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Résumé

L’obésité est un probleme majeur de santé publique qui concerne environ 20% de la
population mondiale. Elle s’associe a de nombreuses comorbidités, dont le diabéte et Ia
dyslipidémie. La chirurgie bariatrique, dont les techniques sont en constante évolution, est un
traitement efficace par I'obtention d’'une perte de poids maintenue dans le temps et d’effets
métaboliques bénéfiques. L'objectif de ce travail était I'étude des mécanismes qui sous-

tendent les effets bénéfiques des chirurgies bariatriques sur le métabolisme du cholestérol.

Dans un premier temps, nous avons étudié le role d’un acteur central du métabolisme du
cholestérol, le récepteur au lipoprotéines de faible densité (LDLR) intestinal, sur les effets
hypocholestérolémiants du bypass gastrique de Roux-en-Y (RYGB), qui est la chirurgie de
référence. Dans ce travail, nous avons mis en évidence que chez la souris, une déficience
spécifiguement intestinale en LDLR s’accompagnait d’'une diminution de ['effet
hypocholestérolémiant du RYGB en rapport avec une absorption intestinale accrue du

cholestérol et une modification de I'éxcrétion fécale des acides biliaire.

Dans un second temps, nous avons mis au point pour la premiére fois chez la souris un
modéle de Single anastomosis Duodeno-ileal Bypass with Sleeve gastrectomy (SADI-S), qui est
une chirurgie décrite récemment ayant un fort impact métabolique. Ce modele permet une
perte de poids maintenue dans le temps. La comparaison du SADI-S et du RYGB sur un modeéle
de souris Ob/Ob montrait une perte de poids et un bénéfice métabolique supérieurs aprés
SADI-S. L'important effet hypocholestérolémiant du SADI-S était associé a une réduction de

I’absorption intestinale du cholestérol et a une épuration accrue du cholestérol plasmatique.
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Enfin, des résultats prémilinaires encourageants suggerent que la prévention de
I’"hypercholestérolémie induite par un régime riche en cholestérol apres SADI-S chez des souris
déficientes pour le LDLR prédisposées a I'athérosclérose est associée a une réduction de la

progression de la plague d’athérome chez les souris males.

Mots clés : chirurgie bariatrique, obésité, dyslipidémie, cholestérol
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Abstract

Obesity is a major public health issue which concerns approximately 20% of the population
worldwide. It is associated with multiple comorbidities including diabetes and dyslipidemia.
Bariatric surgeries, which constantly evolve, have emerged as an efficient therapy, allowing
content weight loss and metabolic benefits. This work aimed to decipher the molecular
mechanisms involved in the hypocholesterolemic effects of bariatric surgeries.

In a first time, we studied the role of a major actor of the cholesterol metabolism, the
intestinal low-density lipoprotein receptor (LDLR), on the hypocholesterolemic effects of the
Roux-en-Y gastric bypass (RYGB), which is the gold standard procedure. We showed that, in
mice, the intestinal LDLR deficiency was associated with a reduced hypocholerolemic effect
after RYGB related to a higher intestinal cholesterol absorption and altered fecal bile
acids excretion.

In a second time, we developped, for the first time in mice, the Single anastomosis
Duodeno-ileal Bypass with Sleeve gastrectomy (SADI-S), a recently described procedure with
a high metabolic impact. This model allowed durable weight loss. The comparison between
SADI-S and RYGB in Ob/Ob mice showed that the former induced a higher weight loss and
metabolic benefits. The strong hypocholesterolemic impact of SADI-S was associated with
decreased intestinal cholesterol absorption and an increased plasma cholesterol epuration.

Finally, promising preliminary results suggest that the prevention of hypercholesterolemia
induced by a cholesterol-enrichied diet in mice carriying a LDLR deficiency (prone to develop
atherosclerosis) is associated with a reduced progression of the atherosclerotic plaques in

male mice.

Keywords: bariatric surgeries, obesity, dyslipidemia, cholesterol
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Préambule

L'obésité est définie par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme une
accumulation excessive de graisses qui peut altérer la santé qui se traduit par un indice de
masse corporelle (IMC) (poids kg/ taille en m2) supérieur ou égale a 30 kg/m?. Il s’agit d’un
probléme majeur de santé publique. Elle favorise la survenue de maladies métaboliques
(parmi lesquelles le diabete de type 2, la dyslipidémie, la stéatose hépatique non alcoolique
(NAFLD)), cardiovasculaires (hypertension artérielle, maladie coronarienne, accidents
vasculaires cérébraux), ostéoarticulaires (arthrose), respiratoire (syndrome d’apnée-
hypopnée, syndrome d’apnée du sommeil), neurodégénératives ainsi que le risque de
développer certains cancers. A travers cette myriade de comorbidités, I'obésité est associée a

une mortalité plus élevée (1).

Bien que les risques associés a cette condition paraissent aujourd’hui évidents et
largement étudiés, I'obésité reste néanmoins un phénoméne endémique en pleine expansion
a I'échelle mondiale (2). En France, la derniére étude nationale de la Ligue contre I'Obésité en
2020 (étude Obépi-Roche) rapporte que 17.0% de la population présentait une obésité (contre
10.1% en 2000), et 2.0% une obésité « massive » définie par un IMC supérieur a 40 kg/m?

(contre 0.4% en 2000).

L'obésité pose un probléme complexe. Elle résulte d’'une balance énergétique positive
dont les origines sont multifactorielles : génétiques, environnementales, socio-économiques.
Ainsi, sa prise en charge, qui est une des priorités de 'OMS, nécessite impérativement une
approche globale, pluridisciplinaire et sur le long terme. Dans tous les cas, cette prise en
charge associe conseils diététiques, activité physique, prise en charge d’éventuels troubles du

comportement alimentaire, et traitement des comorbidités associées. Si I|'arsenal
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thérapeutique a disposition est resté longtemps vide de solution efficace, on assiste
actuellement a une (r)évolution comme en témoignent les récents résultats plus
gu’encourageants des traitements médicamenteux ciblant les hormones incrétines (3-5).
Parmi ces différents traitements a disposition, la chirurgie bariatrique apparait comme un

traitement efficace de I'obésité et de ses complications.

Le présent travail se concentrera sur I'aspect chirurgical de la prise en charge de
I'obésité. Il a pour objet principal I'étude de I'impact des chirurgies bariatriques sur les
comorbidités métaboliques associées a I'obésité, en particulier sur le métabolisme du
cholestérol. Dans une premiére partie, nous discuterons l'origine et I'impact métaboliques des
principales chirurgies bariatriques utilisées aujourd’hui. Dans une deuxieme partie, nous
détaillerons les connaissances actuelles concernant une nouvelle chirurgie encore a I'étude,
le Single Anastomosis Duodeno-ileal Bypass with Sleeve gastrectomy (SADI-S). Nous
aborderons ensuite les principales étapes du métabolisme du cholestérol. Nous détaillerons
alors les impacts connus ou suspectés des chirurgies bariatriques sur le métabolisme du
cholestérol. Les résultats de ce travail de thése seront ensuite présentés sous la forme de
guatre articles originaux qui ont pour point commun la vocation d’apporter des connaissances
nouvelles sur les mécanismes mis en jeu par les chirurgies bariatriques pour améliorer le

métabolisme lipidique.
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La Chirurgie bariatrique

Etant donné la prévalence croissante de l'obésité dans le monde, il n’est pas
surprenant que la chirurgie bariatrique soit aujourd’hui en pleine expansion. Le nombre
d’actes réalisés chaque année augmente, au point qu’ on estime en France une multiplication
par 20 du nombre annuel d’interventions entre 1997 et 2016 (étude de la Direction de la
recherche, des études de I'évaluation et des statistiques (6)). L'objectif de ce chapitre est
d’apporter une vue générale de la chirurgie bariatrique, a travers son histoire, la description
des principales interventions réalisées actuellement et ses résultats attendus en particulier

sur le plan métabolique.

1 - Histoire de la chirurgie bariatrigue et avenement de la chirurgie

métabolique

1.1 Historique des principales interventions

La chirurgie bariatrique est caractérisée par une constante évolution des techniques
pratiquées. Ainsi, plus d’une cinquantaine d’opérations ont été décrites a ce jour. Nous
détaillerons dans cette partie, a travers une description non exhaustive, I'apparition et
I’évolution des techniques qui ont conduit a la mise au point des principales interventions

réalisées aujourd’hui et qui font I'objet de I'étude de ce manuscrit.

Initialement, I'observation que la réduction de la longueur de l'intestin (et donc la
malabsorption associée) conduit a une perte de poids a conduit a la mise au point des
premieres interventions de chirurgie bariatrique. Ainsi, la chirurgie de I'obésité est née dans
les années 50 dans le Minnesota, aux Etats Unis, par la réalisation d’un bypass jéjuno-iléal chez

un patient obése par le Dr R.L. Varco (dont le rapport n’a jamais été publié) (7). Cette
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intervention consistait en I'exclusion de la majorité de l'intestin gréle, la réalisation d’une
anastomose jéjuno-iléale, et le drainage de l'intestin exclu dans le colon par la réalisation
d’une iléo-caecostomie. Dans les deux décennies qui ont suivies, les procédures
majoritairement réalisées étaient les shunts jéjuno-coliques (avec différents montages
chirurgicaux) qui conduisaient a une perte de poids importante (8—10), et a la suite desquelles
Payne et al. avaient observés dés 1963 une amélioration de la tolérance au glucose et une
résolution de I’hypercholestérolémie (10). Cependant, ces interventions se compliquaient
fréequemment de diarrhées, de douleurs abdominales chroniques, de troubles
hydroélectrolytiques et d’une dysfonction hépatique qui accompagnaient la perte de poids.
Un deuxieme temps opératoire avec rétablissement de la continuité digestive était la norme
lorsque le poids de forme était atteint. L'observation d’une reprise pondérale chez la totalité

des patients remis en continuité a par la suite fait abandonner ces techniques.

