n’a pas permis de limiter la prise de masse, I'adiposité et de
corriger l'insulino-résistance. Toutefois, méme si la masse adipeuse reste inchangée
et I'hypertrophie adipocytaire conservée, la vitamine D diminue significativement
linflammation du tissu adipeux par la limitation d’expression des chimiokines. En
outre, linfiltration lipidique au niveau hépatique, retrouvée apres les 10 semaines de
régime obésogéne, est diminuée par la supplémentation de 15 semaines en vitamine
D. Celle-ci s’accompagne d’une baisse d’expression des génes impliqués dans la

lipogenese hépatique.

D’apres nos résultats, 15 semaines de supplémentation ne semblent pas
suffisantes pour induire une perte de poids chez les souris obéses. En revanche, la
vitamine D permet d’améliorer le statut inflammatoire et joue un rdle considérable
dans la réduction de la stéatose hépatique. Etant donné I'importance de la perte de
poids dans I'amélioration du statut métabolique, il semblerait judicieux de coupler

cette supplémentation en vitamine D a des programmes d’exercice physique.
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Abstract: The beneficial effect of vitamin D (VD) supplementation on body weight gain limitation and
inflammation has been highlighted in primary prevention mice models, but the long-term effect of VD
supplementation in tertiary prevention has never been reported in obesity models. The curative effect of VD
supplementation on obesity and associated disorders was evaluated in highfat- and high-sucrose (HFS)-fed
mice. Morphological, histological, and molecular phenotype were characterized. The increased body mass
and adiposity caused by HFS diet as well as fat cell hypertrophy and glucose homeostasis were not improved
by VD supplementation. However, VD supplementation led to a decrease of HFS-induced inflammation in
inguinal adipose tissue, characterized by a decreased expression of chemokine mRNA levels. Moreover, a
protective effect of VD on HFS-induced hepatic steatosis was highlighted by a decrease of lipid droplets and a
reduction of triglyceride accumulation in the liver. This result was associated with a significant decrease of
gene expression coding for key enzymes involved in hepatic de novo lipogenesis and fatty acid oxidation.
Altogether, our results show that VD supplementation could be of interest to blunt the adipose tissue
inflammation and hepatic steatosis and could represent an interesting nutritional strategy to fight obesity-
associated comorbidities.

Keywords: vitamin D; inflammation; obesity; adipose tissue; steatosis; tertiary prevention

1, Introduction

Obesity is a worldwide health issue. It increases cardiovascular morbidity and impairs quality of life and
consequently represents one of the leading causes of mortality. Obesity, defined by an excessive fat
accumulation in adipocytes, results from an imbalance between energy intake and energy expenditure. It is
caused by changes in food consumption behaviors and lifestyle [1,2]. Nowadays, according to the World
Health Organization (WHO), over 1.9 billion adults are overweight and among them 650 million are obese
[3]. This pathology is strongly related to metabolic disorders such as arterial hypertension, chronic low-grade
inflammation, and insulin resistance that could lead to type 2 diabetes [4,5]. Obesity is also strongly linked to
ectopic fat accumulation, particularly in the liver, contributing to an emergence of non-alcoholic fatty liver
disease (NAFLD) [6].

Nutrients 2020, 12, 342; d0i:10.3390/nu12020342 www.mdpi.com/journal/nutrients
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Interestingly, from an epidemiologic standpoint obesity and NAFLD are commonly associated with low 25-
hydroxyvitamin D (25(OH)D) plasma levels. Indeed, in prospective studies, low 25(OH)D plasma levels were
associated with higher incidence of obesity in adults, children, and elderly women, it was also correlated to a
higher five-year waist circumference [7]. Several crosssectional studies have reported an inverse relationship
between plasma concentrations of 25(OH)D and body mass index (BMI) [8-10]. However, the causality
between these two parameters remains unclear [11,12]. Moreover, recent epidemiological data have also
enabled the linkage of hypovitaminosis D with both obesity and NAFLD [13].

As of today, intervention studies have remained ambiguous, because some of them reported a beneficial
effect on body weight management [14,15] and other studies observed no effect [16,17]. Nevertheless,
preclinical studies on VD supplementation have demonstrated benefits for weight management in primary
prevention in mice fed with a high-fat diet [18,19]. This was associated with the improvement of the
inflammatory status in adipose tissue, characterized by a limitation of cytokines and chemokine expression by
adipocytes [20], leukocyte infiltration in adipose tissue [21], and a reduction of the expression of pro-
inflammatory miRNA in adipocytes and adipose tissue [22].

Nevertheless, the impact of VD supplementation on body weight reduction and associated pathologies
remains poorly documented in obese mice models. A recent study reports that the body weight of obese mice
was not affected by VD supplementation [23]. It is important to consider that the supplement was
administered over a short period of time. The aim of this study is to evaluate the consequences of
administering VD to obese mince over a longer period.

2. Materials and Methods

2.1. Animal, Diets, and Experiments

Six-week-old male C57BL/6] mice were purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France). They were
kept in cages with an enriched environment maintaining controlled environmental conditions (20-23 °C; 40%
humidity), and a 12-hour light/dark cycle. The mice were fed water and food ad libitum. All procedures were
performed in accordance with the local research ethics committee (2017110611453051-RIVA) and the
agreement of European and French Ministry of Agriculture about the care and use of laboratory animals
2010/63/EU (N°CEEA —00322.03). Mice (10week-of age and weighing 41.55 + 0.64 g) were randomly placed
into two groups: a normal chow group (NC; n = 20) or a high-fat/high-sucrose diet group (HFS; n = 60). The
NC group was fed a normal chow diet (A04, 3.1% fat, caloric value 3.339 kcal-kg™, Safe, France) and water
during the entire protocol of 25 weeks. The HFS group was fed a fat-enriched-dough (230HF, 60% kcal from
fat with a caloric value of 5.317 kcal-kg, Safe, France) completed with drinking water containing 10% sucrose
(D-Saccharose, Fisher Scientific, England) over a 10-week period to induce obesity and type 2 diabetes. After
this 10-week period, the HFS group was divided in two subgroups. They were either fed with the same HFS
diet or with an HFS diet supplemented with vitamin D (HFS + D; 15,000 IU-kg™ cholecalciferol; customized
HF230, SAFE Diet, Augy, France) over an additional 15-week period. During the experiment, body weight
was measured once a week and dietary intake was assessed daily. Energy intake was calculated per cage from
the amount of food and drink consumed by the animals and its caloric equivalence. At the end of the protocol,
mice were fasted overnight. Animals were anesthetized, before the intracardiac puncture blood collection.
The plasma was obtained by centrifuging at 3000xg for 15 min at 4 °C, it was then stored at —80 °C. The
animals, still under anesthesia, were then sacrificed by cervical dislocation. Liver and adipose deposits
(epididymal, subcutaneous, perirenal, inguinal) were entirely collected, weighed, and immediately frozen in
liquid nitrogen and stored at -80 °C.

2.2. Insulin Tolerance Test

Seven weeks and 12 weeks after starting VD supplementation, mice were subjected to an insulin tolerance test
(ITT), after they had been fasted for 6 hours. Blood was collected (5 pL) using the tailclip method and fasting
glycemia was measured using a commercially available glucometer (AccuCheck glucometer, Roche, Basel,
Switzerland), in accordance with the manufacturer’s instructions. ITT were then performed after an
intraperitoneal injection of insulin solution (1 U-kg™), and blood glucose levels were measured from tail blood
taken at the indicated times after injection: 10, 30, 60, 90, 120 minutes after the injection.
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2.3. Biochemical Analysis

Plasma glucose and calcium (Ca?) were analyzed using colorimetric methods (BIOLABO, Maizy, France) as
non-esterified fatty acids (NEFA) (RANDOX, Crumlin, Co., Antrim, United Kingdom). Plasma insulin was
measured using an enzyme-linked immunosorbent assay ELISA (ALPCO Diagnostics, New Hampshire, USA)
and adiponectin was quantified using the ELISA kit (R&D Development, Minneapolis, USA) in accordance
with the manufacturer’s instructions. Triglycerides (TG) were quantified both in plasma samples and in the
liver using colorimetric methods (BIOLABO, Maizy, France). The Homeostasis Model Assessment of insulin
resistance (HOMA-IR) index was calculated according to the following formula: fasting insulin (microU-L-1) x
fasting glucose (mmol-L-1)/22.5 [24].

2.4. 25(0OH)D Quantification in Plasma

All quantifications were performed using liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
(Hypersil Gold® C18 column, Orbitrap™ Q Exactive™ Plus system and Xcalibur™ software, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) according to the protocol previously mentioned

[25].

2.5. Histological Analysis

Paraffin-embedded tissue sections of liver and inguinal adipose tissue (iWAT) were stained with hematoxylin
and eosin (H&E) using standard protocols [26]. The images were captured by a light microscope (Zeiss Axio
Imager, Oberkochen, Germany) and the adipocyte area (um?) was determined using (Image J) software as
previously described [24].

2.6. RNA Isolation and gPCR

Total RNA from liver and iWAT were extracted using TRIzol reagent according to the manufacturer’s
instructions (Thermo Fisher, Courtaboeuf, France). One microgram of total RNA was used to synthetize
c¢DNA in 20 pL using random primers and Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Thermo
Fisher, Courtaboeuf, France). Real-time quantitative RT-PCR analyses were performed using the AriaMx
System (Agilent, Santa Clara, USA) as previously described [27]. All PCR reactions were using a SYBR Green
Master mix (PowerUp™ SYBR®, Thermo Fisher, Courtaboeuf, France). For each condition, expression was
quantified in duplicate, and 185 rRNA was used as the endogenous control in the comparative cycle threshold
(CT) method [28]. Data were expressed as a relative expression ratio. Primers sequences are presented in
Supplementary Table S1.

2.7. Statistical Analysis

Data were expressed as the mean + SEM. Significant differences between control and treated groups were
determined using ANOVA, followed by the PLSD Fischer post hoc test using Prism6 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA). Values of p < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results

3.1. Impact of High-Fat/High-Sucrose Diet and Vitamin D Supplementation on Morphological Parameters

After 10 weeks of high-fat/high-sucrose (HFS) diet, body weight of HFS mice was considerably increased
compared with that of the NC group (Figure 1A). In fact, energy intake was higher in the HFS group
compared with that in the control group (Figure 1B). In regard to body composition, HFS consumption
significantly increased adipose tissues (peri-renal, epididymal, inguinal, and subcutaneous) absolute (Figure
1D) and relative masses (Supplementary Figure S1). The adiposity index calculated by the sum of all adipose
tissues relative to total body mass was increased by a factor 2 in the HFS group compared with that in the NC
group. To evaluate the metabolic impact of VD supplementation, half of the mice were fed with HFS diet
supplemented with VD (15,000 UI'kg* of food) (HFS + D), during an additional 15-week period. The other
HFS-fed mice remained on the HFS diet. Mice that were on the HFS diet continued to gain body weight
compared with those in the NC group. At the end of the 25-week protocol, the body weight as well as the
adiposity index of mice supplemented with VD was not different from that of HFS-fed mice as shown in
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Figure 1C,F. These results were consistent with the higher energy intake in the HFS or HFS + D groups
compared with that in the NC group, and there was no difference between HFS and HFS + D groups (Figure
1B).
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Figure 1. Morphological parameters of mice fed with high-fat/high-sucrose diet and vitamin D supplementation. (A)
Body weight evolution curve of mice fed with a controlled diet (NC), highfat/high-sucrose diet (HFS) during the first
10 weeks and then supplemented with vitamin D over a 15-week period (HFS + D). (B) The energy intake was
quantified by measuring food intake and sucrose water every day for a period of 25 weeks following respective diet
consumption. (C) Animal weight gain was established; it corresponds to the difference between the body weight at
end of the protocol (25th week) and the body weight at the end of the 10-week HFS diet. (D) During the sacrifice,
adipose tissues were weighed, and body composition was expressed in terms of adipose tissues’ absolute mass. (E)
An adiposity index was calculated by calculating the ratio between the sum of perirenal, epididymal, inguinal, and
subcutaneous adipose masses and body weight; values are presented as means + SEM; values not sharing the same
letter were significantly different, p <0.05.

3.2. Impact of High-Fat/High-Sucrose Diet and Vitamin D Supplementation on Glucose Homeostasis

Then, we evaluated the effect of VD supplementation on glucose homeostasis. At the beginning of VD
supplementation, insulin resistance of mice was confirmed by ITT (Supplementary Figure S2). As expected,
the HFS diet reduced insulin sensitivity (Figure 2A-D), increased glycaemia, insulinemia (Figure 2E), and
HOMA-IR (Figure 2F). After 7 and 15 weeks of VD supplementation, no difference was observed in either the
HFS or the HFS + D groups in terms of glycemic response. Quantification of plasma glucose and insulin at the
end of the 25-week protocol (Figure 2E, Table 1) confirmed the fasting hyperglycemia and increased plasma
insulin concentrations in both HFS and HFS + D groups compared with those in the NC group (Figure 2E)
and HOMA-IR increased, in both

HFS and HFS + D groups compared with that in the NC group (Figure 2F).
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Figure 2. Effects of vitamin D (VD) supplementation on glucose homeostasis. (A) Glycemic response to insulin injection
after 7 weeks of VD supplementation. (B) Glycemic response to insulin injection after 15 weeks of VD supplementation.
(C) Area under the curve (AUC) calculated from the glycemic response curve after 7 weeks of VD supplementation. (D)
AUC calculated from the glycemic response curve after 15 weeks of VD supplementation. (E) Quantification of plasma
glucose and insulin at the end of the 25-week protocol. (F) HOMA-IR was calculated according to the following
formula: (fasting insulin (microU-L?) x fasting glucose (nmol-L™)/22.5); insulin sensitivity was measured by ITT; values
are presented as mean + SEM; values not sharing the same letter were significantly different, p <0.05.

3.3. Impact of High-Fat/High-Sucrose Diet and Vitamin D Supplementation on Plasma Parameters

After 25 weeks, no modification of the triglyceride (TG) concentration was observed in the three groups
(Table 1). The NEFA concentration was decreased in both HFS and HFS + D groups compared with that in the
NC group. Adiponectin concentration had a predictable decrease in HFS-fed mice compared with that in NC-
fed mice whereas unexpectedly HFS-fed mice supplemented with VD had a lower adiponectin level than both
NC and HFS-fed mice. As expected, 15 weeks of VD supplementation significantly increased cholecalciferol
and 25(OH)D plasma levels compared with the HFS and NC groups. Moreover, there was a slight increase of
calcemia in HFS- and HFS + D-fed mice compared with that in the NC group.
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Table 1. Effect of vitamin D on mice biological parameters.

Biological Parameters NC HFS HES +D
Triglycerides (mmol-L™) 1.01+0.05= 1.02+0.06 = 1.02 +£0.08 »
Non-esterified fatty acid (mmol'L")  0.96 £0.05 = 0.70+0.04° 0.66+0.04°
Adiponectin (ug-mL™) 6.44+0.47 2 5.15+0.28" 1.54+0.22¢
Calcium (mmol-L) 232+0.07>  249+0.02°  259+0.07®

Glucose (mmol-L1) 8.98 +0.47 11.76 £0.60* 11.64+0.51"°
Insulin (mmol-L-) 0.01+0.01¢ 1.00£0.23° 124 022"

Vitamin Ds (ng-mL-) 071+020*  452+0.81¢ 77.64 £586"

25(0OH)Ds (ng'mL) 117.10+3.43+ 154.10+5.00° 240.20 +12.56

NC: normal chow, HFS: high-fat/high-sucrose diet, HFS + D: high fat/high sucrose diet supplemented with vitamin
D. Values are presented as mean + SEM. Values not sharing the same letter were significantly different, p <0.05.