Ainsi, le bypass jéjuno-iléal qui avait été décrit initialement a a nouveau suscité un
regain d’intérét. Aprés plusieurs tentatives d’optimisation de la longueur des anses
anastomosées, deux propositions alternatives ont été proposées : J. H. Payne et L. T. DeWind
ont décrit en 1969 le « 14 to 4 inches » (35 cm de jéjunum anastomosés avec 10 cm d’iléon)
(11), et H. Blichwald et R.L. Varco proposaient en 1971 le « length-specified 40 to 4 cm » (12).
Si le bypass jéjuno-iléal a été la premiére intervention bariatrique qui a permis une perte de
poids durable, elle se compliquait en revanche de pullulations microbiennes, de troubles
hydro-électrolytiques, de dénutritions majeures, de calculs rénaux et d’insuffisance

hépatique, qui ont conduit a 'abandon de cette technique.

En 1966, aprés avoir observé que les patients ayant eu une gastrectomie maintenaient

une perte de poids constante par une réduction des apports alimentaires, Mason et Ito
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décrivaient la technique du bypass gastrique (13). Dans la description initiale de la technique,
I’estomac était sectionné afin de confectionner une poche gastrique (10% de la taille de
I’estomac) qui était anastomosée avec une anse jéjunale en oméga montée en situation trans-
mésocolique (Figure 1A). En 1977, Griffen et al., devant des vomissements bilieux et une
difficulté technique a réaliser 'anastomose gastro-jéjunale en dessous du plan de I'ouverture
du mésocolon, ont proposé une technique alternative pour la réalisation du bypass gastrique
quiimplique la transsection du jéjunum, 'anastomose de I'anse jéjunale distale avec |I'estomac
(cette anse étant montée en situation trans-mésocolique) et la réalisation d’une anastomose
jéjuno-jéjunale de I'anse proximale 30 cm en aval de la gastro-jéjunostomie (Figure 1B) (14).
Ce montage chirurgical, encore utilisé aujourd’hui, porte le nom de bypass gastrique de Roux-
en-Y (RYGB), d’aprées le chirurgien suisse César Roux qui |'avait imaginé. Cette étude était
également la premiéere a comparer deux groupes de patients randomisés entre un bras RYGB
et un bras bypass jéjuno-iléal, et avait montré plus de complications a long terme dans le
second bras (diarrhées, maladie lithiasique rénale et vésiculaires et aggravation de la stéatose
hépatique dans 75% des cas) (14). Ainsi, gagnant en popularité, le RYGB est devenu et reste

encore a ce jour I'intervention bariatrique de référence.

Figure 1. A) Premiére description du bypass gastrique d’aprés Mason et Ito, B) puis du bypass de Roux-en-Y
selon Griffen. Tirés de Mason EE, Ito C, Ann Surg 1969 (13) et de Griffen et al. Ann Surg, 1977 (14).
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Pour note, une procédure de bypass gastrique simplifiée par réalisation d’'une
anastomose gastro-jéjunale unique apres réalisation d’une petite poche gastrique a été
proposée plus récemment, en 2001, par R. Rutlege (15) : le mini bypass ou bypass en omega
(OAGB). Sa simplicité de réalisation et sa réversibilité I'ont initialement rendu populaire,
cependant une étude randomisée récente comparant OAGB avec une anse de 200 cm versus
RYGB, qui montrait en particulier 21.4% de complications nutritionnelles séveres apres mini
bypass (aucune aprés RYGB) (16), a conduit la HAS a conclure qu’elle ne représentait pas,

aujourd’hui, une alternative pertinente au RYGB.

En 1979, avec pour objectif d’obtenir une perte de poids comparable au bypass jéjuno-
iléal mais en réduisant les complications et les diarrhées, Scopinaro a proposé une technique
qui permettait d’'une part une malabsorption sélective, et d’autre part d’éviter les pullulations
microbiennes dues a la stagnation de I'intestin bypassé. Apres des expériences préliminaires
chez le chien (17), il décrit la diversion bilio-pancréatique (BPD), qui consiste en une
gastrectomie partielle, une transsection du jéjunum 20 cm en aval du ligament de Treitz avec
anastomose de |'anse distale et de I'estomac restant, ainsi que d’une anastomose de |'anse
proximale a I'iléon 50 cm en amont de la valvule iléo-caecale (18) (Figure 2). Plus tard, afin de
préserver le pylore pour réduire le risque d’ulcére marginal et de conserver l'innervation
vagale, la gastrectomie a été abandonnée (remplacée par une gastrectomie en manchon, ou
sleeve gastrectomie (SG)) et une anastomose duodéno-iléale, sur le principe du duodenal
switch proposé par De Meester et al. (19), a été ajouté (20,21). La BPD avec duodénal switch

(BPD-DS) reste aujourd’hui une alternative possible au RYGB.
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Figure 2. Dérivation bilio-pancréatique, image tirée du Buchwald’s Atlas of Metabolic & Bariatric
Surgical Techniques and Procedures (22)

Les techniques précédemment décrites ont en commun d’induire une perte de poids
par la mise en jeu d’'un mécanisme qualifié de « malabsorptif », qui était initialement au coeur
de la réflexion autour de ce type de chirurgie, réduisant la surface d’absorption, limitant la
digestion et I'absorption des aliments digérés. On note cependant dans les chirurgies les plus
récentes, en particulier le RYGB et la BPD-DS discutées plus haut, I'ajout d’une restriction
gastrique par la réduction de la taille de I'estomac. Ce mécanisme dit « restrictif » a pour
objectif d’induire une satiété plus précoce lors de la distension de I’'estomac lors du repas et
de retarder la vidange gastrique. Ainsi, la réduction des complication aprés chirurgies
associant restriction et malabsorption par rapport aux chirurgies purement malabsorptives
ont ainsi conduit a I’'abandon de ces derniéres (23). C'est dans une idée de simplification des
procédures et de réduction des complications qu’ont par la suite été proposées des chirurgies
qui ne mettent en jeu qu’un mécanisme restrictif, dites « purement restrictives », méme s'il

apparait aujourd’hui que leurs effets dépassent la seule augmentation de la satiété par simple
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effet mécanique (modifications des sécrétions hormonales ou encore de la perméabilité
intestinale (24)). Ainsi, la distinction entre « restriction » et « malabsorption » est un raccourci

utile pour la comparaison de ces procédures, mais manque de justesse.

Partant a nouveau de I'observation qui les avait conduit a proposer la confection d’une
petite poche gastrique lors de la premiere description du bypass gastrique en 1966 (13), c’est-
a-dire celle d’'une perte de poids maintenue dans le temps chez les patients qui avaient eu une
gastrectomie, K.J. Printen et E.E Mason ont décrit en 1973 une gastroplastie par division
horizontale de I'estomac de la petite a la grande courbure, n'autorisant le passage des
aliments d’'une poche gastrique a I'autre qu’a travers un petit canal gastrique (1 a 1.5 cm) (25).
Bien que cette technique ait été rapidement abandonnée car elle n’entrainait pas une perte
de poids suffisante, elle a néanmoins conduit plusieurs auteurs a proposer des techniques
basées sur le méme principe. Une des plus notables est la gastroplastie verticale calibrée
proposée par E. Mason en 1982, qui consistait en une section verticale de I'estomac a partir
de I'angle de His et la mise en place d’'un anneau inextensible calibrant un orifice permettant
la communication entre les deux parties de I'estomac (26). Bien que cette technique soit
finalement tombée en désuétude a cause de reprise de poids tardive, elle a suscité dans les

années 80 un intérét qui I'a conduit a concurrencer le RYGB.

Toujours avec l'idée de limiter la morbidité et de respecter I'anatomie, L. Kuzmak a
proposé en 1983 I'anneau gastrique (AG), comme un cerclage de I'estomac afin d’en réduire
le volume, tout en étant réversible (27). Ce cerclage a rapidement évolué vers un anneau
ajustable par I'injection percutanée d’eau stérile, et la position de I'anneau a été optimisée
par son passage a travers la pars flacida du petit omentum pour éviter son déplacement avec

dilatation de la poche gastrique au-dessus de I’'anneau (ou « slippage ») (28). Cette technique
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a bénéficié d’'un engouement important ces dernieres décennies, et reste aujourd’hui

indiquée dans la prise en charge de I'obésité.

Une des étapes de la BPD-DS discutée plus haut est la confection d’une gastrectomie
en manchon, ou « sleeve gastrectomie » (SG), qui consiste en une résection longitudinale du
fundus gastrique associée a une antrectomie partielle, calibrées par un tube gastrique (21).
Afin de limiter la morbi-mortalité péri-opératoire chez les patients ayant un IMC > 60kg/m?,
M. Gagner et J.P Regan avaient proposé au début des années 2000 que la BPD-DS et le RYGB
soit réalisée en deux temps, dont le premier était une SG seule (29). De facon remarquable,
ce protocole permettait une perte de poids significative apres SG, et de conclure que cette
intervention seule pouvait étre proposée en l'absence de second temps impliqguant un
mécanisme malabsorptif (30). L'intérét majeur de cette procédure repose sur la rapidité de sa
réalisation et I'absence d’anastomose digestive, et elle a été reconnue en 2009 comme une
procédure a part entiére (30). Depuis, la SG est devenue l'intervention la plus réalisée en

France.