3.4. Impact of High-Fat/High-Sucrose Diet and Vitamin D Supplementation on Inguinal White Adipose Tissue (1IWAT)
Biology

Histological analysis was performed to assess the effect of regimens on iWAT cellularity (Figure 3A). HFS diet
induced significant enlargement of the adipocyte area compared with the NC group, while no significant
change of cellularity was observed in HFS + D compared with the HFS-fed mice (Figure 3B). Furthermore,
inflammatory status in iWAT evaluated by monocyte chemoattractant protein 1 (Mcp1) and chemokine C-C
motif ligand 5 (Ccl5) mRNA levels revealed that their expressions were drastically increased by the HES diet
as compared with the NC group (Figure 3C), and VD supplementation significantly decreased Mcp1 and Ccl5
mRNA levels (41% and 36%, respectively).
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Figure 3. Effects of high-fat/high-sucrose diet and vitamin D supplementation on different parameters of inguinal
adipose tissue. (A) Representative histological images of inguinal fat pads after H&E staining, taken at 40x
magnification (scale bar represents 100 um). NC: normal chow, HFS: highfat/high-sucrose diet, HFS + D: high-
fat/high-sucrose diet supplemented with vitamin D. (B) Adipocyte area, determined using Image ] software. (C)
Relative expression of mRNA inflammatory genes measured through qPCR and expressed relative to 18S ribosomal
RNA. Values are presented as mean + SEM. Values not sharing the same letter were significantly different, p <0.05.

3.5. Impact of High-Fat/High-Sucrose Diet and Vitamin D Supplementation on the Liver

Triglycerides (TGs) were quantified in the liver to estimate hepatic lipid accumulation. Our results showed
that the HFS diet significantly increased TGs compared with the NC diet and that VD supplementation
limited TG accumulation in the liver by 33% (Figure 4A). Histological sections stained by (H&E) confirmed
this result by a reduction of visible lipid droplets in VD-supplemented mice compared with that in the HFS-
fed mice (Figure 4B).

The effect of VD supplementation on hepatic lipid metabolism was also studied at the molecular level. In
particular, the hepatic de novo lipogenesis was evaluated by the mRNA expression of the fatty acid synthase
(Fasn) and acetyl-coA carboxylase 1 (Acaca) genes (Figure 4C). Their mRNA levels were significantly
increased in the HFS mice, whereas VD supplementation induced a significant decrease, by 30% and 35% for
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Fasn and Acaca respectively in comparison with the HFS mice. Moreover, gene expression involved in fatty
acid oxidation such as the acetyl-coA oxidase (Acox) gene was not modified in the HFS mice whereas this
level was downregulated in VD-supplemented mice (Figure 4D), while carnitine palmitoyl transferase (Cpt1)
mRNA level was equally decreased in the HFS group and in the HFS + D group in comparison with that in
NC mice.
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Figure 4. Effects of high-fat/high-sucrose diet and vitamin D supplementation on different parameters in the liver.
(A) Quantification of triglycerides in liver tissue, related to liver mass. (B) Representative histological images of liver
tissue after H&E staining, taken at 40x magnification (scale bar represents 200 um). NC: normal chow, HFS: high-
fat/high-sucrose diet, HFS + D: high-fat/high-sucrose diet supplemented with vitamin D. (C) Relative expression of
mRNA genes related to lipogenesis and (D) fatty acid oxidation measured through qPCR and expressed relative to
18S ribosomal RNA. Values are presented as mean + SEM. Values not sharing the same letter were significantly
different, p <0.05.

4. Discussion

In the present study, we investigated the effect of VD supplementation for 15 weeks on obese C57BL/6] mice.
The mice were obese as a result of an imposed high-fat/high-sucrose diet over a 10week period prior to being
given VD supplementation. We highlighted that VD supplementation did not modify the obese phenotype,
adiposity, and insulin resistance in the HFS mice, but exerted an anti-inflammatory effect on iWAT and an
improvement of hepatic steatosis.
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The protocol implemented to generate obesity was a 10-week HFS diet, which led to a significant increase in
the total body mass and adiposity index of mice and as expected was associated with hyperglycemia and
insulin resistance. This diet-induced obesity and diabetes model was preferred to transgenic models for its
comparison with the etiology of insulin resistance and its associated risk factors in a more physiological
process. In these obese mice, 15 weeks of VD supplementation did not improve disrupted glucose
homeostasis and had no impact on obesity. This observation was consistent with a recently published study
that did not find evidence that body weight could be managed in obese mice via VD supplementation [23].
This is also in accordance with several clinical trials that did not report beneficial effects of VD on weight loss
for overweight or obese subjects [16,29,30] and was recently meta-analyzed [31,32]. However, it is noteworthy
that a study, performed on obese mice injected with 1,25(OH)2D reported a limited weight gain compared
with control obese mice [33]. Such discrepancy could be due to the impact of diet-induced obesity on VD
metabolism [34]; the direct administration of 1,25(OH)2D, could bypass the metabolization of cholecalciferol,
and therefore be more efficient. As stated previously, it has recently been reported that obesity in humans
reduced the effect of VD supplementation [35]. In the present study, we did not measure adipose tissue
concentration of 1,25(OH)2D, but based on our previously reported data [34], we can speculate that this
metabolite is present at a lower concentration in obese mice compared with the levels in the NC-fed mice. We
can also speculate that the VD supplementation was not sufficient to reach a 1,25(OH)2D concentration able to
modulate fatty acid oxidation, which is considered as a major driving force of weight loss [18,36,37].

As increased adiposity contributes to insulin resistance, insulin sensitivity was evaluated during the 25-week
protocol and as expected the HFS diet induced a decreased sensitivity. Glucose metabolism parameters
(glycemia, insulinemia, and HOMA-IR) also highlighted negative effects of the HFS diet, corresponding to an
insulin-resistant profile [38,39]. No improvement of those parameters as well as insulin sensitivity were
observed under VD supplementation. Such observation could appear to be in contradiction with other studies
that demonstrate the beneficial effects of VD supplementation in patients with insulin-resistance and low VD
plasma levels [40]. Indeed, the beneficial effects of VD supplementation were mainly obtained on a
population with a clear disruption of glucose homeostasis on one hand [15], and on the other hand a
population with VD insufficiency [40]. We have to keep in mind that our mice were not deficient in VD, as
highlighted by the 25(OH)D plasma level. Thus, it is not surprising that no beneficial effects of VD
supplementation were observed on glucose homeostasis parameters.

The role of adipose tissue is now not only considered as a storage site for triglycerides but also as a major
endocrine organ via adipokine secretion [41]. In case of obesity, adipocyte biology is deeply modified and
characterized by hypertrophy and adipokine secretion profile modification, resulting in a pro-inflammatory
environment [4,42]. In agreement, our results showed that the HFS diet induced hypertrophy of adipocytes
and increased mRNA levels coding for pro-inflammatory chemokines. If the VD supplementation had no
effect on adipocytes morphology, it is noteworthy that VD supplementation improved the inflammatory
status within the adipose tissue. Indeed, the rise of inflammatory markers (Mcpl and Ccl5 mRNA levels)
induced by HFS diet consumption, was reduced by VD supplementation. Such observation is clearly in line
with previous demonstrations of the anti-inflammatory effect of VD, particularly at the chemokine level
[20,21,43-45]. Even though the molecular mechanism has not been investigated in the present study, based on
our previous results, we can easily hypothesize that NF-xB and/or p38 MAPK signaling are disrupted by the
VD supplementation [20,21].

Interestingly, adipose MCP-1 overexpression has been reported to be associated with hepatic steatosis [46],
thus special attention was given to the effect of VD on lipid accumulation and metabolism in the liver. Our
results showed a protective effect of VD on HFS-induced hepatic steatosis, highlighted by a decrease of lipid
droplets in the liver and a reduction of TG content. At a molecular level, VD supplementation decreased the
expression of genes (Acaca and Fasn) coding for key proteins involved in hepatic de novo lipogenesis, that
were induced by the HFS diet. In addition, we have also reported an induction of gene coding for proteins
involved in fatty acid oxidation (Acox). Taken together, such modulations of genes expression could explain
the limitation of TG accumulation observed in VD-supplemented mice. Similarly, a recent study depicted the
role of VD supplementation on liver steatosis in a mouse model of obesity [23] and demonstrated that VD
intervention significantly reduced hepatic steatosis. No effect on lipogenesis was reported in this study, and
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the origin of such a discrepancy is not understood at this time but could be related to the duration of the
intervention.

In the human population, the role of VD in non-alcoholic fatty liver disease has recently emerged. Several
observational studies reported a link between low 25(OH)D plasma levels and fatty liver diseases [13,47-49].
If the causality is still not clearly demonstrated in humans [50], observations on animal models, including the
present study, tend to confirm such an assumption.

To conclude, even though VD supplementation did not improve body weight and insulin sensitivity,
interesting data were generated in regard to the impact of VD supplementation on hepatic steatosis and
adipose tissue inflammation. It is highly probable that these two occurrences are strongly linked, based on the
role of adipose MCP-1 [46]. Such an assumption will require further investigations to be established.
Nevertheless, VD supplementation could represent an interesting therapeutic strategy to blunt non-alcoholic
fatty liver diseases.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/s1, Figure S1: Adipose tissue relative
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Table S1. Primers sequences.

Gene Primer sequences
m18S Forward CGCCGCTAGAGGTGAAATTCT
Reverse CATTCTTGGCAAATGCTTTCG
mMCP1 Forward FCATCCACGTGTTGGCTCA
Reverse RGATCATCTTGCTGGTGAATGAGT
mCCL5 Forward TGCAGAGGACTCTGAGACAGC
Reverse GAGTGGTGTCCGAGCCATA
mFAS Forward CATGACCTCGTGATGAACGTGT
Reverse TCGGGTGAGGACGTTTACAAA
mACC Forward GGAGTGGATGATGGTCTGA
Reverse GGCCTTGATCATCACTGGAT
mACO Forward GCTGGCCGTGTCCATAGC
Reverse TTATCCGTGGGTCCAAACTGA
mCPTla Forward TGCCTTTACATCGTCTCCAA
Reverse GGCTCCAGGGTTCAGAAAGT
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Figure S1. Adipose tissue relative mass after 25-weeks protocol. Values are presented as mean + SEM.
Values not sharing the same letter were significantly different, p <0.05.
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Figure 52: AUC ITT values of mice fed with 10 weeks of high fat/high sucrose diet. Values are presented as mean + SEM.
Values not sharing the same letter were significantly different, p <0.05.
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2. Article n°2 :

Combined effect of voluntary physical exercise and vitamin D

supplementation on diet obese C57BL/6J mice

Marziou A, Aubert B, Couturier C, Astier J, Philouze C, Obert P, Landrier JF*,
Riva C*.

Soumis a Medicine & Science in Sports & Exercise

2.1. But de I’étude

L’accumulation et I'expansion de la masse adipeuse, caractérisant I'obésité, sont
possibles grace a des modifications structurales du tissu adipeux dont font partie les
phénoménes d’hypertrophie. Lorsque les capacités de stockage sont atteintes, ceci va
provoquer I'apparition de dépdts ectopiques. Dans la prise en charge de I'obésité, il
est clairement établi que I'exercice physique joue un rbéle majeur dans la perte de
poids et la réduction de la masse grasse. Ainsi, comme notre précédente étude
(Article n°1) a rapporté des effets bénéfiques de la vitamine D sur les paramétres
inflammatoires du tissu adipeux et du foie, nous nous sommes intéressés a l'effet
combiné de I'exercice physique volontaire et de la supplémentation en vitamine D en
prévention tertiaire de 'obésité chez des souris soumises a un régime riche en graisse

et en sucre.

Dans cette étude, nos objectifs étaient d’évaluer dans ce modele de souris c57/bl6
obeses les effets de I'exercice physique volontaire combiné a une supplémentation en
vitamine D, 1/ sur les paramétres morphologiques, l'adiposité et I'homéostasie
glucidique, 2/ I'hypertrophie et I'inflammation du tissu adipeux induites par le régime
obésogéne et 3/ la stéatose hépatique caractérisée par linfiltration hépatique et la

modification du métabolisme hépatique.
2.2. Principaux résultats

L’exercice physique appliqué a ce modele de souris c¢57/bl6 durant 15 semaines
induit une limitation significative de la prise de poids et une réduction de I'adiposité qui
n’étaient pas retrouvées par la seule supplémentation en vitamine D. De plus,

l'insulino-résistance induite par le régime obésogéne est conservée lorsque I'exercice
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physique et la supplémentation en vitamine D sont administrés seuls. Par contre, de
facon intéressante, on observe une restauration de la sensibilité a l'insuline des lors

gue les deux stratégies sont associées.

Lorsque I'on s’intéresse au tissu adipeux inguinal, I'exercice physique aboutit a une
réduction de la taille des adipocytes et coincide avec la réduction de masse adipeuse
observée. Ces observations s’accompagnent d’'une baisse de l'inflammation médiée
par la diminution d’expression des chimiokines, également retrouvée par la
supplémentation en vitamine D. De plus, la vitamine D vient potentialiser les effets de

I'exercice physique sur certains médiateurs inflammatoires (Ccl5, Tgfb).

Le régime obésogéne induit non seulement une augmentation de la masse
adipeuse mais également de la masse hépatique. Les 15 semaines d’exercice
physique ont engendré une diminution importante de la masse du foie, qui n’est pas
observée par la seule supplémentation en vitamine D. Cette diminution s’explique par
une réduction de l'infiltration lipidique au niveau hépatique, attestée par histologie et
mesurée par dosage des triglycérides. Cette baisse d’infiltration est d’autant plus
importante lorsque I'exercice physique est associé a la vitamine D. En paralléle,
'analyse de I'expression génique montre une baisse significative de la lipogenése par
I'exercice physique et la vitamine D avec un retour a la normale lorsque les deux
stratégies sont combinées. De plus, le profil inflammatoire hépatique montre une
potentialisation des effets de I'exercice physique et de la vitamine D sur l'infiltration

macrophagique.

Au wvu des résultats bénéfigues obtenus par le couplage exercice
physique/supplémentation en vitamine D, il semble pertinent et judicieux de I'appliquer
dans les programmes de prise en charge de l'obésité afin d’observer des effets
notables au niveau de la perte de poids ainsi qu’'une réduction significative de la

stéatose hépatique.
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Abstract

Purpose: The beneficial effect of association of physical exercise (PE) and nutritional
approaches are widely plebiscited to improve metabolic health. Here we took advantage of
voluntary PE together with a vitamin D (VD) supplementation, which has already displayed
beneficial effects in primary and secondary prevention in obese mice model, to study their
combining effects regarding body weight management, glucose homeostasis, metabolic
inflammation and liver steatosis, as key markers of metabolic health.

Methods: 10-week-old male C57BL/6J mice were fed with HFS diet during 10 weeks. Then,
they were assigned to different conditions for a 15-week period with PE, VD supplementation or
both PE and VD supplementation. Morphological, histological, and molecular phenotype were
characterized.

Results: The increase body mass, adiposity and adipocyte hypertrophy induced by HFS diet
were improved by PE, but not by VD supplementation. HFS-induced inflammation (highlighted
by chemokines mRNA levels) in inguinal adipose tissue was decreased by PE and VD
supplementation. Interestingly, the intervention combining PE and VD displayed additive effects
on insulin sensitivity restoration and limitation of hepatic steatosis, as demonstrated through a
normalization of lipid droplets number and size and triglycerides content in the liver. At the
molecular level, this result was accompanied by a significant decrease of gene expression coding
for key enzymes involved in hepatic de novo lipogenesis.

Conclusion: Taken together, our data show for the first-time beneficial effects of combining PE
and VD supplementation on obesity-associated comorbidities such as insulin resistance and
hepatic disease. Such strategy could therefore be of particular interest in obesity management

programs.

Keywords: obesity, voluntary exercise, vitamin D, tertiary prevention
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Introduction

The fundamental cause of obesity and subsequent type 2 diabetes is an energy imbalance. This is
classically associated to unhealthy diet (1), characterized by an increased intake of energy-dense

foods rich in fat and sugars but poor in micronutrients and a sedentary lifestyle (2).

Obesity, characterised by increased fat accumulation, i.e. adiposity, is associated to metabolic
and physiological modifications (3) leading to adipocyte structural modifications including
increased size (hypertrophy) or increased number (hyperplasia). In this context, many factors
including adipokines, cytokines, chemokines and miRNA can be released by adipose tissue
(AT), leading to systemic low-grade inflammation and insulin resistance (4-6). In addition,
when the maximum capacity of AT expansion is reached, large amount of lipids is stored in

ectopic deposit, and notably in the liver (7).

Physical exercise (PE) is known to provide beneficial effects in terms of body weight gain and
adiposity (8), and reduction of cardiovascular diseases incidence (9,10). PE also reduces type 2
diabetes associated inflammation (11,12). Indeed, exercise training blunts the systemic
inflammation through a downregulation of pro-inflammatory cytokine production in several

tissues, including muscles, AT and immune cells (13).

In experimental studies, we and others have previously shown that exercise training reduced
subcutaneous and visceral AT masses (14) and prevented the HFS (high fat/ sucrose)-mediated
decrease of phospho-AKT / total AKT in the subcutaneous AT (15). Voluntary exercise also
reduced hepatic steatosis induced by HFS diet consumption (16) and hepatic inflammation (17).
Altogether, it is classically admitted that PE represents evidence-based strategy to promote

health.

On the other hand, in murine experimental models, we demonstrated the beneficial impact of
vitamin D (VD) supplementation on body weight management, glucose homeostasis, AT and

systemic inflammation (cytokines, chemokines and miRNA), and hepatic steatosis (18-23).
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Physical activity and nutritional supplementation have been investigated in several
interventional studies, but not in the context of obesity. Therefore, we hypothesized that a
double intervention combining PE and VD supplementation may potentiate benefits on weight

gain, metabolic parameters, inflammation and ectopic fat deposition on obese mice.

134



Materials and methods

Animal, diets and experiments

Six-week-old male C57BL/6J mice were purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle,
France), housed in cages with an enriched environment and maintained in controlled
environment conditions (20-23°C; 40% humidity), and on 12 hours light/dark cycle. The mice
were fed with water and food ad libitum. All procedures were performed in accordance with the
local research ethics committee (2017110611453051-RIVA) and the agreement of European and
French Ministry of Agriculture about the care and use of laboratory animals 2010/63/EU
(N°CEEA-00322.03). Mice (10-week-of age and weighing 23,85 = 5,91g) were randomly
assigned into 2 groups: a normal chow group (NC; n=20), a high fat/sucrose diet group (HFS;
n=90). The NC group received a normal chow diet (A04, 3.1% Fat, caloric value 3.339 kcal.kg™,
Safe, France) and water during the entire protocol of 25 weeks. The HFS group was fed with a
fat-enriched-dough (230HF, 60% kcal as fat with caloric value 5.317 kcal.kg™?, Safe, France)
completed with drink water containing 10% sucrose (D-Saccharose, Fisher Scientific, England)
during 10 weeks. After this 10-week period, the HFS group was divided in 4 subgroups, fed
with the same HFS diet or HFS supplemented with vitamin D (HFS+D; 15 000 Ul.kg™
cholecalciferol; customized HF230, SAFE Diet, Augy, France) randomly assigned to a
sedentary subgroup (HFS and HFS+D, n=60) or voluntary physical exercise (HFS+ex and
HFS+D+ex, n=30) up to 15-weeks. Voluntary exercise was introduced with a wheel in cages,
connected to a sensor.

During the entire protocol, body weight was measured once a week and dietary intake was
assessed daily. Energy intake was calculated per cage from the amount of food and drink
consumed by the animals and its caloric equivalence. Exercise was measured by daily record of

the number of laps being executed in each cage.
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At the end of the protocol, mice were fasted overnight and were all kept sedentary. Animals
were firstly anesthetized, and blood was collected by intracardiac puncture and plasma was
obtained by centrifuging at 3000g for 15 min at 4°C, and stored at -80°C. The animals, under
anesthesia, were sacrificed by cervical dislocation and liver, and adipose deposits (epididymal,
subcutaneous, retroperitoneal, inguinal) were entirely collected then weighted and snap frozen in
liquid nitrogen and stored at -80°C. The adiposity index was calculated by the sum of all adipose

tissues (epididymal, subcutaneous, retroperitoneal, inguinal) relative to total body mass.

Evaluation of physical exercise

PE of mice was monitored, first by daily record of the number of laps being executed in each
cage during the entire protocol, and second by the maximum aerobic speed (MAS) evaluation.
MAS was measured at the beginning of the protocol (T0) and after the 10-week HFS diet. Then,
it was evaluated during the exercise protocol at T17 and T24. It consisted on a 6 min treadmill
training session at a velocity of 7 m.min*! and increased levels of 4 m.min* every 1°30 minutes.

The MAS was reached when mice were not able to keep up with treadmill speed.

Insulin tolerance test

Mice were subjected to Insulin Tolerance Test (ITT) and were fasted for 6 hours before
assessments. Collection of blood (5ul) was realized by using the tail-clip method and fasting
glycemia was measured using commercially available glucometer (Accu-Check glucometer,
Roche), according to the manufacturer’s instructions. Then, ITT were performed after an i.p.
injection of insulin solution (1U.kg-1), and blood glucose levels were measured from tail blood
taken at the indicated times after injection: 10, 30, 60, 90, 120 minutes after injection. ITT was

realized at TO, T10, T17 and T24.
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Biochemical analysis

Adiponectin, calcium (Ca2*), insulin, glucose, non-esterified fatty acids and triglycerides were
quantified according to the manufacturer’s instructions as previously described (24).

The HOMA-IR index was calculated according to the following formula: fasting insulin

(microU.L™) x fasting glucose (mmol.L™1)/22.5 (25).

25(0OH)D quantification in plasma

All quantifications were performed using liquid chromatography tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS) (Hypersil Gold® C18 column, Orbitrap™ Q Exactive™ Plus system and
Xcalibur™ software, Thermo Fisher Scientific, Walthman, United States) according to the

protocol previously reported (18,26,27).

Histological analysis

Paraffin embedded tissue sections of liver and inguinal AT (iWAT) were stained with
hematoxylin and eosin (H&E) using standard protocols. The images were captured by a light
microscope (Zeiss Axio Imager, Germany) and adipocyte area (um2) was determined using

(Image J) software as previously described (24,28,29).

RNA isolation and qPCR

Total RNA from liver, iWAT and epididymal AT (eWAT) were extracted using TRIzol reagent
according to the manufacturer’s instructions (Thermo Fisher, Courtaboeuf, France). One pg of
total RNA was used to synthetize cDNA in 20 pl using random primers and Moloney murine
leukemia virus reverse transcriptase (Thermo Fisher, Courtaboeuf, France). Real Time
Quantitative RT-PCR analyses were performed using the AriaMx System (Agilent, Santa Clara,

United States) as previously described (30). All PCR reactions were using a Sybr Green Master
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mix (PowerUp™SYBR®, Thermo Fisher, Courtaboeuf, France). For each condition, expression
was quantified in duplicate, and 18S rRNA was used as the endogenous control in the
comparative cycle threshold (CT) method (31). Primer sequences were used for gPCR
determination (see Supplemental Digital Content 1, which lists primer sequences). Data were

expressed as relative expression ratio.

Statistical analysis

Data were expressed as the mean + SEM. Significant differences between control and treated
groups were determined using ANOVA, followed by the PLSD Fischer post hoc test using
Prism6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Correlations between two variables
were performed using Prism6 by calculating Pearson correlation coefficient. Values of p <0.05

were considered statistically significant.
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Results

Voluntary PE associated to VD limited weight gain

After 10 weeks of HFS diet, mice displayed a significant increased body weight compared with
the NC group due to a higher energy intake in the HFS group. In order to assess the effect of a
long-term PE and VD supplementation on obese mice, we compared HFS-fed group of mice
remained on the HFS diet to 3 other subgroups assigned either to voluntary PE (HFS+ex), VD
supplementation (15000 IU/kg of food) (HFS+D), or both of them (HFS+D+ex) for 15
additional weeks. At the end of the 25-week period, HFS mice continued to gain weight and
their final body weight was 1.5-fold higher than NC mice (Figure 1A). Mice assigned to 15
weeks of voluntary exercise alone or together VD supplementation reduced their weight gain (-

15%) compared with HFS and HFS+D mice.

Voluntary PE associated to VD supplementation limited adipose tissue mass

HFS diet consumption increased adiposity after 25 weeks (Figure 1B) with a 2.4-fold increase of
adiposity index. The adiposity of HFS+D+ex group was reduced (-23%) compared with the HFS
and HFS+D groups and was similar to the HFS+ex group. Each AT deposit mass has been
measured, in order to estimate AT distribution (Figure 1C). In the HFS group, retroperitoneal,
epididymal, inguinal and subcutaneous masses were respectively 4, 2, 3 and 5 times higher
compared to NC mice. These masses were significantly reduced in HFS+D+ex and HFS+ex
mice (-42% retroperitoneal, -16% epididymal, -31% inguinal and 41% subcutaneous) compared

to HFS and HFS+D mice.

Adipocyte morphology of inguinal AT was studied (Figure 1D). Histological analysis showed
adipocyte hypertrophy in the HFS group (mean adipocyte area 30% higher) compared to the NC

group. In the HFS+D+ex group, adipocyte mean size was significantly reduced by 11%
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compared to the HFS group (Figure 1E) and by 16% compared to the HFS+D group. However,

no difference was observed between HFS+D+ex and HFS+ex groups.

Voluntary PE associated to VD improved physical performances on obese ¢57bl6/J mice

fed with an HFS diet

Mice in the HFS+ex group and the HFS+D+ex group ran similar distance with respectively
1,314 and 1,429 meters/day (Figure 2A). Cumulative running achieved a total of 11,937 and
10,683 meters in the HFS+ex and HFS+D+ex groups, without any difference between these

groups (Figure 2B).

To check if voluntary PE improved physical performances, maximum aerobic speed (MAS) was
measured at different time points during the protocol. No modification in MAS was observed
between the NC and HFS groups after 10 weeks of protocol. Then, a significant increase in
MAS at the middle (17 weeks) as well as at the end (24 weeks) of the protocol was observed in
both HFS+ex mice (+40%) and HFS+D+ex (+35%) mice compared to sedentary (NC, HFS and
HFS+D) groups of mice (Figure 2C). Moreover, modification observed in MAS was no altered

by age because the NC group exhibited same values between the different measures.

Voluntary exercise associated to vitamin D supplementation improved glucose homeostasis

and insulin sensitivity

As reported before (Marziou et al. 2020), the 10-week HFS diet protocol induced an insulin
resistant pattern in mice. Furthermore, at the end of the 25-week protocol, insulin sensitivity,
evaluated by insulin tolerance test (ITT), was 1.5-fold reduced compared to NC mice (Figure

3B). In terms of glycemic response to a single dose of insulin, no difference was observed
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between the HFS group and HFS+D or HFS+ex groups. However, in HFS+D+ex group,
glycemic response was similar to the NC group (Figure 3A). In addition, calculation of AUC
displayed same pattern in HFS+D+ex and NC groups (Figure 3B). Plasma insulin and glucose
quantification (Figure 3C) showed that HFS and HFS+D groups displayed hyperglycemia and
hyperinsulinemia, while in HFS+D+ex and HFS+ex groups. HOMA-IR also revealed similar

response profile (Figure 3D).

Impact of voluntary PE and vitamin D supplementation on plasma parameters

HFS diet supplemented or not with VD for 25 weeks did not modify plasma triglycerides (TG)
concentration in comparison to NC diet (Table 1), while PE induced a significant decrease in
triglycerides levels in HFS+ex and HFS+D+ex groups compared to HFS and NC groups.
Concerning non-esterified fatty acid (NEFA) concentration, a decrease was observed for all HFS
groups in comparison with the NC group (Table 1). Adiponectin concentration was slightly
increased in the HFS group compared to the NC group and no difference between HFS, HFS+D
groups and the NC group was observed. The HFS+ex group showed a decreased adiponectin
level in comparison to the HFS group and the HFS+D+ex group showed a significant decreased

adiponectin concentration compared with the other HFS+D, HFS+ex and HFS groups.

As expected, 15 weeks of VD supplementation significantly increased cholecalciferol and
25(0OH)D plasma levels compared with the HFS and NC groups (Table 1), and resulted in a
slight increase of calcemia in HFS and HFS+D fed mice compared with the NC group.
Furthermore, in trained mice, a slight but significant decrease of 12% in 25(OH)D level was
observed in the HFS+D+ex group as compared with HFS+D (Table 1) and significant decrease

of calcemia in comparison to HFS+D, HFS groups but calcemia was similar to HFS+ex group.
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Voluntary PE associated to VD supplementation improved inflammatory status mediated

by HFS diet on adipose tissue

As voluntary PE coupled to VD supplementation induced significant decrease in IWAT
accretion, gene expression analysis was performed to examine consequences on AT
inflammatory related genes (Figure 4A). Mcpl mRNA level was significantly increased in the
HFS group compared with the NC group. VD supplementation (HFS+D) decreased significantly
Mcp1l level in comparison with the HFS group. PE induced a slight but not significant decrease
of Mcpl mRNA levels in HFS+D+ex and HFS+ex groups, compared to HFS group. The
expression of the Ccl5 mRNA was also increased in the HFS group compared with the NC
group, and Ccl5 mRNA expression was decreased in HFS+D and HFS+ex groups compared to
HFS group. The decrease in HFS+D+ex group was more pronounced than in the HFS+D and
HFS+ex groups. Tgfbl mRNA levels showed an increased expression in the HFS group
compared with the NC group, and no major difference was observed between HFS+D and
HFS+ex groups compared with the HFS group. However, the HFS+D+ex group showed a
significant decrease of Tgfbl mRNA expression (-45%) compared with the HFS group. Other
cytokines expression such as 116, 1110 and Tnfa expressions were measured and no difference
was observed between the HFS group and HFS+D, HFS+ex and HFS+D+ex groups (data not

shown).

Visceral and epididymal AT deposits were also studied in terms of gene expression coding for
inflammatory proteins. Among the studied chemokines (data not shown), Ccl5 was 5-fold
increase by HS diet in comparison with the NC group and no change was observed in HFS+D
and HFS+ex groups. However, in the HFS+D+ex, Ccl5 mRNA levels were decreased compared

with the HFS group.
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Voluntary PE improved energetic metabolism in inguinal adipose tissue

MRNA coding for proteins related to metabolic (peroxisome proliferator activator receptor y
coactivator-1o (Pgcla) and carnitine palmitoyltransferase-1 (Cptl) and thermogenic uncoupling
protein 1 (Ucpl), activities were assessed on IWAT (Figure 4B). HFS diet induced a decrease in
Cptl expression on iIWAT in comparison with NC diet. This decrease was also observed in all
groups (Figure 4B). Ucpl mRNA expression was found to be significantly increased (3-fold) in
the HFS group compared with the NC group, and significantly decreased in HFS+D+ex and

HFS+D but not in HFS+ex group, in comparison with the HFS group.

Pgcla mRNA levels were significantly decreased in the HFS group as well as in the HFS+D
group compared to the NC group, while PE induced a 2-fold increase of Pgcla in HFS+ex and

HFS+D+ex groups as compared to HFS group and reached values similar to the NC group.

Voluntary PE associated with VD supplementation decreased ectopic fat liver deposition

and inflammatory gene expression

HFS diet induced a significant liver mass increase (2-fold) compared with the NC group (Figure
5A). While VD supplementation did not modify liver mass, exercise reduced it by -32% and -
38% in HFS+ex and HFS+D+ex groups respectively in comparison to the HFS group.

Moreover, liver mass of HFS+D+ex group was similar to the NC group.

To evaluate hepatic lipid accumulation, intrahepatic triglycerides (TG) were quantified. TG in
the HFS group were significantly increased compared to the NC group. In the HFS+D+ex group,
a drastic decrease of TG (-70%) was shown compared to the HFS group and a decrease (-37%)
compared to the NC group. In HFS+ex and HFS+D groups TG decreased by almost 33%

compared to the HFS group and no difference compared to the NC group (Figure 5C). In
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agreement with these results, histological sections stained by (H&E) confirmed a reduction of

visible lipid droplets (Figure 5B).

At the molecular levels, key genes expression of fat metabolism (de novo lipogenesis versus
fatty acid oxidation) were measured in the liver. The evaluation of hepatic de novo lipogenesis
through the mRNA expression of Fatty acid synthase (Fasn) and Acetyl-CoA carboxylase
(Acaca) genes was assessed (Figure 5D). As expected de novo lipogenesis was significantly
enhanced by HFS diet. In fact, Fasn and Acaca expression were significantly increased by 2 and
1.8-fold respectively, in the HFS group compared to the NC group. On the contrary, as PE or
VD supplementation exerted an inhibitory effect of Fasn and Acaca gene expression, the

association of both, limited significantly the Fasn and Acaca expression in HFS+D+ex group.