Ainsi, la chirurgie bariatrique s’est construite sur I'amélioration progressive des
procédures en prenant en compte les inconvénients des techniques précédentes, avec de
nombreuses tentatives et propositions d’interventions dont certaines ont perduré et d’autres
ont disparues (Figure 3). Aujourd’hui, les plus pratiquées restent la SG et le RYGB, dans une
moindre mesure la BPD-DS et I'AG. Les trois premieres seront discutées plus en détail par la
suite. D’autres interventions, qui n’ont pas été détaillées dans ce chapitre, sont également a
I’étude et/ou réalisées dans la pratique courante, parmi lesquelles on peut citer I'interposition
iléale (31), la SG avec bipartition du transit (32), ou encore le SADI-S (single anastomosis

duodeno-ileal bypass with sleeve gastrectomy), qui est une évolution de la BPD-DS qui fera
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I'objet d’un chapitre spécifique (33). Sur le plan technique, il faut évidemment souligner
I'apport de la chirurgie laparoscopique apparue dans les années 90 qui a été une évolution
majeure notamment dans la prévention de la morbidité péri-opératoire, notamment pariétale
et respiratoire. Depuis la premiére pose d’AG coelioscopique en 1993 réalisée par M.
Belachew, la voie coelioscopique est devenue la référence pour la pratique de ces
interventions. Il faut également citer le développement récent de techniques endoscopiques

comme I'endosleeve ou le ballonnet intragastrique (34).

» Dérivation biliopancréatique
(Scopinaro)

e Dérivation biliopancréatique
» Bypass jéjuno-iléal >

Gastroplastie avec duodenal switch
(Kremen) >  Verticale (Hess)
calibrée
Shunts jéjuno-coliques (Mason) » Sleeve gastrectomie

4 (Payne & Dewind) (Regan)

1954 1963 1979 1982 1998 2003
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 Année
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v
v Anneau Bypas{s gastrique en
AREIEY > % Omega (Rutlege)
gastrique
orizonta (Kuzmak) Single Duodeno-ileal
(Printen) »  bypass with Sleeve
+ < gastrectomy
» Bypass gastrique de Roux-en-Y
Bypass gastrique i (Sanchez-Pernaute)
(Mason) (Griffen)
« Malabsorption pure » « Malabsorption + restriction » « Restriction pure »

Figure 3. Frise chronologique résumant la premiére publication des principales procédures de chirurgies
bariatriques discurées dans ce manuscrit.

1.2 La chirurgie bariatrique est une chirurgie métabolique

Le tout premier objectif de la chirurgie bariatrique a été la perte de poids. La SOS (Swedish
Obese Subjects) study, qui est une large étude prospective contrélée comparant chirurgie
bariatrique et traitement médical chez des patients appariés, montrait avec un suivi a long

terme une perte de poids significative induite par la chirurgie avec un recul supérieur a 10 ans
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(Figure 4) (35). La perte de poids attendue en fonction de la procédure réalisée sera décrite

dans les chapitres suivants.

5 -
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Follow-up time (years)
No. examined
Control 2037 1490 1242 1267 556 176
Banding 376 333 284 284 150 50
VBG 1369 1086 987 1007 489 82
GBP 265 209 184 180 37 13

Figure 4. Evolution du poids corporel total chez chez sujets contréles ou opérés (Banding : anneau
gastrique, VBG : Gastrectomie verticale calibrée, GBP : Bypass gastrique).
D’aprés Sjostrom et al. J Intern Med, 2012 (35).

Cependant, au-dela de la perte de poids seule, les premieres publications soulignaient déja
I'impact de ces chirurgies sur les comorbidités associées a |'obésité, et notamment leurs
conséquences métaboliques. En effet, il est fait mention trés tot de I'importance des
comorbidités dans la décision chirurgicale a une époque ou les indications n’étaient pas
encore codifiées (36). Au-dela de la perte de poids, les chirurgies bariatriques s’accompagnent
d’effets plus ou moins important sur les métabolismes des glucides, des lipides, et par
extension sur les complications cardiovasculaires. Cette observation a conduit a désigner ces
chirurgies par le terme «chirurgies métaboliques », notamment au centre des

recommendations récentes (37).
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Le concept de chirurgie métabolique est loin d’étre nouveau, puisqu’il avait été défini des
1978 par H. Blichwald et R.L. Varco comme « la manipulation opératoire d’'un organe normal
ou d’un systéme d’organes pour obtenir un résultat biologique afin d’améliorer I'état de
santé » (38). Il s’agit d’'une dénomination générale qui dépasse le cadre de la chirurgie
bariatrique, bien que celle-ci en constitue un aspect majeur. H. Biichwald défend d’ailleurs
I'idée que la chirurgie bariatrique est une chirurgie métabolique par essence (39), et qu’il
serait faux de la considérer indépendamment de ses conséquences métabolique, ou de penser
qu’elle a évolué vers ce concept. Néanmoins, les travaux récents se focalisant sur les aspects
mécanistiques des résultats de ces chirurgies sur les comorbidités associées, notamment une
méta-analyse de H. Bichwald publiée dans le JAMA en 2004, incluant 134 études (22094
patients), qui mettait en avant les bénéfices de la chirurgie bariatrique sur les comorbidités
(40), ont attiré la lumiére sur cet aspect de cette chirurgie. On parle notamment des 2010 du
traitement chirurgical du diabéte (41). Depuis 2016 en particulier, la chirurgie métabolique
fait partie de la prise en charge du diabéte chez les patients ayant un IMC supérieur ou égal a

30 kg/m? (42).

2 — Les principales interventions de chirurgie bariatrique

L'objectif de ce chapitre est de détailler les modifications anatomiques induites, les
principaux résultats attendus et/ou observés en termes de perte de poids et les complications
fréquentes des chirurgies qui seront étudiées et/ou détaillées dans la suite du manuscrit : la
SG, le RYGB et la BPD-DS. L'impact métabolique de ces chirurgies sera détaillé au sein d’un
chapitre spécifique. L'AG, bien qu’encore tres largement réalisé dans la pratique courante, ne

sera pas discuté.
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2.1La sleeve gastrectomie

La SG est une technique qui consiste en la résection verticale des 2/3 de I'estomac en
incluant la grande courbure et le fundus (volume final restant 150 a 200 mL) (Figure 5). Si elle
se base sur le principe d’une restriction pure, avec pour but I'augmentation de la satiété par
la réduction du volume gastrique, on sait aujourd’hui que la SG s’"accompagne également de
modifications significatives des sécrétions hormonales, notamment une diminution de la
sécrétion de ghréline impliquée dans la satiété (par I'ablation du fundus qui contient les
cellules P et D1 sécrétant cette hormone) (43). Il s’agit de I'intervention de bariatrique la plus
pratiquée en France, notamment du fait, comme détaillé plus haut, de la rapidité de sa
réalisation, d’une plus grande facilité technique en comparaison du RYGB, et de la possibilité
d’en faire le premier temps d’une intervention possédant également une composante

malabsorptive en cas de reprise de poids.

cesophage

agrafes
estomac restant (1/3)

estomac réséqué (2/3)

duodénum (intestin gréle)

Figure 5. Procédure de sleeve gastrectomie
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Malgré le nombre élevé de procédures réalisées, peu de données a long terme sont en
réalité disponibles concernant les résultats de la SG. La perte d’excées de poids a 5 ans se situe
entre 49 et 61 % (44,45) . Notamment, une méta-analyse récente de 2019 n’identifiait que
deux essais (163 patients) avec un suivi supérieure a 10 ans apres SG (46). Dans cette étude,
la SG s’accompagnait d’une perte d’exces de poids de 58.3%. Le taux de complications de la
SG se situe autour de 5%, et est dominé par la fistule gastrique, I’'hémorragie sur la rangée
d’agrafes, plus rarement par la sténose du manchon gastrique qui résulte d’une malfacon
chirurgicale. Sur le long terme, une proportion significative (20% a 5 ans) de patients
présentent également un reflux gastro-cesophagien de novo ou une aggravation d’un reflux
préexistant aprés SG (47,48). Une fibroscopie de contrdle est préconisé a 5 ans selon les

recommandations des diverses sociétés savantes.

2.2 Le bypass gastrique de Roux-en-Y

Depuis sa premiére description en 1977 (14) et sa premiere réalisation sous coelioscopie
(49), le RYGB a subi plusieurs optimisations avant de devenir le gold standard actuel en
chirurgie bariatrique. La réalisation du RYGB implique la confection d’'une petite poche
gastrique (20 mL), qui assure une composante restrictive. Sa réalisation actuelle repose sur la
technique décrite par Torres, qui préconise la fabrication de cette petite poche sur la petite
courbure qui est moins a risque de distension et mieux vascularisée (50). Ensuite, apres
transsection du jéjunum, la continuité digestive est rétablie par la réalisation de deux
anastomoses : une anastomose gastro-jéjunale (entre la petite poche gastrique et la partie
distale du jéjunum) et une anastomose jéjuno-jéjunale. L'anatomie ainsi obtenue, dit montage

chirurgical « en'Y », définit trois anses fonctionnelles : une anse biliaire (duodénum et jéjunum
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exclu jusqu’a I'anastomose jéjuno-jéjunale) au sein de laquelle circulent les sécrétions bilio-
pancréatiques, une anse alimentaire (entre les deux anastomoses) au sein de laquelle circule
I’alimentation, et une anse commune (entre I'anastomose jéjuno-jéjunale et la jonction iléo-
caecale) ou a lieu la majorité de I'absorption (Figure 6). Dans le RYGB standard actuel, I'anse
biliaire mesure 50 cm et I'anse alimentaire 150 cm (51). L’anse commune n’est habituellement

pas mesurée.

>

\
Petite poche gastrique (20mL) ——» l ) i

Anse biliaire (50cm) —»

<+—— Anse commune

Figure 6. Bypass gastrique de Roux-en-Y standard actuel, modifié d’apres Buchwald’s Atlas of Metabolic &
Bariatric Surgical Techniques and Procedures (22).

Actuellement, il s’agit de la procédure de chirurgie bariatrique dont les effets a long terme
ont été les plus étudiés. La SOS study montrait une perte de poids de 25 £ 11% a 10 ans apreés

RYGB (35). Globalement, le risque de complications nécessitant une réintervention se situe
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autour de 1.5% (52). Les complications les plus fréquentes sont les fistules (0.5%), les sténoses

anastomotiques (1.9%), les saignements (1.8%) et les hernies internes (1.1%).

2.3 La diversion bilio-pancréatique (avec duodenal switch)

La BPD-DS décrite par Hess et Marceau, variante de la BPD initialement décrite par
Scopinaro (18), implique la réalisation d’une SG, puis la confection d’'un montage en Y avec
conservation du pylore permettant la confection d’une anse alimentaire mesurant 250 cm et

d’une anse commune courte de 100 cm (Figure 7). L’anse biliaire n’est pas mesurée.

2 <«——— Sleeve gastrectomie

Anse alimentaire (250 cm)

Anse commune (100 cm)

Figure 7. Dérivation bilio-pancréatique avec duodenal switch, modifié d’aprés Buchwald’s Atlas of
Metabolic & Bariatric Surgical Techniques and Procedures (22).

Du fait de ses propriétés malabsorptives majeures, la BPD-DS est considérée comme

la procédure la plus efficace en termes de perte de poids et de résolution des comorbidités.
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En particulier, était associée a une perte d’exces de poids de 74.1% en moyenne a 10 ans dans
une méta-analyse incluant 5074 patients (versus 56.7% aprés bypass gastrique incluant RYGB
et OAGB, n=9386) (46). Cependant, en plus d’'une difficulté technique importante, cette
technique s’accompagne d’un risque non négligeable de dénutrition protéique avoisinant les
40% a 10 ans nécessitant un suivi méticuleux sur le long terme (53), pouvant conduire a la
nécessité d’allonger la longueur de I'anse commune (54), ce qui a été rapporté dans 4.1% des
cas a 10 ans dans une étude rétrospective de 100 patients (53). Bien que restant une
alternative possible au RYGB, la BPD-DS est actuellement tres peu réalisée (<1% dans le monde

en 2013 (55)).

3 - Effets métaboliques des chirurgie bariatriques

Comme il a déja été évoqué plus haut, 'obésité s’accompagne d’'une multitude de
comorbidités. La chirurgie bariatrique exerce un impact bénéfique significatif sur le syndrome
d’apnée du sommeil, les complications rénales, ostéoarticulaires ou encore le risque de cancer
(40,56). En particulier, un tiers des patients en situation d’obésité présentent un syndrome
métabolique (ou syndrome X) (57), qui associe a un tour de taille augmenté au moins deux
des parametres suivants: hypertriglycéridémie, un taux de High-Density Lipoprotein
cholesterol (HDL-C) bas, hypertension artérielle et hyperglycémie a jeun ou diabéte de type 2.
Dans les chapitres suivants, nous nous attacherons a décrire I'impact de ces chirurgies sur les
troubles métaboliques associés a |'obésité que sont les anomalies des métabolismes
glucidiques et lipidiques, le développement de la plaque d’athérome et la stéato-hépatite non

alcoolique.
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3.1 Chirurgie bariatrique et diabéte

3.1.1 Impact de la chirurgie bariatrique sur I’homéostasie glucidique

Obésité et diabéte de type 2, défini par une hyperglycémie chronique objectivée par
une glycémie a jeun supérieure a 1.26 g/L (7mmol/L) sur deux dosages successifs, sont deux
pathologies tres liées. La derniére étude Obépi-Roche de 2020 rapporte qu’en France, 20%
des patients présentant une obésité déclarent prendre au moins un traitement
antidiabétique. Il est bien connu que le diabéte est un facteur de risque cardiovasculaire
majeur favorisant I’athérosclérose et est responsable de nombreuses complications
microvasculaires (rétiniennes, nerveuses et rénales). La dysrégulation de la glycémie observée
dans le diabéte peut résulter d’'un ou des deux mécanismes suivants : I'insulinorésistance,
c’est-a-dire la diminution de I’action hypoglycémiante de linsuline sur ses tissus cibles
(majoritairement le tissu adipeux, le foie et le muscle); et/ou le défaut de production
d’insuline par le pancréas endocrine. Les liens entre obésité et diabete sont complexes, dont
I'insulinorésistance, qui précede le diabéete de type 2, est un aspect central. Elle résulte
notamment de la libération d’acides gras libres par le tissu adipeux, en particulier viscéral, ce
qui entraine une inhibition de la cascade de signalisation du récepteur a I'insuline, et réduit la
sécrétion d’insuline en entrainant une dysfonction des cellules béta du pancréas (58). La
sécrétion de facteurs pro-inflammatoires par le tissu adipeux joue également un réle dans
I'installation de [linsulinorésistance. Les incrétines, hormones insulinosensibilisatrices

produites par I'intestin, sont également diminuées chez les sujets obéses (58).

La rémission du diabete est un objectif majeur de la chirurgie bariatrique, depuis la
découverte a la fin des années 80 que le bypass gastrique s’"accompagnait d’'une amélioration

du métabolisme glucidique. Aprés deux premiers rapport publiés en 1987 et 1992 ou ils
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rapportaient un contréle du diabete avec une amélioration de l'insulinémie a jeun et de
I’'hémoglobine glyquée dans les suites d’'une variante du RYGB (le « Greenville gastric bypass »)
(59,60), Pories et al. publiaient en 1995 une amélioration des niveaux glycémiques et I'arrét
des médicaments anti-diabétiques dans les 24 heures aprés RYGB (61). Scopinaro, dans sa
série de 2241 BPD publiée en 1998 relatait un taux de rémission du diabete de 100% apres
chirurgie (62). Depuis, de trées nombreuses études ont rapporté un effet bénéfique des

chirurgies bariatriques sur le métabolisme glucidique.

Les résultats des analyses prédéfinies des principales études randomisées dont le
critere de jugement principal était la rémission du diabéte aprés chirurgie bariatrique (incluant
RYGB) versus traitement médical sont résumés en Table 1. Ces études rapportent un taux de
rémission du diabéte entre 16 et 75% 1 a 2 ans aprés RYGB contre 0 a 6% avec traitement
médical seul, avec cependant une grande hétérogénéité de définition de la rémission
(notamment de la distinction entre rémission compléte et partielle) (63-68). Cette
observation s’accompagne d’une diminution de I'HbA1c, ainsi qu’une baisse de I'insulinémie
a jeun et de [I'Homeostasis Assessment index (HOMA-IR) qui est un proxy de
I'insulinorésistance. Les chirurgies purement restrictives (AG et SG) s’accompagnaient d’un
taux de rémission d’environ 20%, tandis que la BPD s’accompagnait d’un taux de rémission
avoisinant 95% (63,67,68). Bien qu’il ait été décrit qu’une rechute du diabete aprés RYGB
puisse étre observée dans 1/3 des cas apres les 5 premiéres année (69), la supériorité de la

chirurgie sur le traitement médical pour la rémission du diabéte est maintenue a5 ans (66).
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Taux de rémission du diabéte (%)

Evolution entre pré- et post-opératoire (% de baseline)

Suivi
Auteur Année Groupes L. Lo
(années) Rémission Rémission
Glycémie (mg/dL) HbA1c (%) Insuline (pmol/L) HOMA-IR
compléte partielle
RYGB n =50 42 p<0.001 -94 p =0.001 -2.9 p<0.001
Schauer
67) 2012 SGn=50 1 27 p<0.001 - -67 p=0.02 -2.9 p<0.001 - -
67
MHD/TM n =50 0 -35 -1.4
RYGB n =19 75% -37.81+33.75 %** -25.18 + 20.89 % **
Mingrone
(68) 2012 BPD n=19 2 95% -56.23 + 10.01 %** -43.01 £+ 9.64 % ** - -
68
MHD/TM n = 18 0% p<0.001 -14.37 £ 11.93 % ** p<0.001 -8.39 £ 9.93 % ** p<0.001
Halperin RYGB n =22 58 -47 %** -2 %**
2014 1 - -
(65) MHD/TM n =21 16 p=0.03 0 %**p<0.001 0 %** p=0.008
lkramuddin RYGB n = 60 25 42 -103.6 -3.1
2016 2 - -
(66) MHD/TM n = 59 0 p<0.0001 0 p<0.0001 -45.5 p<0.0001 -1.2 p<0.0001
Cummings RYGB n =23 60 60 . -16.9 %** -73.8 %** -76.0 %**
2016 1 -
(64) MHD/TM n =20 5.9 p=0.002 5.9 -5.4 % p=0.04 28.3 % p<0.001 28.2 % p=0.011
RYGB n =24 16.7 50 -79.7 (-110; -49.4) p=0.0021 -2.30(-3.12 ; -1.48) p=0.0002
Courcoulas
(63) 2020 AGn =22 1 22.7 27.3 -53.3 (-85.2 ; -21.5) p=0.045 -1.50 (-1.88 ; -0.22) NS - -
63
MHD/TM n = 23 0 0 -7.20 (-41.5; 27.06) -0.06 (-0.93; 0.81)

Table 1. Etudes randomisées chirurgie versus mesures hygiéno-diététiques chez les patients diabétiques.
RYGB : Bypass gastrique de Roux-en-Y, SG: Sleeve gastrectomie, AG : Anneau gastrique, MHD/TM : Mesures hygiéno-diététiques et traitement médical optimal, BPD :

Dérivation bilio-pancréatique. * Absence de variation significative apres chirurgie (valeurs non détaillées). ** pourcentage de variation a partir de la valeur pré-opératoire
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3.1.2 Mécanismes envisagés de I'amélioration de I’homéostasie glucidique apres chirurgie

bariatrique

Les résultats des études randomisées précédemment citées sont globalement en
accord avec ceux d’une large méta-analyse de Blichwald et al. publiée en 2009 incluant 621
études (135 246 patients), qui montrait que le taux de rémission du diabéte suivait un gradient
fonction de la perte de poids induite par la chirurgie (BPD-DS > RYGB > gastroplastie verticale
> AG) (70). Dans cette étude, la résolution du diabéte était significativement associée a la
variation d’IMC apres chirurgie. Ces résultats laissent penser que la perte de poids est un
mécanisme conduisant a 'amélioration du diabete. Ainsi, I'insulinorésistance s’améliorait de
maniére comparable aprés RYGB et AG pour la méme perte de poids (20%) dans une étude de
Bradley et al. (71). On observe également une amélioration similaire de I'insulinorésistance

aprés RYGB et régime hypocalorique seul pour une méme perte de poids (72).