Fatty acid oxidation was measured by gene expression of acyl-CoA oxidase (Acox) and carnitine
palmitoyltransferase-1 (Cptl) (Figure 5D). No difference of Acox mMRNA levels was observed
between HFS, HFS+ex and NC groups whereas groups supplemented with VD (HFS+D and
HFS+D+ex groups) showed a significant decrease compared to the HFS group. On the other
hand, groups fed with HFS diet (HFS, HFS+D, HFS+ex and HFS+D+ex) induced a significant

decrease of Cptl expression compared to the NC group.

The ratio between lipogenesis and lipolysis was also determined and compared with other
parameters (Table 2). We observed that this ratio was 3-fold increase in the HFS group
compared to the NC group. It was positively correlated with higher liver TG and adiposity
index. In HFS+D+ex group, this lipogenic activity was significantly diminished and was
associated to decreased liver TG and adiposity index. Coefficient correlation of

lipogenesis/lipolysis ratio with liver TG and adiposity index were respectively 0,83 and 0,75.
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Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (Ppara and Pparg) expression was measured
in the liver (Figure 5E). Pparg expression was significantly increased in the HFS group
compared to the NC group. On the contrary, with exercise and VD supplementation
(HFS+D+ex), Pparg mRNA levels were decreased by 38% compared with the HFS group. A
decrease was also observed in the HFS+D group (-7%) and in the HFS+ex (-27%) compared to
the HFS group. On the other hand, Ppara mRNA levels was not affected by any diet or

intervention.

Inflammation was also studied in the liver. While Tnfa expression was 3-fold increase in the
HFS group compared to NC group, no improvement was observed after VD supplementation or
PE (Figure 5F). The expression of Mcpl mRNA was induced in HFS, HFS+D and HFS+ex

compared to the NC group, whereas its expression was decreased in HFS+D+ex group.
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Discussion

The aim of this work was to investigate the effects of an intervention associating voluntary PE
and VD supplementation during 15 weeks on obesity and metabolic disorders on diet-induced

obese male C57bl6/J mouse model.

We implemented a 10-week HFS diet to generate obesity and insulin-resistance in mice, as
previously described (24). Interestingly, after the obesity induction, a strategy based on 15-
weeks of PE in obese mice resulted in a significant weight limitation gain as reported under
shorter PE period (7 weeks; (29)), while VD supplementation alone did not limit HFS-induced
weight gain, in accordance with previous data (16,24). The combination of PE with VD
supplementation did not enhance the effect obtained with PE alone in terms of limitation of
weight gain. Concerning adiposity, only PE alone or in combination with VD improved it
significantly. No effect of VD alone was observed. Similar results were observed in the different
deposits of AT in visceral (epididymal, inguinal or retroperitoneal) as well as subcutaneous AT,
i.e. a decrease under PE effect, as previously reported by others (14,32,33). It is noteworthy that
histological analysis suggested that increased adiposity was associated to adipocyte hypertrophy
under HFS diet. Interestingly, PE not only reduced fat accretion but also limited the adipocyte

hypertrophy as previously reported (14).

We evaluated the effect of voluntary PE on HFS-fed mice performance (measured by MAS),
and observed that this parameter was improved compared to sedentary mice, while no change

was obtained after VD supplementation.

It is well established that increased adiposity promotes a low-grade inflammatory status (4,6),
notably characterized by an increase of chemokines expression in AT (34). Whereas HFS diet
induced Mcpl and Ccl5 expression in AT, interestingly the combination of PE and VD

supplementation significantly reduced the expression of chemokines. VD alone also reduced
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such expression whereas it did not modify adiposity, suggesting that VD alone display a specific
inhibition of chemokines expression, whereas in the case of PE, the decrease of chemokines
expression is not dissociable from the decrease of adiposity. Observations related to the effect of
VD are fully consistent with previous reports in several in vitro and in vivo models, where VD
limited cytokines and chemokines expression by adipocytes (22) and leucocyte infiltration in

adipose tissue via a deactivation of the NF-«B signaling pathway (19).

Furthermore, a significant decreased in Tgfbl in inguinal AT after the combination of PE with
VD supplementation was noted, which is in agreement with the correlation between adiposity
and TGF-p reported by Yadav and colleagues (35). Indeed, TGF-f has been reported to regulate
the differenciation of multipotent stem cells towards adipogenic pathways (36). Moreover, TGF-
B is involved in hyperplastic AT expandability, which is related to adipocyte precursor
proliferation (37). Thus, our results suggest that reduced Tgfbl expression could participate to

the reduced adipocyte formation and consequently reduced adiposity.

Adiposity and subsequent AT low-grade inflammation have a major role in systemic insulin
resistance development. While, a decreased sensitivity to insulin was observed in HFS fed mice
at the end of the protocol, neither PE alone nor VD supplementation improved it. Indeed, insulin
sensitivity was similar to NC mice when obese mice were subjected to the combination of PE
and VD supplementation. Similar results related to the lack of effect on insulin sensitivity after
PE has already been reported by Gehrke et al. (16). In addition, we previously reported that VD
supplementation alone was inefficient in similar protocol regarding insulin sensitivity (24).
Nevertheless, a major highlight of the present study is the improvement of insulin sensitivity
after combining PE and VD supplementation, which normalized insulin sensitivity compared to
NC mice. The molecular mechanism involved is presently not identified but will require further

investigations.
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Aside from exerting beneficial effects on weight loss and cardiovascular system, PE had been
shown to improve hepatic disease such as NAFLD (38,39) and is highly recommended by the
Clinical Practice Guidelines (40). In our study, 15 weeks of PE reduced significantly liver mass
and lipid accumulation, evaluated by TG quantification and histology. Interestingly, when VD
supplementation was combined to PE, parameters related to the liver were completely
normalized compared to NC group. In order to explain these observations, we evaluated the
gene expression profile related to lipogenesis and fatty acid oxidation. We observed that the
different strategies decreased the expression of genes coding for key proteins involved in hepatic
de novo lipogenesis (Fasn and Acaca) but did not modify fatty acid oxidation. Therefore, the
lipogenesis/lipolysis ratio, which was induced by HFS diet, was reduced under PE and/or VD
supplementation. Interestingly, this ratio, which is assumed to play an important role in
metabolic homeostasis (41) was positively correlated with both liver TG content and adiposity
index. Indeed, HFS diet consumption results in an imbalance between lipid acquisition (i.e. de
novo lipogenesis) and removal (i.e. fatty acid oxidation) and is in favour of lipogenesis which
could explain the increased TG accumulation in the liver. Hence, lipogenesis appears as a key
event in the development of steatosis (42). Our data demonstrated that lipogenesis/lipolysis ratio
was reduced by VD supplementation and PE. Interestingly, such reduction was mainly due to

the limitation of lipogenesis, which might explain the liver profile improvement and adiposity.

We next evaluated hepatic inflammation and notably chemokines expression since MCP1 has
been reported to be associated with hepatic steatosis (43). Moreover, chemokine expression has
been shown to be positively correlated with insulin resistance and visceral obesity (44).
Interestingly, Mcpl expression was strongly decreased by PE and VD supplementation. Such
decrease was associated to the improvement of insulin sensibility in mice, suggesting that this
reduced expression of Mcpl could have a role in the restoration of insulin sensitivity in

HFS+D+ex. Indeed, the contribution of Mcpl to insulin resistance had been studied in mice fed
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with a high fat/sucrose diet supplemented with an inhibitor of the Mcpl receptor, CCR2. The
blockage of CCR2 had led to decreased pro-inflammatory macrophage infiltration which both
ameliorate insulin resistance and hepatic steatosis (45). Further validations are required to

validate that assumption in our study.

To conclude, we reported for the first time a combined effect of PE and VD supplementation.
Not all parameters tested were improved by this strategy, but key parameters such as insulin
sensitivity and liver TG accumulations were beneficially affected, and the effect of combination
was stronger that the effect of PE or VD supplementation alone. Such strategy could therefore

be of particular interest to fight obesity and its comorbidities.
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Figures captions

Figure 1: 15 weeks of PE induced a decrease of body weight, adiposity index and adipose
tissue masses.

(A) Body weight evolution curve of mice fed with control diet (NC), high fat/sucrose diet (HFS)
during the first 10 weeks and then supplemented with VD (HFS+D), PE (HFS+ex) and PE
associated to VD supplementation (HFS+D+ex) during 15 weeks (B) An adiposity index was
calculated by the ratio between the sum of retroperitoneal, epididymal, inguinal and
subcutaneous adipose masses over the body weight of animal. (C) AT masses weighed at
sacrifice and body composition were expressed in terms of AT absolute mass. (D)
Representative histological images of inguinal fat pads after H&E staining, taken at 40X
magnification (scale bar represents 100 um). (E) Mean adipocyte area, determined using Image
J software. Values are presented as means + SEM. Values not sharing the same letter were

significantly different, p<0.05.

Figure 2: Enhancement of physical performances in trained mice.

(A) Sensor connected to wheel in cages provided a follow-up of mice activity during the 15
week-protocol. Running distance was expressed as meters per day and per mice in HFS+ex and
HFS+D+ex groups. (B) Cumulative running distance in meters through the entire protocol in
HFS+ex and HFS+D+ex groups. (C) Evaluation of maximum aerobic speed by treadmill
sessions on trained mice at the beginning (T0), after 10 weeks of HFS diet (T10), at the middle
of the different supplementations (T17) and at the end of the protocol (T24) for all group of
animals, NC, HFS, HFS+D, HFS+ex and HFS+D+ex. Values are presented as means = SEM.

Values not sharing the same letter were significantly different, p<0.05.
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Figure 3: PE associated to VD supplementation improved glucose homeostasis and insulin
sensitivity.

Insulin Test Tolerance (ITT) was performed to measure insulin sensitivity in all group of
animals, NC, HFS, HFS+D, HFS+ex and HFS+D+ex. (A) Glycaemic response to insulin
injection after completion of the 25-week protocol. (B) AUC calculated by glycemic response
curve after completion of the 25-week protocol. (C) Quantification of plasma glucose and
insulin at the end of 25 weeks protocol; and (D) HOMA-IR was calculated according to the
formula mentioned in Materials and Methods. Values are presented as mean £ SEM. Values not

sharing the same letter were significantly different, p<0.05.

Figure 4: PE and VD supplementation decreased HFS-induced hypertrophy and

inflammation in inguinal adipose tissue.

(A) Relative expression of mMRNA genes involved in inflammation (Mcpl, Ccl5, Tgfb) in iIWAT
of in all group of animals, NC, HFS, HFS+D, HFS+ex and HFS+D+ex after completion of the
25-week protocol. (B) Relative expression of mRNA genes implicated in metabolism (Cptl,
Ucpl, Pgcla) in iWAT of in all group of animals, NC, HFS, HFS+D, HFS+ex and HFS+D+ex
after completion of the 25-week protocol. Values are presented as mean + SEM. Values not

sharing the same letter were significantly different, p<0.05.

Figure 5: PE associated to VD supplementation restored normal hepatic profile on mice

fed with HFS diet.

(A) Liver masses of mice in the different groups: NC: normal chow, HFS: high fat/sucrose diet,
HFS+D: HFS diet supplemented with VD, HFS+ex: HFS assigned to PE and HFS+D+ex: HFS

supplemented with VD and PE after completion of the 25-week protocol. (B) Representative
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histological images of liver tissue after H&E staining, taken at 40X magnification (scale bar
represents 200 um). (C) Quantification of triglycerides in liver tissue, related to liver mass in all
group of animals, NC, HFS, HFS+D, HFS+ex and HFS+D+ex. (D) Relative expression of
MRNA genes related to lipogenesis (Fasn, Acaca) and to fatty acid oxidation (Acox, Cptl) in
liver tissue from all group of animals, NC, HFS, HFS+D, HFS+ex and HFS+D+ex. (E) Relative
expression of MRNA genes related to nuclear receptors (Ppara, Pparg) in liver tissue from all
group of animals, NC, HFS, HFS+D, HFS+ex and HFS+D+ex.. (F) Relative expression of
MRNA genes related to inflammation (Tnfa, Mcpl) in liver tissue from all group of animals,
NC, HFS, HFS+D, HFS+ex and HFS+D+ex. Values are presented as mean + SEM. Values not

sharing the same letter were significantly different, p<0.05.

Listing of Supplemental digital content

Supplemental digital content 1.docx
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Gene

Primer sequence

m18S Forward CGCCGCTAGAGGTGAAATTCT
Reverse CATTCTTGGCAAATGCTTTCG
mMMCP1(CCL2) Forward FCATCCACGTGTTGGCTCA
Reverse RGATCATCTTGCTGGTGAATGAGT
MRANTES(CCL5) | Forward TGCAGAGGACTCTGAGACAGC
Reverse GAGTGGTGTCCGAGCCATA
mFAS Forward CATGACCTCGTGATGAACGTGT
Reverse TCGGGTGAGGACGTTTACAAA
mACC Forward GGAGTGGATGATGGTCTGA
Reverse GGCCTTGATCATCACTGGAT
mACO Forward GCTGGCCGTGTCCATAGC
Reverse TTATCCGTGGGTCCAAACTGA
mUCP1 Forward CCTGCCTCTCTCGGAAACAA
Reverse TGTAGGCTGCCCAATGAACA
mCPTla Forward TGCCTTTACATCGTCTCCAA
Reverse GGCTCCAGGGTTCAGAAAGT
mCPT1b Forward GCTGTCAAAGATACCGTGAGC
Reverse TCTCCCTCCTTCATCAGTGG
mCXCL10 Forward GCTGCCGTCATTTTCTGC
Reverse TCTCACTGGCCCGTCATC
mTGFf Forward TGGAGCAACATGTGGAACTC
Reverse GTCAGCAGCCGGTTACCA
mPGC1a Forward GTAAATCACACGGCGCTCTT
Reverse GAAAGGGCCAAACAGAGAGA
mTNFa Forward CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA
Reverse TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC

Supplemental digital content 1 : Primer sequences.
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NC HFS HFS+D HFS+ex HFS+D+ex
Triglyceride (mmol.L?) 1.01 £ 0.052 1.02 £ 0.062 1.02 £ 0.082 0.68 + 0.05° 0.75 +0.07°
Non-esterified fatty acid (mmol.L))  0.96 + 0.052 0.70 + 0.04° 0.66 + 0.04° 0.73 +0.04° 0.76 + 0.06°
Adiponectin (ug.L™?) 8.89 + 0.382P 9.54 + 1.35P 9.21 +0.75%P 7 +0.632 4.69 + 0.31°¢
Calcium (mmol.L?) 2.32+£0.072 2.49 + 0.02b¢ 2.59 + 0.07¢ 2,41 +0,032P 2,42 + 0,04 abc
Glucose (mmol.L?) 8.98+0.472 11.76 + 0.60° 11.64 + 0.51° 10,27 + 0,782b 9,99 + 1,262b
Insulin (mmol.L?) 0.01 +0.012 1.00 £ 0.23P¢ 1.24 + 0.22° 0.42 +0.082P 0.45 + 0.152P
Cholecalciferol (ng.L™?) 0.71 +0.202 4,52 +0.812 77.64 +5.86° 4.65 + 1.062 44,71 + 4.25°

25(0H)D (ng.L™)

117.10 £ 3.432

154.10 + 5.00°

240.20 =+ 12.56¢

137.73 £10.63

210.4 +12.924

Table 1: Mice biological parameters after 15 weeks of VD supplementation, PE or both.

NC: normal chow, HFS: high fat/sucrose diet, HFS+D: HFS diet supplemented with VD, HFS+ex: HFS assigned to PE and

HFS+D+ex: HFS supplemented with VD and PE. Values are presented as mean = SEM. Values not sharing the same letter were

significantly different, p<0.05.
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Lipogenesis/lipolysis Relative quantity of
Adiposity index

ratio liver triglycerides
NC 1,042 0,26+0.032 7,81+0.592
HFS 3,26 0,55+0.05P 18,50+0.66"
HFS+D 1,892 0,37+0.022 18,73+0.44°
HFS+ex 1,442 0,36+0.072 14,00+1.55°¢
HFS+D+ex 1,392 0,17+0.05¢ 14,35+1.62°
Correlation (r?) 0,83 0,75

Table 2: Relation between lipogenesis/lipolysis ratio and others parameters.