Cependant, I'observation d’'une amélioration de la glycémie dans les premieres 24
heures apres RYGB (61) laisse penser que d’autres mécanismes sont mis en jeu, au-dela de la
seule perte de poids. En ce sens, plusieurs études randomisées ne sont pas parvenues a
montrer une association significative entre la perte de poids et la rémission du diabéte (64,68).
En plus des effets de la restriction calorique a court terme, qui notamment réduit le contenu
hépatique en lipides et améliore ses capacités de captation et de stockage du glucose (voir
chapitre 3.4 Chirurgie bariatrique et stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD)), deux principales
hypothéses, non mutuellement exclusives, ont été proposées pour expliquer cette
amélioration rapide apreés chirurgies malabsorptives. L’arrivée plus rapide des aliments dans

I'intestin distal apres chirurgie stimule la sécrétion des hormones incrétines dont le glucagon-
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like peptide 1 (GLP-1), le peptide gastric inhibitory polypeptide (GIP) et le peptide YY (PYY), qui
sont insulinosensibilisatrices, ce qui a donné lieu a I’hypothése du « hindgut ». En effet, la
concentration plasmatique post-prandiale de ces hormones augmente dés les premiers jours
aprés RYGB (73), ce qui réduit I'insulinorésistance et améliore la sécrétion d’insuline. La
seconde hypothese, dite du « foregut », est que I'exclusion de I'intestin proximal (duodénum
et jéjunum proximal) réduit la mise en place d’un signal, encore non identifié, qui favorise
I'insulinorésistance. En ce sens, I’étude de rats ayant eu un bypass duodéno-jéjunal (qui exclue
I'intestin proximal) ou une gastrojéjunostomie (qui accélére I'arrivée des aliments dans
I'intestin distal sans exclure l'intestin proximal) montre que la premiéere intervention

s’accompagne d’'une amélioration plus importante de la tolérance au glucose (74).

D’autre part, I'anatomie particuliere qui résulte du montage chirurgical du RYGB en
particulier exerce un impact sur les voies d’utilisation du glucose et son trafic a travers la
mugqueuse intestinale. Chez le mini porg, il a été montré que la séparation des aliments et de
la bile dans les anses alimentaires et biliaires du RYGB, influence I'absorption intestinale du
glucose via le cotransporteur sodium-glucose 1 (SGLT1) au pdle apical de I'entérocyte, qui
permet I'internalisation du glucose luminal en présence de sodium (75). Ainsi, 'absorption est
grandement réduite dans l'anse biliaire (riche en sodium mais pauvre en glucose) et
alimentaire (qui transporte le glucose alimentaire mais pauvre en sodium), et n’a lieu que dans
I'anse commune. De plus, des études chez le rongeur suggéerent qu’il existe une
reprogrammation du métabolisme du glucose orientée vers sa captation et son utilisation au
sein de la muqueuse de I'anse alimentaire pour répondre a une demande énergétique accrue
due a des remaniements hypertrophiques de la muqueuse (76), notamment via une

augmentation de I'expression entérocytaire du transporteur glucose transporter 1 (GLUT1)
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(77,78). L'inhibition de GLUT1 par un inhibiteur spécifique réduit les effets bénéfiques du
RYGB chez le rat (79). Cette augmentation de la captation du glucose dans I'anse alimentaire
a également été observée chez 'lhomme aprés injection de ®F-fluorodesoxyglucose (78).
Kwon et al. ont également décrit une augmentation de I'excrétion du glucose plasmatique
dans la lumiére intestinale (prédominant dans I'anse commune) dépendante de GLUT1 chez

le rat apres RYGB, apreés injection intraveineuse de glucose marqué (79).

D’autres mécanismes, impliquant des modifications du microbiote intestinal apres
chirurgie bariatrique et des acides biliaires en tant que molécules porteuses de signal, sont
également impliquées dans les effets bénéfiques de chirurgies bariatriques sur ’homéostasie

glucidique (80).

3.2 Chirurgie bariatrique et dyslipidémies

3.2.1 La dyslipidémie du sujet obese

La dyslipidémie est une comorbidité fréquente chez les patients en situation d’obésité,
puisque environ 60% d’entre eux présenteraient un bilan lipidique anormal (40). Le profil type,
chez ces patients, associe une élévation de la triglycéridémie a jeun et post-prandiale, une
baisse du HDL-C et d’une élévation modérée du Low-Density lipoprotein cholesterol (LDL-C)
avec en particulier les lipoprotéines de faible densité (LDL) petites et denses qui sont associées

a un risque athérogene plus élevé (81).

Ces anomalies sont le produit de la combinaison de plusieurs mécanismes, qui

impliquent en particulier le tissu adipeux et le foie, et au centre desquels on retrouve
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notamment une augmentation de la concentration des lipoprotéines riches en triglycérides :
les chylomicrons qui transportent les lipides issus de I'alimentation, les lipoprotéines de trées
faible densités (VLDL) synthétisés par le foie, et leurs remnants qui sont issus de leur

catabolisme.

Des études cinétiques réalisées chez des patients obéses (82,83) ont montré que
I’'augmentation de la concentration plasmatique de VLDL riches en triglycérides résultait a la
fois d’'une augmentation de leur production hépatique et aussi d’une réduction de leur
clairance. L'augmentation de la production hépatique de ces VLDL riches en triglycérides dans
I'obésité est corrélée a la masse grasse et a la concentration hépatique de lipides (82).
L'augmentation de la concentration hépatique en lipide observée dans I'obésité (voir chapitre
3.4 Chirurgie bariatrique et stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD)) résulte d’une augmentation de

I'apport d’acides gras au foie par différentes voies :

- D’une part, on observe en cas d’obésité une augmentation de la concentration plasmatique
d’acides gras non estérifiés relargués par le tissu adipeux (84). Bien que le relargage d’acides
gras non estérifiés par unité de masse grasse soit réduit, la quantité absolue d’acides gras non
estérifiés est plus élevée (85). Ce phénomeéne, qui a la fois favorise et est aggravé par
I'insulinorésistance, s’accompagne d’une réduction de la clairance de ces acides gras non

estérifiés (84).

- D’autre part, I'obésité s’associe a une stimulation de la lipogenése hépatique et a une
augmentation de la captation hépatique des chylomicrons transportant une quantité élevée
de lipides issus de I'alimentation (81,86). En particulier, une étude comparant des patients

maigres et atteints d’obésité utilisant des acides gras marqués montrait chez les sujets obéses
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une réduction du stockage au sein du tissu adipeux des triglycérides issus de I’alimentation
(transportés par les chylomicrons) et une augmentation de leur captation par le foie (87),

apportant ainsi un substrat pour la synthése de VLDL.

A l'inverse, la réduction de I'expression dans le tissu adipeux viscéral et le muscle
squelettique de la lipoprotéine lipase (LPL), qui est I'enzyme qui hydrolyse les triglycérides des
VLDL et des chylomicrons (détaillée dans le chapitre 3.2.1 Transport et captation du cholestérol par
les tissus périphériques de la partie Meétabolisme du cholestérol), réduit la clairance de ces
lipoprotéines riches en triglycérides (88,89). Le catabolisme des remnants de lipoprotéines
riches en triglycérides est également fortement altéré en situation d’obésité par
I’augmentation des concentrations d’apolipoprotéine C-IIl (Apo C-lIl), qui est un inhibiteur de

la LPL (83).

Dans la circulation sanguine, ces VLDL riches en triglycérides dont la concentration est
augmentée interagissent avec les autres lipoprotéines par le biais d’échanges de lipides via
une enzyme appelée protéine de transfert des esters de cholestérol (CETP pour cholesteryl!
ester transfer protein), dont I'activité s’éleve dans |'obésité (90). L’augmentation de ces
échanges avec les LDL enrichie ces derniers en triglycérides, favorisant leur lipolyse par une
autre enzyme, la lipase hépatique, produisant des LDL petites et denses. Ce changement

qualitatif des LDL est en particulier observé lorsque la triglycéridémie dépasse 100 mg/dL (91).

De la méme maniére, I'enrichissement des lipoprotéines de haute densité (HDL) en
triglycérides apres interaction avec ces VLDL via la CETP et leur conversion en HDL de petites
tailles apreés lipolyse par la lipase hépatique augmente leur catabolisme, expliquant la baisse

du HDL-C (90,92), et altere le transport inverse du cholestérol de |la périphérie vers le foie (voie
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qui sera détaillée dans le chapitre 3.4 Le transport inverse du cholestérol de |la partie Métabolisme du
cholestérol). En particulier, I'obésité s’associe a un profil de sous-populations de HDL associé a

un risque cardiovasculaire accru (préB-1) (93). Ces mécanismes sont résumés dans la Figure 8.
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Figure 8. Physiopathologie de la dyslipidémie dans I'obésité. Tiré de Piché et al. Med Clin Exp, 2021 (81)

Ce profil lipidique a pour conséquence une augmentation du risque cardiovasculaire chez
les patients obeses, de par |'hypertriglycéridémie, mais aussi les perturbations du
métabolisme du cholestérol. Outre la baisse du HDL-C, les LDL petites et denses enrichies en
triglycérides ont une demi-vie plasmatique plus longue, sont plus susceptibles d’étre oxydées
et sont associées a un risque cardiovasculaire particulierement élevé puisqu’elles sont plus
facilement stockées dans |'espace sous-intimal des vaisseaux et ainsi sont hautement
athérogénes (94). Dans une méta-analyse incluant 21 études de cohortes (302 296 patients),

un ajustement du risque relatif de mortalité cardiovasculaire chez les patients obeses sur la
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cholestérolémie et I’hypertension montrait que ces deux paramétres expliquaient 45% de leur

excés de mortalité cardiovasculaire (95).

3.2.2 Impact de la chirurgie bariatrique sur la dyslipidémie

Historiquement, le cholestérol plasmatique a été la premiere cible métabolique de la
chirurgie par manipulation du tube digestif. Dans les années 60, avant I'avénement des
statines, les premiéres études qui décrivaient la réalisation de la chirurgie bariatrique
décrivaient une réduction de la cholestérolémie aprés shunt jéjuno-coliques (8,9). En 1964, H.
Blichwald rapportait I'impact d’une exclusion iléale distale (exclusion des 200 derniers
centimeétres de l'intestin) sur I'absorption de cholestérol (96). Dans cette étude, qui rapporte
initialement ces résultats sur modéle animal (lapin, porc) puis sur une série de 7 patients,
I’exclusion de l'iléon distal réduisait I'absorption intestinale de cholestérol marqué administré
per os, résultant en une diminution de la cholestérolémie (-26% chez 'lhomme). En 1990,
I’étude POSCH (Program on the Surgical Control of the Hyperlipidemias) permettait de faire le
lien entre I'amélioration du métabolisme lipidique (réduction du LDL-C et augmentation du
HDL-C) aprés cette chirurgie et réduction de la progression de I'athérosclérose (97). Cette
étude randomisée multicentrique, incluant des patients hypercholestérolémiques et ayant un
antécédant d’infarctus myocardique, comparait 421 patients opérés et 417 patients traités
par mesures hygiéno-diététiques seules. Elle mettait en évidence sur 10 ans de suivi que la
réduction significative de la cholestérolémie aprés chirurgie était corrélée a une réduction
significative des événements coronariens fatals et non-fatals de 35% [IC95% 9.1; 52.8],

d’angor instable et de maladies vasculaires périphériques (97).
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Par la suite, il a été largement démontré que les chirurgies bariatriques, dont le bypass
iléal est I'ancétre, ont un impact bénéfique sur le métabolisme lipidique. L'étude SOS a été la
premiére large étude a démontrer une amélioration des parameétres lipidiques apres chirurgie
bariatrique en 1999 en comparant prospectivement 767 patients opérés d’une chirurgie
bariatrique (534 SG et 42 RYGB) avec 712 contréles appariés (98). Dans cette étude, apres 2
ans de suivi, la triglycéridémie et la cholestérolémie totale diminuaient significativement par
rapport au groupe controle et la concentration de HDL-C augmentait significativement.
Particulierement, I'incidence de I'hypertriglycéridémie diminuait de 10 fois par rapport au
groupe contrble, bien le taux de patients hypercholestérolémiques ne variait pas

significativement (98). Ces résultats étaient maintenus a 10 ans (99).

Depuis, de nombreuses études observationnelles, et plusieurs méta-analyses
(40,100,101), ont supportés ces résultats prometteurs, en rapportant notamment un taux de
rémission d’une dyslipidémie préexistante dans 60 a 70% des cas. De facon notable, dans les
études randomisées entre chirurgie et prise en charge non chirurgicale (mesures hygiéno-
diététiques et traitement médical optimal), toutes réalisées chez des patients diabétiques,
cette amélioration apparaissait prédominer sur la triglycéridémie et le HDL-C, alors que les
effets sur la cholestérolémie totale et le LDL-C semblaient plus modestes (63—67,102,103).
Pour note, I'étude de Mingrone et al. montrait néanmoins une normalisation de la
cholestérolémie totale chez 100% des patients opérés d’un RYGB et d’une BPD versus 27.3%
avec traitement médical adapté (p<0.001 pour chaque comparaison) (68). Les résultats de ces

études sont résumés dans la Table 2.

47



Evolution entre pré- et post-opératoire

Suivi
Auteur Année Groupes .
années . . iy
( ) Cholestérol total (mg/dL) LDL-C (mg/dL) HDL-C (mg/dL) Triglycéridémie (mg/dL)
RYGB n =50 +28.5 + 22.7% p=0.001 -44 [rang -64 ; -16] % p=0.002
Schauer (67) 2012 SG n =50 -* - * +28.4 £ 21.9% p=0.001 -42 [-56 ; 0] % p=0.08
MHD/TM n =50 +11.3+25.7 -14[-40; 3] %
RYGB n =19 -6.83 £27.03 % -17.21+36.2% +29.66 + 18.21 % -21.17+41.23 %
Mingrone (68) 2012 BPDn =19 -49.25+11.52 % -64.63 +15.93 % +12.98 + 20.66 % -56.79 + 16.70 %
MHD/TM n = 18 -16.82 + 11.60 % p<0.001 -20.31+15.24 % p<0.001 +6.03 £ 6.25 % p<0.001 -18.28 + 7.84 % p<0.001
RYGB n = 60 -29 -20 +9 -67
lkramuddin (102) 2013
MHD/TM n = 60 -27 NS -16 NS 0 p<0.001 -151  p<0.001
RYGB n =31 -80.4 -72.3 +12.3 -158.4
Liang (103) 2013
MHD/TM n = 36 -16.2 -11.6 -27.1 +8.8
RYGB n =22 -3.2 [rang -17.7 ; 11.3] -5.4 [rang -17.8 ; 6.9] +10.2 [rang 6.7 ; 13.6] -47 [rang -63 ; -30]
Halperin (65) 2014
MHD/TM n = 21 +8.3[-7.0; 23.5] NS +8.6 [-4.5—21.6] NS +0.4 [-3.3 ; 4.0] p<0.001 -5 [-23 ; -12] p=0.02
RYGB n =60 -27.1 -19.3 +7.7 -79.6
lkramuddin (66) 2016
MHD/TM n =59 -15.5 p=0.042 -15.4 NS 0 p=0.002 -17.7 p<0.0001
RYGB n =23 +15.46 -53.4
Cummings (64) 2016 -* - *
MHD/TM n = 20 +3.87 p=0.08 -70.8 NS
RYGB n =20 -11.3+7.91 -9.43 +8.28 +17.70 £ 2.76 -78.0+13.74
Courcoulas (63) 2020 AGn=21 -7.05 +7.06 -7.62£9.51 +11.16 £+ 2.57 -44.2 +13.14
MHD/TM n =20 -16.7 + 8.24 p=0.009 -19.3 + 8.25 P=0.040 +6.54 +2.94 P=0.0007 -9.33 +14.75 P=0.0017

Table 2. Etudes randomisées chirurgie versus mesures hygiéno-diététiques chez les patients diabétiques rapportant les résultats sur les concentrations de lipides circulants.
RYGB : Bypass gastrique de Roux-en-Y, SG: Sleeve gastrectomie, AG : Anneau gastrique, MHD/TM : Mesures hygiéno-diététiques et traitement médical optimal, BPD :
Dérivation bilio-pancréatique. * Absence de variation significative apres chirurgie (valeurs non détaillées).
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Cependant, il est important de noter que le nombre de patients inclus dans ces essais
randomisés était limité, et que pour aucun d’entre eux la concentration en lipides circulants
ne constituait I'objectif principal, ce qui limite ces résultats. Dans une méta-analyse récente
incluant les résultats de 178 études randomisées ou non (25 189 patients), le RYGB montrait
une réduction significative de la cholestérolémie (-29.2 mg/dL [IC95% -32.9 ; -25.5], 66 études,
n=7394 patients) a 1 an de la chirurgie par rapport a des sujets non opérés (-9.6 mg/dL [IC95%
-16.5; -2.7], 13 études n = 558 patients) (104). Cette amélioration s’accompagnait également
d’une réduction significative du LDL-C, de la triglycéridémie, et d’'une augmentation du HDL-C
par rapport aux patients non opérés apres RYGB. La BPD montrait également des résultats
significatifs. A l'inverse, les effets étaient plus modérés apres chirurgie purement restrictive
(SG et AG). Une autre méta-analyse, publiée en 2020, n’incluait que des essais randomisés (73
au total) pour évaluer les effets de mesures hygiéno-diététiques, pharmacologiques et
chirurgicales sur la perte de poids et le bilan lipidique (105). Les résultats observés apres
différentes chirurgies sont résumés en Figure 9. De facon intéressante, cette méta-analyse
confirme les observations précédentes concernant un effet bénéfique de ces interventions sur
la triglycéridémie et le HDL-C, et montre également, en accord avec I'étude précédente, que
seules les chirurgies mettant en jeu un mécanisme malabsorptif (RYGB et BPD) étaient
associées a une baisse significative de la cholestérolémie totale et le LDL-C en comparaison

des procédures purement restrictives (SG et AG).
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Figure 9. Evolution des concentrations de lipides circulants apres RYGB (A), BPD (B), SG (C) et AG (D) pour un
changement d’une unité d’IMC. TC : Cholestérol total, TG : Triglycérides. D’aprés Hasan et al. J Endocrinol Metab,

Par ailleurs, plusieurs étude se sont également attachées a I’étude de la concentration

plasmatique de lipoprotéine(a) (Lp(a)). La Lp(a) est composée d’une particule de LDL associée
a une apolipoprotéine(a), qui est associée au développement de la plaque d’athérome (106).
Des études réalisées sur un faible nombre de patients suggerent une diminution de la
concentration plasmatique de Lp(a) 1 a 12 mois apres gastroplastie verticale, SG ou RYGB

(107-109). Ces résultats étaient également retrouvés dans une méta-analyse incluant 13
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études (1551 patients) (standardized morbidity ratio -0.438 [IC95% -0.702, -0.174]),

néanmoins avec une hétérogénéité importante entre les études (110).