Lipogenesis/lipolysis ratio was calculated by the ratio of genes expression involved in lipogenesis over lipolysis. Relative quantity of
liver triglycerides and adiposity index values were similar to those presented in others figures and Pearson correlations were
calculated between lipogenesis/lipolysis ratio and liver triglycerides and adiposity index. NC: normal chow, HFS: high fat/sucrose diet,
HFS+D: HFS diet supplemented with VD, HFS+ex: HFS assigned to PE and HFS+D+ex: HFS supplemented with VD and PE. Values

are presented as mean + SEM. Values not sharing the same letter were significantly different, p<0.05.
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Depuis des décennies, la prévalence de l'obésité a fortement augmenté. Elle
résulte d’'une plus grande consommation d’aliments riches en graisse et en sucre mais
pauvres en micronutriments et d’'une augmentation de l'inactivité physique. Cet exces
d’apports caloriques associé a l'obésité surcharge les mécanismes adipocytaires
aboutissant a une dérégulation de la sécrétion d’adipokines et finalement a un état
pro-inflammatoire (Andrade-Oliveira 2015). Les adipocytes ainsi hypertrophiés incitent
davantage au recrutement macrophagique au niveau tissulaire, provoquant
l'inflammation chronique de bas-grade (Cheng 2020). Ce remodelage pathologique du
tissu adipeux provoque des altérations locales favorisant I'apparition de désordres
métaboliques systémiques tels que la résistance a l'insuline, la stéatose hépatique ou
encore des dysfonctions cardiaques. Il semble donc primordial d’améliorer nos
connaissances quant aux mécanismes biologiques impliqués dans l'obésité afin de
pouvoir prévenir son développement ou si son phénotype est déja bien établi, de
pouvoir proposer un traitement efficace sur le long terme. Dans de précédents
travaux, I'exercice physique ou la vitamine D ont rapporté des effets bénéfiques sur le
contréle de la prise de poids, 'homéostasie glucidique et l'inflammation systémique
(Loustau et al., 2020; Marcotorchino et al., 2012; Sergeev and Song, 2014).
Cependant, la combinaison de [I'exercice physique et de la supplémentation
nutritionnelle en vitamine D n'a jamais été rapportée dans les études

interventionnelles.

Dans ce contexte, ce travail de these visait a approfondir nos connaissances sur
les modifications induites par I'obésité et a étudier les effets d’'une supplémentation en
vitamine D associée a I'exercice physique sur I'obésité et désordres métaboliques

associés.

Avant toute initiation des différents protocoles, il a fallu caractériser notre modele
d’obésité. Nous avons choisi le régime riche en sucre et en graisse (HFS) pour induire
'obésité et favoriser l'installation de I'état pré-diabétique chez les souris c57bl/6J. Ce
modéle animal est pertinent et favorable au développement de l'obésité par des
interventions nutritionnelles (Fraulob et al., 2010; Loustau et al., 2020; Petro et al.,
2000). En effet, la consommation de ce régime a entrainé une augmentation
considérable de la masse corporelle accompagnée d’'une accumulation importante de
lipides au niveau des différents tissus adipeux sous-cutanés et viscéraux. Cette

accumulation de lipides adipocytaire est rendue possible par des changements
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morphologiques et notamment par une augmentation de la taille des adipocytes, a
savoir I'hypertrophie (Spalding et al., 2008). Il est bien établi que ce phénoméne est
associé a une dysfonction du tissu adipeux qui est propice a l'infiltration de cellules
immunitaires et d’'une altération de la sécrétion d’adipokines (Goossens, 2017). Dans
notre étude, la consommation du régime HFS durant 25 semaines a bien induit une
augmentation de linflammation au niveau du tissu adipeux, notamment des
chimiokines impliquées dans le recrutement macrophagique (Mcpl, Ccl5). La
surexpression de MCP-1 dans le tissu adipeux a été rapportée pour étre associée a la
stéatose hépatique (Kanda et al., 2006). En lien avec cette observation, nous avons
également mis en évidence une augmentation de messagers codant des protéines
potentiellement impliquées dans [linfiltration macrophagique (Mcpl) au niveau
hépatique ainsi qu’une augmentation de la masse du foie qui semble étre corrélée a
'accumulation lipidique hépatique. Ces événements contribuent a l'installation d’un
état inflammatoire chronique de faible intensité qui joue un role central dans l'insulino-
résistance. Sur ce fil, nos souris obeses présentent un profil insulino-résistant marqué
par I'augmentation de 'HOMA-IR et la baisse de sensibilit¢ a linsuline malgré la

présence d’une hyperinsulinémie.

Dans le cadre de [linsulino-résistance, il a été montré que [lactivation de
macrophages, retrouvée a la fois dans le tissu adipeux et le foie, découlait de
I'altération du métabolisme lipidique (Rosso et al., 2019). Ces altérations comprennent
notamment une augmentation des taux circulants d’acides gras libres, de la lipolyse et
du degré de l'insulino-résistance présent au sein du tissu adipeux (Rosso et al., 2019).
Ainsi, chez nos souris, nous avons pu observer au niveau moléculaire, une
augmentation de la lipogenese hépatique via la surexpression des geénes clés
impliqués dans la lipogenése de novo (Fasn, Acaca). L’équipe d’Oosterveer avait
également établi un lien entre l'augmentation des ftriglycérides hépatiques et
'induction de la lipogenése chez des rats soumis a un régime HFS (Oosterveer et al.,
2009). En effet, la consommation de ce régime génére un afflux d’acides gras qui
provoque des adaptations physiologiques voire pathologiques. De plus, lorsqu’une
baisse de sensibilité a l'insuline est présente au niveau systémique, ce flux d’acides
gras peut étre augmenté en raison de la diminution de I'activité anti-lipolytique que

l'insuline exerce sur le tissu adipeux (Azzu et al., 2020).

Par ailleurs, de nombreuses études observationnelles ont montré que chez les
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individus obeses, les taux sériques en 25(0OH)D, forme circulante de la vitamine D,
étaient généralement plus bas que ceux d’individus normo-pondérés, suggérant une
relation forte entre la déficience en vitamine D et I'obésité mais sans pour autant
démontrer de causalité (Gallagher et al., 2013; Landrier et al., 2016). Il a été montré
gue la vitamine D est impliquée dans de nombreux processus physiologiques, elle
exerce notamment des effets anti-inflammatoires au sein du tissu adipeux et des
effets métaboligues par la régulation de certains facteurs impligués dans
'adipogenése (Karkeni et al., 2015b, 2018; Landrier et al., 2016). Ces observations
ont été mises en évidence en prévention primaire de I'obésité et demeurent, a ce jour,
insuffisantes concernant la prévention tertiaire. Par ailleurs, le premier objectif majeur
de cette thése a été d’évaluer les effets de la vitamine D sur I'obésité dans un modele
murin, a savoir si elle allait permettre de réverser le phénotype obése préalablement
validé et ses conséquences métaboliques. En effet, si I'effet d’'une supplémentation
chez le sujet obése a largement été rapporté, son impact sur un modéle murin n’a pas
été étudié a ce jour.

Notre étude a utilisé le cholécalciférol pour la supplémentation en vitamine D
(Article 1). Une récente méta-analyse a rapporté une meilleure efficacité de I'injection
de cholécalciférol sur 'augmentation des concentrations en 25(0OH)D (Farag et al.,
2018). En effet, dans notre modele de souris ¢c57/bl6J, la supplémentation en vitamine
D a augmenté significativement les concentrations plasmatiques de 25(OH)D,
permettant de confirmer les effets de la supplémentation et les résultats déja obtenus

précédemment (Marcotorchino et al., 2014).

Les 15 semaines de supplémentation en vitamine D n'ont pas montré d’effets
bénéfiques sur la prise de masse et I'adiposité dans notre modéle de souris obeses.
Ces données sont en accord avec les études cliniques réecemment méta-analysées
(Perna, 2019). De plus, la perturbation de 'homéostasie glucidique n’était pas affectée
par la vitamine D alors que dans une récente étude chez les diabétiques de type 2, la
vitamine D améliorait la sensibilité a l'insuline (Mirhosseini et al., 2017). Ceci pourrait
étre lié a une moins bonne efficacité de la supplémentation chez les personnes
obeses (de Oliveira et al., 2019) et aussi la nécessité d’une déficience en vitamine D
pour pouvoir observer des effets notables sur le contrdle glycémique. Effectivement,
les effets bénéfiques de la supplémentation en vitamine D sont visibles principalement

en situation de déficience, or nos animaux n’étaient pas décifients lors de l'initiation de
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la supplémentation. L’augmentation d’adiposité, induite par la consommation du
régime riche en graisse et en sucre, était caractérisée par une hypertrophie
adipocytaire et un environnement pro-inflammatoire (Tourniaire et al., 2013). Méme si
la vitamine D n’a pas permis de limiter I'adiposité et de réduire I'hypertrophie, elle a
induit une baisse de linflammation au sein du tissu adipeux. Ce résultat a mis en
évidence l'implication des chimiokines dans la réponse inflammatoire et avait été
précédemment rapportée pour étre régulée par la voie de signalisation NF-kB aussi
bien dans un modeéle in vitro qu’in vivo (Karkeni et al., 2015b; Marcotorchino et al.,
2012).

Nous avons également montré que la supplémentation en vitamine D permettait
une réduction de linfiltration de triglycérides dans le foie accompagnée d’'une baisse
d’expression de génes codant des protéines impliquées dans la lipogenese de novo.
La durée de la supplémentation a probablement été la clef de la réussite de cette
supplémentation puisqu’'une autre étude, conduite sur une durée plus courte (4
semaines), n'avait pas rapporté d’effet de la vitamine D sur la lipogenese (Jahn et al.,
2019). Récemment, I'association entre de faibles niveaux plasmatiques de 25(OH)D
et les maladies hépatiques a été rapportée chez 'Homme (Cimini et al., 2017; Liu et
al., 2019). Cependant, cette association n’a pas été clairement établie dans toutes les
études cliniques (Sangouni et al., 2019). La communauté scientifigue semble étre plus
en accord concernant les études précliniques chez 'animal et notre étude vient ainsi

confirmer I'importance de la vitamine D dans la limitation de la stéatose hépatique.

En parallele de cette étude, des investigations sur les effets de la supplémentation
en vitamine D sur la fonction cardiaque ont été menées au sein du laboratoire
(Annexe 1). La consommation du régime HFS durant 25 semaines a induit une
hypertrophie concentrique et une dysfonction régionale myocardique avec fraction
d’éjection préservée ainsi qu'une augmentation des céramides et diacylglycérols
intramyocardiques. Ces altérations cardiaques étaient diminuées grace a la vitamine
D, a savoir dans un premier temps une baisse de la masse ventriculaire et une
suppression du phénotype concentrique. Il y avait donc une préservation voire une
amélioration des parameétres fonctionnels par la supplémentation en vitamine D. De
plus, il a été observé une normalisation des céramides et diacylglycérols suggérant
des effets cardioprotecteurs de la vitamine D par la modulation des taux

intramyocardiques d’espéces lipotoxiques.
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Dans les programmes de prise en charge de l'obésité, la perte de poids est un
élément essentiel a 'amélioration de la santé cardiométabolique. Comme la vitamine
D a elle seule n'a pas permis d’améliorer les paramétres anthropométriques des
souris obéses, nous nous sommes intéressés aux effets de I'activité physique (Article
2). Précedemment, les effets de I'exercice physique pendant 7 semaines avaient été
étudiés dans notre laboratoire et sur le méme modele animal (Loustau et al., 2020).
Quelle que soit la durée d’entrainement (7 ou 15 semaines), I'activité physique a induit
une réduction importante de la prise de masse corporelle et de I'adiposité malgré la
consommation du régime HFS. Ce résultat est notamment associé a une réduction de
I'hypertrophie adipocytaire au sein du tissu adipeux inguinal, accompagnée d’une
baisse de linflammation principalement médiée par les chimiokines. Dans les tissus
adipeux obeéses, la surexpression de MCP-1 entraine un recrutement de cellules
immunitaires et linfiltration de macrophages, qui une fois infiltrés vont interagir avec
les adipocytes en augmentant la production d’adipokines pro-inflammatoires. Cette
boucle de régulation entre les adipocytes et les macrophages maintient de maniere
constante un statut chronique inflammatoire conduisant a linstallation de I'insulino-
résistance (Bai and Sun, 2015; Kamei et al., 2006).

L’amélioration de l'inflammation était également accompagnée d’'une augmentation
de l'activité thermogénique au sein des adipocytes, caractérisée par 'augmentation de
Pgcla et qui avait précédemment été observée dans le tissu adipeux blanc de rats
entrainés pendant quatre semaines avec un protocole de nage (Sutherland et al.,
2009). L'ensemble de ces améliorations observées au sein du tissu adipeux de nos
souris entrainées a finalement permis d’améliorer I'homéostasie lipidique et
glucidique. Effectivement, I'exercice physique a induit une réduction significative de
l'infiltration de graisse ectopique dans le foie qui était accompagnée d’une baisse de
la lipogenése, en accord avec des données pré-existantes chez la souris (Gehrke et
al., 2019). Cette étude vient compléter nos observations, en ayant mis en évidence
limplication de 'AMPK et Akt par I'exercice physique. En effet, I'activation de cette
voie a permis de protéger le foie de la stéatose mais également de la résistance a
'insuline hépatique. Néanmois, sur le plan systémique, aucune modification n’avait
été observée. Nous venons ainsi ajouter des données novatrices sur l'effet de
'exercice physique puisque nous avons rapporté une baisse de la résistance a
l'insuline évaluée par THOMA-IR. Néanmois, par le test de sensibilité a I'insuline, nous

n’avons pas observé d’effets de I'activité physique.
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Le deuxieme objectif de cette these était donc d’étudier l'effet de I'exercice
physique combiné a la supplémentation en vitamine D afin de mettre en évidence une
potentialisation des effets de I'exercice physique par la vitamine D (Article 2).
Concernant les parametres morphométriques, la vitamine D n’a pas eu d’effet
synergique avec I'exercice physique sur la limitation de la prise de masse corporelle,
l'adiposité, et la répartition des tissus adipeux viscéraux et sous-cutanés. Ces
résultats avaient été précédemment observés dans d’autres études chez le rat
entrainé (Wu et al., 2014; Zhang et al., 2019).

Sous l'effet de I'exercice physique, nous avons observé que la réduction d’adiposité
résultait d’'une baisse de I'hypertrophie des adipocytes présents au sein du tissu
adipeux inguinal et nous n’avons pas rapportée deffet additionnel par la
supplémentation en vitamine D. Cette observation n’était pas surprenante puisque
lorsqu’elle est administrée seule, aucune modification n’était observée sur I'adiposité.
Bien que sur les parametres morphométriques la supplémentation en vitamine D
n'améliorait pas les effets observés par I'exercice physique, le statut inflammatoire du
tissu adipeux était quant a lui nettement amélioré. Un effet majoré par la double
intervention a notamment été observé pour certains parametres comme Ccl5, une
chimiokine permettant le recrutement leucocytaire et Tgfb, un facteur de croissance

impliqué dans I'expansion du tissu adipeux (Petrus et al., 2018).

Sous l'effet de I'exercice physique et de la supplémentation en vitamine D, nous
avons mis en évidence une restauration de la sensibilité a linsuline. De fagon
concomittante, I'hyperglycémie a jeun était normalisée. Ces effets pourraient étre
expliqués par la modulation de la translocation de GLUT4, permettant I'entrée du
glucose dans les cellules cibles de linsuline (muscle, tissu adipeux). Il a été montré
que la 1,25(0OH)2Ds exercait un effet direct sur la translocation de GLUT4
(augmentation) dans un modéle in vitro d’adipocytes 3T3-L1 (Manna and Jain, 2012).
En effet, un traitement a la 1,25(0OH)2D3 dans des adipocytes humains et des 3T3-L1
induisait une augmentation de I'absorption du glucose par des adipocytes humains ou
des 3T3-L1 (Marcotorchino et al.,, 2012). Ceci a également été retrouvé dans les
cellules musculaires et ou I'amélioration de 'homéostasie glucidique était médiée par
l'activation de la cascade de signalisation SIRT1/IRS1/GLUT4 (Manna et al., 2018).
De plus, I'exercice physique a été rapporté pour augmenter I'expression de GLUT4

dans les membranes de cellules insulino-dépendantes (Yaribeygi et al., 2019). On
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pourrait ainsi supposer que nos observations sur la restauration de [linsulino-
sensibilité proviendrait d’'une meilleure absorption du glucose par I'exercice physique
et la vitamine D ; et également d’'une baisse de l'inflammation connue pour interagir
avec la signalisation de l'insuline en modulant le niveau de phosphorylation d’IRS1,
protéine substrat essentielle a la transmission du signal insulinique (Tanti and Jager,
2009).