Il apparait donc que les chirurgies bariatriques exercent un effet bénéfique sur la
dyslipidémie, dont le mécanisme dépend du type de procédure réalisée. L'identification des
mécanismes mis en jeu lors de ces chirurgies malabsorptive, auxquelles I'amélioration de la
cholestérolémie et du LDL-C semble étre spécifique, pourrait permettre d’adapter au mieux
le type de chirurgie au profil métabolique du patient, et pourrait également conduire a la mise
au point de nouveaux traitements pour la prise en charge des dyslipidémies. Les mécanismes
suspectés feront I'objet d’un chapitre spécifique. L’objectif principal de ce projet de thése est

d’apporter une meilleure compréhension de ces mécanismes.

3.3 Chirurgie bariatrique et développement de la plaque d’athérome / mortalité

cardiovasculaire

La chirurgie bariatrique exerce donc un effet bénéfique sur deux facteurs de risques
cardiovasculaires majeurs que sont la dyslipidémie et le diabéte. On sait également que
I’"hypertension artérielle, qui est un autre facteur de risque cardiovasculaire modifiable,
s’améliore aprés chirurgie chez environ 60% des patients (40). Au-dela des seuls facteurs de
risques, il semble important de savoir si ces observations ont des conséquences sur le

développement de la plaque d’athérome, et in fine sur la mortalité cardiovasculaire.
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Depuis la démonstration dans les années 90 que I'amélioration du profil lipidique aprés
exclusion iléale distale s"accompagnait d’'une réduction du nombre d’évenements coronariens
et de maladies vasculaires périphériques dans I'étude POSCH (97), plusieurs études se sont
attachées a explorer I'impact de la chirurgie bariatrique sur la plaque d’athérome. Réalisées
chez I’'homme, elles utilisent des marqueurs indirects infraclinique d’athérosclérose et de
dysfonction endothéliale pour évaluer la plague (111). Ainsi, les mesures de I'épaisseur intima-
media en échographie (112,113), de la rigidité artérielle (114) et de la vasodilatation médiée
par le flux/I’azote (115,116) avant et aprés chirurgie suggérent un impact bénéfique de la
chirurgie, en particulier du RYGB, sur le développement de la plaque d’athérome. De facon
intéressante, ces effets sont observables précocement, dés la premiére année apres la
chirurgie. Néanmoins, aucune mesure directe de la plaque d’athérome n’a a ce jour été

réalisée aprés chirurgie bariatrique.

La chirurgie bariatrique s’accompagne également d’une réduction du nombre
d’éveénements cardiovasculaires. Dans une étude rétrospective incluant 5301 patients
diabétiques ayant eu une chirurgie bariatrique comparés avec une population controle
(appariée 3 :1 sur age, sexe, IMC initial, HbAlc et insulinothérapie), Fisher et al. montraient
que l'incidence des événements cardiovasculaires (premiere apparition d’'une maladie
coronarienne ou évenement cérébrovasculaire) a 7 ans était significativement plus faible
apres chirurgie (3.2% vs. 6.2%, p<0.001) (117). De la méme maniére, dans une méta-analyse
incluant 4 études (17 262 patients opérés et 27 726 contrbles non opérés), la chirurgie
s’accompagnait d’une réduction du risque d’infarctus du myocarde (odds ratio 0.58 [IC95%

0.45 — 0.74]) et d’accidents vasculaires cérébraux (odds ratio 0.49 [IC95% 0.35 — 0.75]) (118).
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Enfin, la chirurgie bariatrique améliore la survie de facon significative, notamment par
la diminution de la mortalité cardiovasculaire. L'étude SOS, qui est une étude prospective
observationnelle comparant 2007 patients opérés avec 2040 contrdles avec une durée
médiane de suivi supérieure a 20 ans, montrait une réduction de la mortalité toute cause
(hazard ratio 0.77 [IC95% 0.68 — 0.87]) et une espérance de vie plus longue de 2.4 ans [IC95%
1.2 — 3.5] apreés chirurgie (Figure 10A) (119). L'espérance de vie aprés chirurgie n’atteignait
cependant pas celle de la population générale, puisqu’elle restait plus courte de 5.5 ans
[1C95% 3.4 — 7.6] que celle d’'une population Suisse de référence. La mortalité spécifiguement
cardiovasculaire était également significativement réduite aprés chirurgie dans cette étude
(hasard ratio 0.70 [IC95% 0.57 — 0.85]) (119). Une large méta-analyse récente incluant 17
études comparatives (174 772 patients) confirmait ces résultats en montrant une mortalité
globale a long terme réduite aprés chirurgie (Figure 10B) avec une espérance de vie 6.1 [IC95%
5.2 — 6.9] ans plus longue chez les patients opérés (120). Dans cette étude, les patients qui
avaient un diabete initialement étaient ceux qui tiraient le plus de bénéfice de la chirurgie en

termes de survie (hasard ratio 0.41 [IC95% 0.37 — 0.45]).
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Proportion Surviving

No. at Risk
Reference
Surgery
Control
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Figure 10. (A) Estimation de Kaplan-Meier de la survie apres chirurgie bariatrique (orange) comparée a
une population contréle atteinte d’obésité (bleu) et a la population de référence Suisse (violet) dans I'étude
SOS (119), et estimation de la survie a 40 ans. (B) Mortalité apres chirurgie bariatrique (bleu) versus sujets non
traités (rouge) dans la méta-analyse de Syn et al. (120)

3.4 Chirurgie bariatrique et stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD)

La stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD pour « non-alcoolic fatty liver disease »)

est une pathologie hépatique caractérisée par une accumulation lipidique intra hépatocytaire.

Elle est définie histologiquement par la présence d’une stéatose occupant plus de 5% des
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hépatocytes, associée a des facteurs de risques métaboliques (principalement obésité et
diabete de type 2) en I'absence d’une consommation excessive d’alcool (230 g par jour chez
I’'homme et 220 g par jour chez la femme) ou d’autres pathologies hépatiques (121). La NAFLD
est un terme générique qui regroupe un ensemble d’entités clinico-pathologiques qui suivent
une évolution séquentielle. Elles peuvent étre classées en deux principaux sous-groupes de
sévérité distincte : la stéatose simple (NAFL pour « non-alcoholic fatty liver »), qui n’est pas
associée a une souffrance hépatocytaire ni a de la fibrose, et |la stéato-hépatite non-alcoolique
(NASH pour « non-alcoholic steato-hepatitis »), qui s’accompagne d’une souffrance
hépatocytaire et/ou, classiguement, de fibrose (Figure 11) (121). La NASH elle-méme
regroupe plusieurs états de sévérité incluant la fibrose, la cirrhose et le carcinome

hépatocellulaire.

NAFL NASH
25% liver steatosis with no evidence of 25% liver steatosis including inflammation
injury to hepatocytes and no evidence and injury to hepatocytes with or without

of fibrosis fibrosis (fibrosis is typically observed)

Liver steatosis Y’ Fibrosis liver Cirrhosis liver Liver cancer

Healthy Liver

Figure 11. Spectre de la stéatose hépatique non alcoolique, d’aprés Cariou et al. Diabetes Obes Metab. 2021
(122).

La NAFLD est aujourd’hui la cause la plus fréquente de pathologies hépatiques
chroniques dans le monde. Il s’agit d’une pathologie multifactorielle, au sein desquels
I'insulinorésistance et I'obésité occupent une place importante. Quatre-vingt a 90% des

patients en situation d’obésité présentent une NAFLD (25-30% dans la population générale)
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(123). Celle-ci a également été décrite comme plus sévere chez les patients obéses (124).
L'obésité joue a la fois un réle dans la promotion de la stéatose, mais également de sa
progression vers la NASH. Brievement, la lipotoxicité et la glucotoxicité, notamment favorisées
par un régime riche en lipides et en glucides, jouent un réle central dans le développement de
la stéatose et de la NASH, impliquant des altérations mitochondriales, un stress du réticulum
endoplasmique et un stress oxydant (125). Lorsque les capacités de stockage du tissu adipeux
sont dépassées, comme cela peut étre le cas dans I'obésité, les hépatocytes ont la capacité de
stocker les lipides, principalement sous forme de triglycérides. Ainsi, les acides gras libres
circulants issus de l'alimentation et relargués par le tissu adipeux insulinorésistant sont
stockés sous la forme de dépbts ectopiques dans les tissus périphériques, dont le foie, activant
des signaux inflammatoires qui induisent une lipotoxicité. L'induction de cette stéatose
hépatique favorise ainsi I'inflammation, qui s’"accompagne d’une infiltration hépatique de
cellules inflammatoires principalement macrophagiques, responsables du processus de
fibrose (126). En situation d’obésité, les processus normaux de régénération tissulaire
hépatique sont défaillants, favorisant ainsi I’aggravation de la fibrose (123). La balance entre
les adipokines, hormones sécrétées par les adipocytes dont la leptine et I'adiponectine, et les
cytokines sécrétées par les cellules inflammatoires qui infiltrent le tissu adipeux sont
également impliquées dans la genése de la NAFLD liée a I'obésité. Cette balance est

responsable d’un secrétome plus stéatogene, inflammatoire et fibrogénique (123).