Récemment, une étude clinique conduite sur 8 semaines chez des femmes agées
atteintes de NAFLD et de déficience en vitamine D ont montré un effet synergique de
la combinaison de I'exercice physique aérobie et de la supplémentation en vitamine D
(Hoseini et al., 2020). Notamment, ils ont observé une plus grande diminution de la
résistance a l'insuline, de la glycémie a jeun, des enzymes hépatiques (transaminases
ALAT, ASAT) et de la quantité de lipides intrahépatiques que lorsque I'exercice

physique ou la supplémentation en vitamine D étaient réalisés seuls.

Dans notre étude, I'exercice physique associé a la supplémentation en vitamine D a
induit une baisse significative de la masse hépatique, de maniere identique a celle
observée par l'exercice physique. Ceci était corrélé a une totale abolition de
linfiltration de triglycérides intrahépatiques induites par le régime obésogéne, mettant
en évidence l'intérét de combiner I'exercice physique a la supplémentation en
vitamine D dans le traitement de la stéatose hépatique. De plus, nous pouvons penser
que comme la sensibilité a l'insuline était restaurée, I'afflux d’acides gras libres dirigés
vers le foie était diminué et ainsi le métabolisme hépatique amélioré (Rosso et al.,
2019). En effet, sur le plan génique, I'expression de génes impliqués dans la
lipogenese (Fasn, Acaca) était diminuée sans pour autant moduler la beta-oxydation.

Ces résultats étaient identiques a ceux observés par I'exercice physique.

Dans des conditions pathologiques, I'activation des macrophages dans le foie
stéatosé et dans le tissu adipeux provient d’'une altération du métabolisme lipidique.
Or, sous l'effet de I'exercice physique et de la supplémentation en vitamine D nous
avons montré que I'expression de Mcpl était fortement diminuée. Cette diminution
était en lien avec l'annulation de Tlinfiltration lipidique intrahépatique et de la
restauration de la sensibilité a l'insuline, mettant en lumiére le role de linfiltration
macrophagique dans l'apparition de la résistance a l'insuline (Kamei et al., 2006;
Kanda et al., 2006). En effet, la contribution de Mcpl dans la résistance a I'insuline a

eté étudiee dans un modéle murin soumis a un régime riche en graisse et en sucre
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supplémenté avec un inhibiteur du récepteur au Mcpl, le CCR2. Ce blocage au
niveau du récepteur avait induit une baisse de l'infiltration macrophagique qui, a la fois

réduisait la résistance a I'insuline et la stéatose hépatique (Tamura et al., 2010).

Cet effet remarquable de I'exercice physique associé a la vitamine D sur la baisse
d’infiltration macrophagique peut clairement expliquer la restauration de la sensibilité a
l'insuline. Evidemment, il serait intéressant d’étudier les mécanismes sous-jacents afin
de caractériser au mieux les effets observés sur ce dialogue inter-organes entre le
tissu adipeux et le foie afin de pouvoir a terme, proposer cette double intervention
dans les stratégies thérapeutiques du traitement contre I'obésité et des complications

meétaboliques associées.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail de thése sont récapitulés,

sous forme schématique, dans la figure 21.
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Figure 21 : Schéma récapitulatif. Modulation des parameétres observés au cours de I'obésité par

I'exercice et la vitamine D. IR : insulino-résistance ; IS : insulino-sensibilité ; LipoG : lipogenese.
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Conclusion génerale

En conclusion, les résutats obtenus au cours de cette thése ont permis de générer
de nouvelles connaissances et approches relatives au traitement de I'obésité et des
désordres métaboliques associés. En effet, nous avons étudié pour la premiere fois
'effet combiné de I'exercice physique volontaire associé a une supplémentation en
vitamine D dans un modele expérimental de souris obeses. Nous avons confirmé
dans un premier temps les propriétés anti-inflammatoires de la vitamine D sur le tissu
adipeux et l'effet protecteur de la vitamine D sur la stéatose hépatique, récemment
identifié dans la littérature. Nous avons ensuite mis en évidence limportance
d’effectuer un exercice physique régulier dans la perte de poids, la répartition de
'adiposité et la résistance a linsuline. Enfin, nous avons montré que la combinaison
de I'exercice physique et la vitamine D était bénéfiqgue quant a la restauration de la
sensibilité a l'insuline et la totale abolition de la stéatose hépatique dans notre modele

de souris obése.

Perspectives

Les résultats obtenus au cours de cette these étaient principalement centrés sur la
prévention tertiaire de I'obésité. En outre, nous avions également mis en place un
protocole de prévention primaire. Les résultats n’ont pas pu étre exploités davantage
en raison de problémes techniques. Certains animaux n’ont pas répondu positivement
au régime obésogéne et de ce fait, le nombre d’animaux pour certains groupes était
relativement faible. Il serait intéressant de réitérer ce protocole avec un nombre
d’animaux suffisant afin de pouvoir comparer les effets combinés de I'exercice
physique et de la supplémentation en vitamine D obtenus en prévention tertiaire avec
ces nouvelles données de prévention primaire. Ceci permettrait d’approfondir nos
connaissances sur la prévention de I'apparition de I'obésité et de I'appliquer, a terme,

chez des personnes a risque.

Lors de ce travail de these, nous avons également obtenus des données
d’échocardiographie a différents temps du protocole combinant I'exercice physique et
la supplémentation en vitamine D. L’exploitation de ces données reposera sur la
caractérisation de la fonction cardiaque (fonctions systolique, diastolique) en évaluant

différents parametres (fractions de raccourcissement et d’éjection, diamétre
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ventriculaire, épaisseurs des parois etc.) et en analysant les déformations
circonférentielles et longitudinales. De plus, des informations complémentaires seront
obtenues avec la réalisation de coupes histologiques de cceur permettant d’obtenir
des informations sur la morphologie des cardiomyocytes et sur la fibrose cardiaque.
Ainsi, ces résultats viendront compléter les données obtenues dans le protocole de
supplémentation en vitamine D associée a un régime riche en graisse et en sucre
(Annexe 1). Ceci nous permettra de montrer une potentielle amélioration de la

fonction cardiaque par la combinaison de I'exercice physique et de la vitamine D.

Les études réalisées au cours de cette these ont été axées principalement sur le
tissu adipeux et le foie, qui sont des organes majeurs impligués dans les désordres
métaboliques associés a l'obésité, dont notamment linstallation de la résistance a
linsuline. Nous avons également prélevé les muscles, gastrocnémien (métabolisme
glycolytique) et soléaire (métabolisme oxydatif). Il serait intéressant d’étudier au sein
de ces organes si des dépodts ectopiques sont présents. De plus, il a été mis en
évidence une communication entre les adipokines et les myokines ce qui induit une
perturbation de la signalisation a l'insuline ainsi que le captage du glucose (Graf and
Ferrari, 2019). Des expérimentations visant a mettre en évidence des modifications du
métabolisme glucidique et de l'inflammation dans les muscles permettraient ainsi de

mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la résistance a l'insuline.

Afin de mieux comprendre les mécanismes responsables des effets que lI'on a
observé, il serait intéressant de compléter ces études in vivo par des études in vitro.
Des cultures cellulaires pourraient étre réalisées sur des adipocytes 3T3-L1 en
utilisant la 1,25(OH)2D3 pour la supplémentation en vitamine D et 'AICAR, un agent
activateur de la voie de 'AMPK, pour les effets de I'exercice physique. Ces modéles
pourraient permettre d’étudier I'implication des voies de signalisation NF-KB et JNK
dans la modulation de I'inflammation observée dans notre modéle d’obésité. De plus,
des co-cultures d’hépatocytes et de macrophages pourraient étre réalisées afin

d’étudier plus en détails I'effet de nos traitements.
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ABSTRACT

Aims — To evaluate the effectiveness of vitamin D3 supplementation, in secondary
prevention, on cardiac remodeling and function, as well as lipid profile, in a mouse
model of diet-induced type 2 diabetes.

Methods — Mice were fed a high fat and sucrose diet for 10 weeks. Afterwards, diet
was maintained for 15 more weeks and 2 groups were formed, with and without
cholecalciferol supplementation. A control group was fed with normal chow. Glucose
homeostasis and cardiac function were assessed at baseline and at the 10" and 24"
weeks. Animals were killed at the 10" and 25™ weeks for plasma and cardiac sample
analysis. Cardiac lipid profile was characterized by LC-MS/MS.

Results — After 10 weeks of diet, mice exhibited pre-diabetes, mild left ventricle
hypertrophy and impaired longitudinal strain, but preserved myocardial circumferential
as well as global diastolic and systolic cardiac function. After 15 more weeks of diet,
animals presented with well-established type 2 diabetes, pathological cardiac
hypertrophy and impaired regional myocardial function. Cholecalciferol
supplementation had no effect on glucose homeostasis but improved cardiac
remodeling and regional myocardial function. After 25 weeks, non-supplemented mice
exhibited increased myocardial levels of ceramides and diacylglycerol, both of which
were normalized by vitamin D3 supplementation.

Conclusion — This work brought to light the beneficial effects of cholecalciferol
supplementation, in secondary prevention, on cardiac remodeling and function in a
mouse model of diet-induced type 2 diabetes. Those cardioprotective effects may be, at
least in part, explained on account of the modulation of myocardial levels of lipotoxic
species by vitamin D.

Word count: 250/250

Keywords: cardiac lipotoxicity - regional myocardial function - type 2 diabetes - vitamin
D.
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1. INTRODUCTION

Diabetic cardiomyopathy (DMCM) is the leading cause of morbidity and mortality, as
well as the most frequent complication observed in type 2 diabetic patients!. The
pathophysiological process is thought to set up as soon as the onset of diabetes,
emphasizing the importance of early diagnosis and therapeutic intervention?.

The etiology of DMCM is not fully understood yet but growing evidence suggest a
pivotal role of cardiac lipotoxicity?3. Transgenic models designed to increase
myocardial lipid content have consistently reported impairments in cardiac function,
especially as a result of increased cytotoxic lipid species, such as ceramides and
diacylglycerols (DAG)*%. A major concern with genetically modified models is however
the induction of massive lipid storage at non-physiological levels. High fat diets (HFD)
in rodent models recapitulate faithfully the etiology of and risk factors associated with
T2DM in humans. It is however still unclear whether HFD is sufficient to induce cardiac
dysfunction in rodents’°. Discrepancies may partly arise from regimen duration,
longitudinal studies having reported adverse cardiac effects mainly consecutive to long-
term HFD”:?10, Other reasons come very likely from the fact that only indexes of global
systolic function (e.g. ejection fraction, EF) were measured, the latter being often
depressed only at an advanced stage of cardiac disease. Deformation imaging is able
to reveal subtle regional myocardial abnormalities at an early stage before overt cardiac
dysfunction. In mice on HFD, impairments of radial systolic strain rate, as early as the
5" week, were reported, when EF was still normal®. Longitudinal (LS) and
circumferential (CS) strains are major components of LV myocardial mechanics. In
T2DM patients, alteration in longitudinal function wusually precedes that of
circumferential one!%'2, To our knowledge, no data is today available on LS and CS in
the time course of HFD in rodent models. To what extent HFD is able to major cardiac
lipid content and how this affect myocardial function remains poorly documented®.

Vitamin D can exert major effects on cardiovascular physiological processes. By its
regulating properties of calcium homeostasis, cell proliferation, renin-angiotensin
system, immunity and inflammation, vitamin D has indeed the potential to prevent the
progression of myocardial hypertrophy, fibrosis and dysfunction46, Of note,
hypovitaminosis D is highly prevalent in type 2 diabetic patients and associated with
adverse cardiovascular events'’'° In animals, our understanding of the specific
vitamin D-induced cardiac effect originates mainly from transgenic mice'20 or
streptozotocin-induced type 1 diabetic rats?%?2. In the diet-induced T2DM model, only
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one study is to our knowledge currently available and examined the effect of vitamin D
supplementation in primary prevention on cardiac remodeling?®. The authors
demonstrated that vitamin D dietary supplementation could prevent LV hypertrophy and
reduce fibrosis. Data regarding the efficiency of vitamin D supplementation in impeding
the progression of DMCM in secondary prevention in a T2DM phenotype are then still
dramatically lacking, as well as data regarding the effects of vitamin D supplementation
on cardiac lipid profile.

Therefore, the first aim of this study was to assess the impact of cholecalciferol
supplementation, in secondary prevention, on cardiac remodeling, as well as global and
regional function, in a mouse model of diet-induced T2DM. The second aim was to

characterize the effect of this intervention on myocardial lipid profile.

2. METHODS

2.1. Animals

Six-week old male C57BI/6JR] mice were purchased from Janvier Labs (Le Genest-
Saint-Isle, France) and housed in a room under normal controlled conditions. All
procedures meet European parliamentary guidelines 2010/63/EU (N°CEEA-00322.03)
and were approved by the local ethics committee (N°2017071209197796).

2.2. Experimental groups and protocol

At 10 weeks of age, mice were randomly assigned into either a control (CTRL) or
diabetic group. The CTRL mice were fed with standard rodent chow (A04, SAFE Diets,
Augy, France) and tap water for 25 weeks. The diabetic group was fed with high fat diet
(60% of energy intake from fat, HF230, SAFE Diets, Augy, France) and 10% sucrose-
added tap water for 10 weeks (HFS diet). Afterwards, mice were randomly subdivided
and kept for the 15 following weeks either on the HFS regimen only (DM) or the HFS
diet supplemented with 15,000 IU/kg cholecalciferol (customized HF230, SAFE Diet,
Augy, France) (DM+D), as previously described?*.

Mice follow-up included weekly weighing, as well as glucose homeostasis
assessment and echocardiography at baseline and at the 10" and 24™" weeks. Animals

were killed at the 10" and 25" weeks of the protocol for biochemical assessments.
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2.3. Glucose homeostasis

Glucose homeostasis and diabetic state were evaluated by 6-hour-fasting
glycaemia and intraperitoneal insulin tolerance test (IPITT). Glycaemia was measured
using commercially available glucose meter (CareSens N, Dinno Santé, Bussy-Saint-
Georges, France) from a blood drop obtained by slight incision of the locally
anesthetized tail. IPITT was then initiated by intraperitoneal injection of 1 IU/kg insulin
and glycaemia was measured 10, 30, 60, 90 and 120 minutes after injection. Area
under curve (AUC) was calculated.

2.4. Echocardiography

Echocardiographic assessment was performed using a Vevo 3100 imaging system
(Fujifilm VisualSonics, Toronto, Canada). Images were analyzed post-processing using
the VevoLab software. Mice anesthesia was induced with 4% isoflurane in medical air
mix, ventilated at 1L/min, and then maintained with 1.5% isoflurane after effective
sleep. Animals were placed in a supine position on a heating pad and their body
temperature, breathing rate and electrocardiogram were monitored throughout the
exam.

End-diastolic and end-systolic LV diameters (LVED and LVES, respectively) as well
as anterior and posterior wall thicknesses (AWT and PWT, respectively) were
measured from M-mode echocardiograms on a parasternal long-axis view. EF, relative
wall thickness (RWT= (AWT+PWT)/LVED) and LV mass were then calculated. Early
(E) and late (A) mitral inflow peak velocities were obtained from an apical 4-chamber
view using pulsed Doppler and E/A ratio was calculated.

Two-dimensional cine loops were recorded in parasternal long- and short- (papillary
muscle level) axis views for strain and strain rate (SR) analysis in longitudinal and
circumferential dimensions, respectively.

All measurements were averaged from the 3 cardiac cycles displaying the best

image quality.

2.5. Animals sacrifice
Mice were sacrificed after an overnight fasting. Blood was sampled by intracardiac
puncture on heparinized syringe. After centrifugation, plasma was stored at -80°C
before analysis. Mice were then dislocated and heart was quickly harvested and
washed in a cold Krebs solution. Heart was then weighted and either fixed in formalin
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(Merck, Darmstedt, Germany) or snap-frozen in liquid nitrogen after ventricles
dissection. Formalin-fixed samples were washed in saline phosphate buffer 24 hours

after sacrifice, and stored at 4°C in 70% ethanol.

2.6.Blood analyses
Plasma triglycerides (TG), calcium and glucose were assayed using colorimetric Kits
(BIOLABO, Maizy, France). Insulin was measured using the mouse ultrasensitive
Insulin ELISA kit (ALPCO, Salem, United-States), and cholecalciferol as well as
calcidiol were assayed using LC-MS/MS (Hypersil GOLD C18 column, ThermoFisher

Scientific, United-States)?®.

2.7. Histology

After dehydration, hearts were embedded in paraffin and sliced in 10pum longitudinal
sections. Samples were then stained either with hematoxylin-eosin or with Sirius Red
and mounted with xylene-based mounting medium before imaging. Analyses were
performed using ImageJ software. For cardiomyocyte size evaluation, the small
diameter of 40 cells per sample was measured from hematoxylin-eosin stained
sections. For interstitial fibrosis assessment, the percentage of Sirius Red-stained area

was measured at 10 different spots.

2.8. Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Total RNA was extracted using TRI Reagent (Merck). cDNAs were then synthetized
from 1pg RNA using the M-MLV Reverse Transcriptase kit (Invitrogen, Carlsbad,
United-States). qRT-PCR was performed in the g°PCR MasterMix Plus for SYBR Green
| No ROX (Eurogentec, Liége, Belgium), using the AriaMX system (Agilent

Technologies, Santa Clara, United-States).

2.9. Western blot analysis

AKT and AKT-Pser473 were measured by western blot, as previously described?®.
Briefly, proteins were separated by gel electrophoresis and transferred onto PVDF
membranes. Then, membranes were blocked in 5% milk in Tris-Buffered Saline
solution with 0.05 %Tween-20. Primary antibodies were anti-rabbit AKT-Pser473
(1/500, 5% BSA, Cell Signaling), anti-rabbit AKT (1/1000, 5% BSA, Cell Signaling) and
anti-rabbit tubulin (1/3000, 3% BSA, Santa Cruz).
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2.10. Cardiac lipid profile

Cardiac lipids were firstly extracted by double methyl tert-butyl ether (MTBE)
extraction from a 20mg LV sample. Briefly, samples were grounded in liquid nitrogen
and added with 0.2 mL saline phosphate buffer, 1.5mL methanol, 5mL MTBE and
1.25mL deionized water. After 1h stirring and 10 min centrifugation at 1000 rpm and
10°C, the upper lipid phase was removed and reserved. Then the second extraction
was carried out on the lower phase of the liquid, with 2 mL of a methanol/MTBE/H20
mixture. After a 10 min stirring and another centrifugation, the upper phase was
pipetted and added to the previously removed phase. Finally, a dry extract was
obtained after evaporation.

After addition of 200ul of a CHCI3/methanol/H20 mixture to the dry extract, cardiac
lipid profile semi-quantitative analysis was performed by LC-MS/MS (Accucore™ 02

C18 column, ThermoFisher Scientific, Waltham, United-States).

2.11. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using IBM SPSS statistics 20.0 (IBM Corp., USA).
Values are expressed as meantSEM, otherwise specified. Statistical significance was
defined as p value<0.05 and Normality was assessed using Shapiro-Wilk test. The
effects of HFS diet and vitamin D supplementation on follow-up biological and
echocardiographic variables were tested using a linear mixed-effect model (GLM) with
group and time as fixed effects. In case of significant interaction between time and
group, analyses were further conducted within each group using GLM, with Bonferroni
post-hoc test. At each time, a generalized linear model was use for group comparison.
Heart rate (HR) was introduced as covariate, when appropriate.

3. RESULTS

3.1 Vitamin D supplementation does not impede HFS diet-induced

metabolic abnormalities and increase in visceral fat mass.

Mice weight increased significantly during follow-up in the 3 groups, but gains were
more pronounced for DM compared to CTRL groups (figure 1a). After 10 weeks of HFS
diet, mice exhibited increased visceral fat, plasma TG and altered insulin sensitivity,
while fasting glycaemia did not significantly increase (figure 1a and b). After 25 weeks
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of HFS diet, mice displayed a well-established type 2 diabetic profile, characterized by
fasting hyperglycemia and impaired insulin sensitivity (figure 1b). No inter-group
differences were however noticed for plasma TG.

Fifteen weeks of cholecalciferol supplementation in mice fed a HFS diet had no
impact on the aforementioned changes in body weight, visceral fat mass or glucose
homeostasis indexes (figure la & b). Vitamin Ds supplementation efficiently increased
cholecalciferol and 25(0OH)D3 plasma levels, without altering Ca?* levels compared to
the DM mice (figure 1d).

3.2. Vitamin D supplementation in DM mice alleviates pathological

cardiac remodeling and regional myocardial dysfunction.

LVM increased significantly after 10 weeks of HFS diet, on account mainly of
increases in wall thicknesses (Figure 2a, Supplemental table 1). LV hypertrophy
remained however modest, data in DM and DM+D groups being not different from
those in CTRL littermates. Of note, no inter-group differences were noticed for
cardiomyocyte size or heart weight/tibia length ratio (figure 2b & c). Global systolic (EF)
and diastolic (E/A ratio) function did not differ between DM or DM+D and CTRL mice
and no differences with baseline values were noticed for the different groups (Figure
2d, Supplemental table 1). The 2D-strain analysis highlighted as early as the 10" week
a significant impairment in LS while CS appeared well-preserved (Figure 2f,
Supplemental table 1).

After 25 weeks of HFS diet, DM mice presented with a well-established concentric
remodeling, as evidenced by the major increases in LV wall thicknesses, LV mass and
RWT as well as cardiomyocyte size and heart weight/tibia length ratio (Figure 2a & b,
Supplemental table 1). DM mice exhibited also an increase in myocardial interstitial
fibrosis and an overexpression of collagen type | and 1l mRNA (Figure 3a & b). Of note,
significant relationships were obtained between fibrosis and LS or CS (figure 4c).
Furthermore, a significant increase in the phosphorylated/total protein content ratio of
AKT was also noticed in DM mice compared to CTRL littermates (Figure 3c). Neither
global diastolic nor systolic function indexes were significantly affected by 25 weeks of
HFS diet (Figure 2d, Supplemental table 1), even if a slight reduction in EF could be
noticed in DM mice (-7% vs. CTRL mice and -10% vs. baseline, NS). Opposite to global
cardiac function, major impairments in regional myocardial function were however
observed. Indeed, LS were further depressed, and CS were now significantly reduced
in DM mice compared to CTRL ones (Figure 2e & f, Supplemental table 1).
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Furthermore, longitudinal as well as circumferential systolic and diastolic SR were also
significantly impaired in DM mice at the 25" week, indicative of both regional LV
systolic and diastolic abnormalities (Figure 2g).

Fifteen weeks of cholecalciferol supplementation significantly affected cardiac
remodeling and limited hypertrophy in mice fed a HFS diet. Heart weight/tibia length
ratio were indeed at intermediate levels compared to the 2 other groups, data being not
significantly different from those in CTRL or DM animals (figure 2b). Furthermore, even
if LVM was higher in DM+D compared to CTRL mice (p<0.001), it was also significantly
reduced (p<0.01) when compared to DM counterparts at the 25" week of follow-up
(Figure 2a, Supplemental table 1). Interestingly, the DM+D mice did not exhibit a
concentric pattern, in contrast to their DM littermates (Figure 2a, Supplemental table 1).
Additionally, the vitamin D supplementation significantly corrected myocardial fibrosis,
limited the overexpression of collagen type | and Il MRNA and normalized relative AKT
phosphorylation (Figure 3a). While no major impact was seen on global systolic and
diastolic function (Figure 2d, Supplemental table 1), cholecalciferol also restored
regional myocardial function, LV deformation imaging indexes in DM+D mice being
similar to those in CTRL (figure 2e, f & Q).

3.3. Cholecalciferol supplementation reduces cardiac lipotoxicity in DM

mice.

At the 10" week of protocol, DM mice exhibited significantly increased myocardial
levels of ceramides, other sphingolipids and cholesteryl esters compared to their CTRL
littermates (Figure 4a). In contrast, DAG levels appeared to be decreased. No changes
were observed regarding the prenol and glycerophospholipid subclasses, nor the TG.

After 25 weeks of HFS diet, the increases in cholesteryl esters, ceramides and other
sphingolipids were sustained (Figure 4b). Opposite to the 10" week, DAG levels raised
now at significantly higher levels in DM compared to CTRL mice. Especially, long- and
very-long chain DAG and ceramide species were overexpressed in DM Mice at this
stage (Figure 4b and c). TG, prenol and glycerophospholipid levels remained
unchanged.

Cholecalciferol supplementation in mice fed a HFS diet normalized DAG and
ceramides and decreased cholesterol levels, although the latter was not significantly
increased in the DM group compared to the CTRL one (Figure 4a and b).
Cholecalciferol had however no effect on TG, other sphingolipids or cholesteryl esters.
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4. DISCUSSION

The major findings from the present work are 1) the cardioprotective effects of
vitamin D3 in secondary prevention in T2DM with nascent cardiomyopathy and 2) the
potential regulating effect of cholecalciferol on myocardial levels of two major lipotoxic
species, ceramides and DAG.

Understanding the early phases of DMCM is of paramount importance to prevent
the progression to adverse remodeling and overt cardiac dysfunction. The originality of
the present study was to concomitantly investigate cardiac remodeling, function and
lipid profile in the time-course of T2DM development in a mice model that recapitulates
not only the etiology but also the cause and outcome of the early phases of human
DMCM. Indeed, the evolution of mice cardiac remodeling and myocardial function
impairments we observed during the time-course of T2DM development is similar to
what is noted in clinical studies during the transition from risk factor acquisition to
structural disease. For example, the decreased LS with preserved CS and EF in our
pre-diabetic animals (e.g. 10" week) has been previously reported in asymptomatic
T2DM patients with fairly well-controlled glycaemia'?. Likewise to our DM mice after 25
weeks of HFD, cardiac maladaptive concentric hypertrophy associated with blunted
both LS and CS but preserved EF is a typical pattern in patients exhibiting more
advanced T2DM and poor glycemic control*?2¢, Whether HFD induces cardiac
dysfunction remains conflicting in the literature, on account very likely to differences in
regimen duration as well as methods used to evaluate cardiac function, however our
observations regarding cardiac remodeling and global systolic function are in line with
numerous previous studies in similar rodent models consecutive long-term HFD0:27
HFD. To the best of our knowledge, only Ternacle et al.® performed conventional and
deformation imaging echocardiography in HFD mice. In accordance with our data, only
regional myocardial was affected in the early stage (5" week), as reflected by
significantly reduced TDI-derived radial SR, while EF was normal. Radial function was
further depressed at 20 weeks, and mice displayed LV hypertrophy along with slight
reduction in EF.

The first major finding from this work is the cardioprotective effects of vitamin D3 in
secondary prevention in T2DM with nascent DMCM. Indeed, to our knowledge, the only
study assessing the cardiac effects of dietary supplementation with vitamin D in a
model of HF-induced diabetes is the one published recently by Mazzone et al.?. In their
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experiment, Vitamin D supplementation alleviated the LV hypertrophy reported in mice
fed a western regimen, in line with our own data. Any comparison with our study must
however be made cautiously as they evaluated the effects of vitamin D
supplementation in primary prevention, not secondary prevention, as we did. Because
Mazzone et al. did not evaluate cardiac function, the present study is then, to our
knowledge, the first one to report the beneficial effects of vitamin D supplementation on
cardiac function in a rodent model of diet-induced T2DM. Not only EF and CS were
preserved in DM+D mice but LS, which were decreased after 10 weeks diet, were
completely restored after cholecalciferol supplementation. Taken together, these results
bring to light a cardioprotective effect of vitamin D supplementation in T2DM. If further
experimental studies will be needed to decipher the mechanisms underlying
cholecalciferol beneficial effects, some previous studies, performed in type 1 diabetic
rodent models, give us some insights. Indeed, the team led by Y.-J. Chen reported a
restoration of EF in streptozotocin diabetic rats after 4 weeks of daily calcitriol
subcutaneous injection, associated with decreased inflammation and expression of
receptors for advanced glycation end-products?:?8, Another team further confirmed
those results in a similar rat model, by reporting ameliorated EF and E/A ratio after
calcitriol injections??. The authors associated those beneficial effects to activation of
autophagy pathway??. Of note, in our study, together with the alleviation of cardiac
hypertrophy, cholecalciferol abrogated the development of maladaptive concentric
phenotype (e.g. normalization of interstitial fibrosis and AKT activation). Such anti-
hypertrophic effects of vitamin D have been also previously reported in type 1 diabetes
models?228 or vitamin D receptor knock-out models (VDR KO) and have been linked to
a decrease in renin expression, although this statement is not unanimous#2°. On the
other hand, VDR KO animals exhibit increased metalloproteinases 1/2 activity, together
with decreased tissue inhibitors of metalloproteinases 1/3, indicating a role for VDR in
regulating extracellular matrix turnover'®, results that fit well with ours on interstitial
fibrosis. Although we cannot here confirm nor exclude the involvement of the
aforementioned processes in the alleviation of cardiac function impairments we
observed, the characterization of cardiac lipid profile we carried out put forward a
brand-new insight in the potentially involved processes.

The second salient novel finding of the present study was the normalization by
cholecalciferol of the cardiac levels of the two lipotoxic species, ceramides and DAG.
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This observation is of major interest because those two lipid forms have been shown to
exert adverse effects on a broad range of processes 4-6:13:30-33,

Our knowledge regarding cardiac lipotoxicity arises mainly from transgenic models, with
induction of massive lipid storage at non-physiological levels. Here, a diet-induced
diabetes model was preferred for it replicates the etiology of T2DM and its associated
risks factors in a more physiological way. In such a model, to what extend HFD is able
to major cardiac lipid content and alter its profile and how this may affect cardiac
function remains extremely poorly documented. Indeed, cardiac adiposity after HFD is
frequently evaluated in animal models through myocardial lipid droplets or TG
guantification, and data regarding cardiac lipid profile characterization, and more
specifically DAG and ceramides, are sparser. Although a link between myocardial TG
accumulation and altered cardiac function has been suggested in the past?48, it rather
seems that TG accumulation is not deleterious per se, agreeing with data from the
present study. Indeed, in transgenic mice with DGAT1 overexpression leading to
massive cardiac TG storage but reduced ceramides and DAG content, cardiac function
by echocardiography and heart catheterization was reported to be normal®. Similar
results regarding cardiac function have been demonstrated in transgenic mice with
cardiomyocyte-specific perilipin 5 overexpression favoring the formation and
accumulation of lipid droplets34. Overall, our data, including those after cholecalciferol
supplementation, strongly speak in favor for a role of DAG and ceramides in the
etiology of the observed myocardial impairments in DM mice. This is, to the best of our
knowledge, established for the first time in a HFD rodent model that mimic human
DMCM and agrees with previous studies using transgenic models. Indeed, using
transgenic models of DGAT1 and/or ACS overexpression, allowing modulation of
cardiac ceramides and DAG content, Liu et al. reported significant correlations between
the levels of these two lipotoxic species with systolic and diastolic function assessed by
cardiac catheterization®. In another transgenic model (LpL®") of cardiac steatosis,
pharmacological inhibition of ceramides synthesis led to an improvement of cardiac
function®, in line with our findings consecutive to cholecalciferol supplementation.
Furthermore, phosphorylation of AKT, which was initially increased in LpL®"' mice, was
reduced to levels of wild-type mice consecutive to pharmacological treatment, agreeing
with our own data. The functional abnormalities demonstrated by us and previous
reports could originate from deleterious effects exerted by lipotoxic species at the
cardiomyocyte level on insulin signaling, mitochondrial function, calcium handling and
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sarcomere contractility, among others31-3335 They could also very likely be related to
structural changes, as highlighted in figure 4. Agreeing with our data, DAG and
ceramides are responsible for the development of myocardial interstitial fibrosis®®, on
account in part of activation of pathological hypertrophy signaling pathway3°3’, as
evidenced here from increased AKT phosphorylation (Figure 3c). Previous studies in
various mice models with HF diet have demonstrated also that long-term chronic

cardiac AKT activation contributed to pathological LV hypertrophy3°-38,

In conclusion, in a T2DM mouse model exhibiting nascent cardiomyopathy, this
work brought to light the beneficial effects of cholecalciferol supplementation, in
secondary prevention, on cardiac remodeling and function. Moreover, we reported for
the first time that in such a model, vitamin D could modulate the myocardial levels of
two major lipotoxic species, namely ceramides and DAG, a phenomenon that could
potentially be involved in the observed cardioprotective effects of this vitamin. Further
experimental studies will be needed to confirm these findings and explore the
mechanisms underlying the cardiac effects of vitamin D; and clinical trials will have to
be carried out to assess the clinical relevance of vitamin D supplementation regarding

cardiac health in type 2 diabetic patients.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Characterization of the DM mouse model and effect of cholecalciferol
supplementation on the model phenotype. CTRL control group, DM type 2 diabetic
mice, DM+D vitamin D-supplemented DM mice, BM body mass. *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001, +11p<0.001 vs. CTRL. a) Mice BM evolution throughout the protocol
and epididymal (visceral) adipose fat mass, indexed to BM, at the 10" and 25t
weeks of protocol. b) Mice plasma assays (fasting glycemia, triglycerides, insulin
and AUC of insulin tolerance test, free vitamin D3 & 25(OH)Ds and calcium) at the

10" and 25" weeks of protocol.

Figure 2. Effect of cholecalciferol supplementation on cardiac remodeling and
function. CTRL control group, DM type 2 diabetic mice, DM+D vitamin D-
supplemented DM mice, LSRs.q¢ systolic/-diastolic longitudinal strain rate, CSRs/.d
systolic/-diastolic circumferential strain rate. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, +1{p<0.001
vs. CTRL. a) Echocardiographic follow-up of cardiac remodeling. b) Cardiac
hypertrophy appraisal by heart weight/tibia length ratio at the 10" and 25" weeks
of protocol. c¢) Cardiomyocyte size at the 25" week of protocol. d)
Echocardiographic follow-up of global systolic function, estimated from ejection
fraction. e) Examples of longitudinal strain curves obtained from VevoLab. f)
Longitudinal and circumferential strains evolution throughout the protocol. g)
Longitudinal and circumferential systolic and diastolic strain rates, at the 25t

week of protocol. Values are expressed as marginal means +SEM.

Figure 3. Effect of cholecalciferol supplementation on myocardial fibrosis and
AKT phosphorylation. CTRL control group, DM type 2 diabetic mice, DM+D vitamin
D-supplemented DM mice. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. a) Myocardial fibrosis
histological assessment and collagen mRNA expression at the 25" week of
protocol. b) Correlations between longitudinal & circumferential strains and

fibrotic area. c) AKT phosphorylation status at the 25" week of protocol.

Figure 4. Effect of cholecalciferol supplementation on myocardial lipid profile.

Data at the 10" (a) & 25" (b) weeks of protocol and detailed quantification of

ceramides (c) & diacylglycerols (d) at the 25" week of protocol. CTRL control
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group, DM type 2 diabetic mice, DM+D vitamin D-supplemented DM mice, MG
monoradylglycerols, DAG diacylglycerols, TG triradylglycerols, PC
glycerophosphocholines, PE glycerophosphoethanolamines, PG
glycerophosphoglycerols, Pl glycerophosphoinositols, PS glycerophosphoserines, Cer
ceramides, SL sphingolipids, CoQ ubiquinones, Chole. cholesterols, Chole.E.
cholesterylesters. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Abstract Background and aims: Prospective epidemiological studies highlighted recently the link
between artificial sweeteners (AS) consumption and the risk of developing cardiometabolic
diseases. However, underlying mechanisms remain unknown. Thus, the aim of this preliminary
study was to characterize, in a healthy rat population, the effect of chronic AS consumption on body
composition and vascular function, an early marker for cardiovascular disease.

Methods and results: Healthy Wistar rats followed a 10-week standard diet including the
consumption of water sweetened or not with a sucralose/acesulfame potassium solution at different
concentrations: for moderate consumption at 1 and 2 mg.kg*.day?, respectively or high intake at 15
and 15 mg.kg'.day* for both molecules (acceptable daily intake). Body fat composition has been
evaluated and ex vivo aortic vasomotor function has been investigated with a pharmacological
approach.

Conclusion: Both groups of AS-treated rats showed a significant increase in subcutaneous and
perirenal adipose tissue mass storage, without changes in total body mass. However, rats that have
consumed AS at Acceptable Daily Intake (ADI) concentration revealed a significant vascular
endothelial dysfunction compared to other groups. These results are interesting because they will
help to better explain the observed increase in cardiometabolic risk.

a 2020 The ltalian Society of Diabetology, the Italian Society for the Study of Atherosclerosis, the
Italian Society of Human Nutrition, and the Department of Clinical Medicine and Surgery, Federico Il
University. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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Cardiovascular disease (CVD) is the single leading cause
of death among those with obesity and type 2 diabetes
(T2D) [1]. Although these worsening trends are driven by a
complex interaction between numerous lifestyle and

* Corresponding author. Avignon University, Faculty of Sciences
LAPEC EA4278, 74 rue Louis Pasteur, 84000 Avignon, France. Fax:
p334 90 16 29 01.

E-mail address: guillaume.walther@univ-avignon.fr (G. Walther).

socioeconomic factors, it is now well accepted that habitual
excess sugar consumption is the dietary factor that is most
consistently found to be associated with obesity or T2D
[2,3]. Moreover, Malik et al. recently reported a positive,
dose-dependent association between sugary drinks
consumption and CVD mortality [4].

As an alternative, artificial sweeteners (AS) have been
increasingly used in food and beverages to replace
highenergy, added sugars. By providing consumers with
products that have a sweet taste and low-energy content,

0939-4753/2 2020 The Italian Society of Diabetology, the Italian Society for the Study of
Atherosclerosis, the Italian Society of Human Nutrition, and the Department of Clinical
Medicine and Surgery, Federico Il University. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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AS appear to be the magic bullet to enhance weight loss
and reduce cardiometabolic diseases. Indeed, AS (e.g.
sucralose (Su), acesulfame potassium (AceK), saccharin,
aspartame or stevia among others) are products that
maintain perceived sweetness, without increasing caloric
intake [5]. As a consequence, AS consumption does not
acutely significantly change blood glucose concentration
in healthy adults or in those with T2D [6]. These results
encouraged health authorites to recommend AS
consumption, as part of a weight loss strategy in
overweight and obese individuals, and in patients with
glucose intolerance or diabetes [7]. In addition, the
European Food Safety Authority and the United States
Food and Drug Administration, have approved several AS
safe for human consumption [8].

Despite the apparent neutral effects of AS on blood
glucose, there is still a strong debate questioning their
physiological inactivity and their long-term effect on
human health [9]. Indeed, several recent epidemiological
and descriptive studies have reported significant
associations between the consumption of AS and weight
gain, increased incidence of T2D and CV events [9el1].
Recently, an increased risk in total and CVD mortality has
been identified in women consuming four or more AS
beverage servings per day, but not in mixed-gender
subjects drinking moderately [4,12]. However, the
interpretation of these data is difficult because AS are
typically consumed by individuals already suffering from
obesity or cardiometabolic conditions. Very few
prospective, randomized, controlled studies have
assessed the effect of these molecules consumption on
human health, highlighting the urgent need for more
research into this question [13].

As the mechanisms through which artificial sweetened
beverages (ASB) may be harmful on cardiovascular
health remain unknown, we conducted a preliminary
experimental study in rats focusing on the effects of
chronic ASB consumption on vascular function. Indeed,
vascular dysfunction is a well-recognized, early biomarker
of atherosclerosis and a key contributor to the onset and
progression of CVD. It could therefore explain health
issues associated with AS consumption.

All animal experiments were performed according to
the European Parliament Directive and approved by the
local research ethics committee. Adult Wistar rats
(Janvier Labs, France) underwent 10 weeks of a normal
chow diet (AO4, SAFE, France), supplemented by ad
libitum water or ASB. Su and AceK, both high intensity
sweeteners were used in this protocol because they are
the most used sweeteners in overall foods and beverages
(accounting for 62% of the global artificial sweetener
market). To assess the health effect of a daily
consumption of AS, we provided Su and AceK at low (LD-
ASB) concentrations, closely following Young et al. study
that reported ASB metabolic impact in human and
corresponding to moderate user consumption (1 and 2
mg.kg'.day?, respectively) [14]. ASB effect at a high (HD-

ASB) dose was also studied, reaching the maximal limit
of ADI, (15 mg.kg*.day* for both Su

and AceK), respectively [15]. At the end of the diet period,
rats were sacrificed to collect adipose tissues and aorta (Fig.
1A). Aortic rings (2 mm) were placed into an isometric force
transducer. After a 1-h incubation in either normoglycemic
(NG) (11 mM) or hyperglycemic condition (HG) (100 mM),
rings were constricted with phenylephrine and endothelium-
dependent vasodilatation was tested using increasing doses
of Acetylcholine. For comparison of multiple experimental
conditions, analysis of variance (ANOVA) or repeated-
measures ANOVA followed by Tukey’s test were used. A
value of p < 0.05 was considered statistically significant.
Statistical analysis was done using GraphPad Prism version
8 (GraphPad Software Inc.).

No difference was observed regarding vasodilatory
function in a NG condition. However, after 1-h hyperglycemic
stress, endothelial function in both ASB groups was impaired
compared to control group, although statistical significance
was reached only with HD-ASB (Fig. 1B). When expressed
as a difference between NG and HG conditions, we observed
a two-fold higher decrease in maximal relaxation in HD-ASB
than in water group (Fig. 1C). Interestingly, we reported
significant changes in adipose tissue deposition of both ASB
groups, with increased subcutaneous and visceral perirenal
fat mass (Fig. 1E), while total body weight remained
comparable between the three groups (Fig. 1D).

As part of a weight loss strategy in overweight and obese
individuals and in patients with glucose intolerance or type 2
diabetes, several health authorities or medical practitioners
recommend the use of ASB consumption [7]. Nevertheless,
there is no consensus regarding the safety of these
molecules and further studies are needed to understand their
metabolic impact on healthy subjects or patients with
cardiometabolic disease. Our experiments conducted in rats
showed, for the first time, that commonly used AS in food or
drinks (Su and AceK) induced a decrease in
endotheliumdependent vascular function in a HG condition.
This is of high interest, because we recently demonstrated
that acute hyperglycemic stress induced by a commercial
sugary drink impaired vascular endothelial function reactivity
in healthy young adults; thus confirming the high sensitivity of
vascular function to the disruption of glucose metabolism [16].
Therefore, the present study suggests that AS consumption
could increase vascular dysfunction in response to a glucose
load. Moreover, this vascular dysfunction was also associated
with a significant modification in adipose tissue repartition in
the body, supporting the hypothesis that AS are able to affect
body homeostasis, potentially explaining the increase in
cardiometabolic risk observed in epidemiological studies
[9e11]. However, the literature is not clear about AS effects
on adipose tissue, describing deleterious or neutral effects
depending on the study [17,18]. In human overweight and
obese population, recent work described positive effects of
AS, by limiting weight gain [19]. Whether these changes are
found in humans by a direct or indirect effect of AS on
vascular function, and whether age and sex may affect the
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clinical findings [4,12],

remain to be determined. The

Effect of artificial sweeteners on vascular function
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Figure 1 Impact of chronic artificial sweeteners consumption, at moderate and Acceptable Daily Intake, on endothelial dysfunction during acute
hyperglycemia. A) Diet protocol for rat fed with normal chow and that consumed water supplemented or not (Water) with artificial sweeteners at low
(LD-ASB) or high (HD-ASB) dose, respectively, mimicking moderate and Acceptable Daily Intake consumption. After 10 weeks of diet and body
weight follow-up, animals are sacrificed for vascular reactivity and body composition assessment. B) Endothelium-dependent relaxation induced by
acetylcholine (ACh) in rat aorta following 1 h of NG condition (11 mM glucose) or hyperglycemic stress (100 mM glucose). C) Maximal relaxation
delta between NG and HG condition. D) Body weight following 10-week diet. E) Body weight percentage of visceral (perirenal, epididymal, and
inguinal), subcutaneous, and brown adipose tissue. Data are represented as Mean SEM, *p < 0,05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

discrepancies observed between

human and animal studies suggest that more studies are

needed to understand AS cardiovascular effects in a healthy

population, but also in patients with metabolic disease.
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Résumé

L’'obésité est une maladie pandémique résultant de changements comportementaux dus a la
modernisation de notre société actuelle, comprenant une augmentation de l'inactivité physique et une
surconsommation d’aliments riches en graisse et en sucre mais également pauvres en
micronutriments. Dans ce contexte, cette thése a pour objectif d’évaluer les effets de I'exercice
physique associé a la supplémentation en vitamine D en prévention tertiaire dans un modéle
expérimental d’obésité. Tout d’abord, la consommation du régime obésogéne a conduit au
développement de l'obésité caractérisée par une augmentation de I'adiposité, une accumulation de
lipides ectopiques dans le foie ainsi qu’a la mise en place d'une résistance a l'insuline et d’'une
inflammation. Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a 'effet de la vitamine D sur ces
différents événements rencontrés au cours de I'obésité. Bien que nous n’ayons pas mis en évidence
d’effet de la supplémentation en vitamine D sur les paramétres morphologiques, nous avons montré
une baisse de l'inflammation du tissu adipeux par la limitation d’expression des chimiokines et de
l'infiltration lipidique au niveau hépatique accompagnée d’une baisse d’expression des génes impliqués
dans la lipogenése.

Le deuxiéme obijectif de cette thése a été d’étudier les effets combinés de la supplémentation en
vitamine D et de l'exercice physique volontaire. Contrairement a ce qui a été retrouvé par la
supplémentation en vitamine D seule, I'exercice physique a induit une limitation de la prise de poids,
accompagnée d’'une réduction de I'adiposité médiée par une baisse de I'’hypertrophie adipocytaire. De
plus, la double intervention a permis de restaurer la sensibilit¢ a linsuline et d’abolir totalement
l'infiltration lipidique au niveau hépatique. Ceci pourrait étre expliqué par la diminution de I'inflammation
adipocytaire et de la réduction d’infiltration macrophagique retrouvée a la fois dans le tissu adipeux et
dans le foie. Ainsi, nos résultats démontrent pour la premiére fois l'intérét de coupler I'exercice
physique a la supplémentation en vitamine D pour lutter contre I'obésité et désordres métaboliques
associeés.

Mots clés : obésité, stéatose hépatique, vitamine D, exercice physique, prévention tertiaire.
Abstract

Obesity is a pandemic disease arising from behavorial and social changes which are driven by
modernization of actual society. These changes include an increase of physical inactivity and
overconsumption of food rich in fat and sugar but also poor in micronutrients. In this context, the aim of
this thesis was to evaluate physical exercise and vitamin D supplementation effects in tertiary
prevention on an experimental model of obesity. First, obesogenic diet consumption led to obesity
development characterized by increased adiposity, ectopic lipid accumulation in the liver as well as
insulin resistance and inflammation. Firstly, we investigate vitamin D supplementation on these events
occurring during obesity. While we did not observe modification of morphological parameters by vitamin
D supplementation, we demonstrated that vitamin D supplementation decreased adipose tissue
inflammation by limiting chemokine expression and hepatic lipid infiltration accompanied by decreased
gene expression involved in lipogenesis.

The second objective of this thesis was to investigate the combined effects of vitamin D
supplementation and voluntary physical exercise. Unlike to what we observed by vitamin D
supplementation alone, physical exercise induced a limitation in weight gain, accompanied by a
reduction in adiposity mediated by decreased adipocyte hypertrophy. In addition, the double
intervention restored insulin sensitivity and completely abolished hepatic lipid infiltration. This could be
explained by decreased adipocyte inflammation and decreased macrophage infiltration found in both
adipose tissue and liver. Thus, our results demonstrated for the first time the interest of combining
physical exercise and vitamin D supplementation to fight obesity and associated metabolic disorders.

Keywords : obesity, hepatic steatosis, vitamin D , physical exercise, tertiary prevention.
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