Ainsi, étant donné sa fréquence et sa sévérité, la HAS recommande le dépistage de la
stéatose chez toute personne en situation d’obésité. L'imagerie, notamment I’échographie, et

certains scores (cliniques et biomarqueurs) sont des outils de dépistage efficace, cependant,
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par définition, I'analyse histologique d’une biopsie hépatique reste la méthode diagnostic de
référence de la NAFLD (122). L’activité de la NAFLD est habituellement définie par le score
NAS (pour « NAFLD activity score »), qui prend compte I'étendu de la stéatose, de
I'inflammation lobulaire et le ballooning des cellules; et la fibrose par un score semi

guantitatif de FO (absence de fibrose) a F4 (cirrhose) (127).

La perte de poids s"accompagne d’'une amélioration de la NAFLD. Ainsi, la stéatose
s’améliore dés la perte de 3% du poids du corps, I'inflammation des 5% et la fibrose des 10%
(128). Plusieurs études se sont donc intéressées a I'impact de la chirurgie bariatrique sur la
NAFLD, et ont démontré que la chirurgie bariatrique était associée a une résolution de la
stéatose et de la NASH chez la majorité des patients. Dans une large étude rétrospective de
2942 patients opérés ayant une NAFLD (appariés a 5884 patients ayant une NAFLD non
opérée), le risque de développer une cirrhose était réduit apres chirurgie (hasard ratio 0.31
[1C95% 0.19 — 0.52]) (129). En particulier, une cohorte Lilloise de 381 patients opérés (ayant
une biopsie hépatique en per-opératoire, puis a 1 et 5 ans de la chirurgie) montrait une
diminution du nombre de patients avec stéatose (de 37.4% a 16%) et avec NASH (de 27.4% a
14.2%) a 5 ans de la chirurgie (130). Dans cette étude, une légére mais significative
augmentation de la fibrose (95.7% des patients gardent un score < F1) avait été observée. Plus
tard, sur la méme cohorte, une autre étude avait pour critere de jugement principal la
résolution de la NASH sans aggravation de la fibrose a 5 ans de la chirurgie (64 patients avec
biopsie per-opératoire, 1 et a 5 ans). Dans cette étude, le critere de jugement principal était
atteint chez 84.4% des patients [IC95% 73.1 —92.2%], 90.6% [IC95% 80.72 —96.5] amélioraient

leur score NAS, et 70% [IC95% 56.6 — 81.6] amélioraient leur fibrose (131). La comparaison de
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I’AG et du RYGB dans une autre étude portant sur la méme cohorte montrait que ce dernier
réduisait le nombre de patients avec une NAFLD sévére et améliorait le score NAS de maniere
significativement plus importante (132). Un profil d’insulinorésistance réfractaire a la chirurgie
est associé a la persistance de la stéatose a 5 ans (130), et un IMC réduit de moins de 5% était
associé a une absence de résolution de la NASH (131). Au-dela des effets des chirurgies
bariatriques sur le poids et I'insulinorésistance, les mécanismes suspectés de I'amélioration
de la NAFLD aprés chirurgie bariatrique incluent également une amélioration de

I'inflammation du tissu adipeux et une modification des acides biliaires (133).

4 - Indications de la chirurgie bariatrique en France

Nous venons de décrire I'impact des chirurgies bariatriques sur le poids corporel ainsi que
sur les comorbidités, en particulier métabolique. Il apparait donc que la chirurgie
s’accompagne d’un réel bénéfice, qui doit cependant toujours étre mis en balance avec les
risques encourus par un geste chirurgical réalisé chez une population de patients a risque du
fait des comorbidités associées. Dans cette optique, une bonne sélection des patients, une

information claire et une préparation optimale sont nécessaires.

En France, au moment de I'écriture de ce manuscrit, les recommandations pour la prise
en charge chirurgical de I'obésité ont été publiées par la Haute Autorité de Santé (HAS) pour
la derniere fois en 2009, et devraient trés prochainement étre remises a jour. Ces

recommandations se basent sur un niveau de preuve intermédiaire/faible (avant 2009).
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Il convient de rappeler a nouveau que la chirurgie bariatrique ne se concoit que dans le
cadre d’une prise en charge globale de I'obésité, au sein d’un projet personnalisé pour le
patient, et étre réalisée au sein d’'une équipe pluridisciplinaire. La chirurgie est proposée en
seconde intention aprés échec d’un traitement médical bien conduit pendant 6 a 12 mois
(absence de perte de poids ou échec de maintien de la perte de poids), qui repose sur les
conseils diététiques (avec prise en charge d’éventuels troubles du comportement
alimentaire), I'activité physique et le traitement des comorbidités associées. Elle doit faire
I'objet d’une décision collégiale aprés discussion en réunion de concertation pluridisciplinaire,
toujours chez un patient informé des modalités et des conséquences de la chirurgie et
conscient de la nécessité d’un suivi médical et chirurgical a long terme. Elle est envisagée chez
un patient ayant un risque opératoire acceptable, et ayant un IMC = 40 kg/m?, ou bien avec
un IMC 2> 35 kg/m? associé a au moins une comorbidité susceptible d’étre améliorée aprés la
chirurgie (hypertension artérielle, syndrome d’apnées hypopnées obstructives du sommeil et
autres troubles respiratoires sévéres, désordres métaboliques séveres en particulier diabéte

de type 2, maladies ostéo-articulaires invalidantes, NAFLD).

Pour note, les recommandations récentes des sociétés savantes telles que la Société
Américaine pour la Chirurgie Métabolique et Bariatrique (ASMBS) et la Fédération
Internationale pour la Chirurgie de I'Obésité et des Troubles Métaboliques (IFSO) publiées en
novembre 2022 proposent un élargissement des critéres opératoires, avec pour limite un IMC
>35 kg/m? (en présence ou non de comorbidités), un IMC > 30 kg/m? en présence d’un diabéte
de type 2, et éventuellement un IMC compris entre 30 et 34.9 en cas d’échec d’une prise en

charge médicale bien conduite (37). Il apparait donc que I'aspect métabolique de la chirurgie
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bariatrique puisse étre amené a occuper une place de plus en plus importante dans les années
a venir. Egalement, la place de la chirurgie par rapport aux traitements médicaux de I'obésité
ciblant les hormones incrétines, pour lesquels les résultats sont particulierement prometteurs

(3-5), sera a déterminer.

5 - Apports des modéles animaux en chirurgie bariatrique

La recherche d’une perte de poids maintenue et d’'une amélioration satisfaisante des
comorbidités de I'obésité conduisent a une évolution constante du panel d’interventions
proposé en chirurgie bariatrique. Cette recherche constante d’innovation rend la chirurgie
bariatrique/métabolique indissociable de la notion de chirurgie expérimentale, au sein de
laguelle les modeéles animaux occupent une place centrale. Des 1954, a la naissance de la
chirurgie bariatrique, Kremen et al. avaient observé que chez le chien, I'exclusion de 50 a 70%
de la longueur du gréle conduisait a une perte de poids sans altération du statut nutritionnel
(134). La discussion qui suit cet article présenté la méme année devant I’American Surgical
Association a Cleveland rapporte qu’il avait été souligné a I’époque par I'auditoire que cette
étude sur modele animal apportait les fondations expérimentales nécessaires au concept de
chirurgie bariatrique (134), quelques années avant les premiéres publications chez ’'homme.
Depuis, I'utilisation de modeéles animaux pour la mise au point de nouvelles techniques ou
bien pour mieux comprendre les conséquences physiologiques et métaboliques des

techniques existantes a largement contribué au succes de ces interventions.

Historiquement, les premiers modeles ont essentiellement été mis au point chez les
grands animaux, en particulier pour des raisons techniques et de transposition direct a

I’'homme. Le chien est le premier modele a avoir été utilisé en chirurgie bariatrique dans le
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cadre du bypass jéjuno-iléal (134), puis par Scopinaro pour la mise au point de la BPD (17).
Avant le développement de son application clinique chez ’lhomme par Kuzmak, Wilkinson et
Peloso avaient également décrit pour la premiere fois la pose d’AG chez le chien (135).
Aujourd’hui, le modeéle porcin a cependant surpassé le chien dans son utilisation en chirurgie
bariatrique. Le miniporc, en particulier, du fait de son anatomie et de sa physiologie digestive
proches de 'homme, est considéré comme un modeéle de choix pour I'étude des maladies
métaboliques (136) tout en maintenant un poids de 35-40 kg permettant sa manipulation. Le
miniporc est aujourd’hui couramment utilisé pour I'étude des chirurgies bariatriques (75,131),

et permet également la réalisation de chirurgies sous laparoscopie (137).

Bien qu’ils constituent des modeéles facilement transposables a ’lhomme, I'utilisation de
grands animaux est associée a un co(t élevé, et souffre également d’une acceptabilité variable
de la part du grand public. Ces contraintes ont conduit au développement de modeles de
chirurgies bariatriques chez le rongeur qui sont aujourd’hui les plus utilisés en particulier
depuis le début des années 2000 (138). Le rat et la souris ont I'avantage de permettre la
réalisation d’expériences chez un nombre significatif d’animaux a moindre co(t et permettent
I’étude des effets de la chirurgie bariatrique a une échelle cellulaire, moléculaire et génétique.
Un apport majeur de ces modeles est également la possibilité de comparer les effets de Ia
chirurgie avec ceux d’une restriction calorique équivalente (un groupe dit « pair-fed » dont on
contrble les apports alimentaires qui sont équivalents a ceux du groupe opéré), la
comparaison étant limitée en pratique clinique puisque I'évaluation des apports est
déclarative (139). Cependant I'utilisation de ces modeles est limitée sur le plan technique par

la nécessité de mise en place de techniques microchirurgicales, en particulier chez la souris.

61



Leur régime non omnivore, une dépense énergétique supérieure a ’'homme chez la souris, ou
encore un métabolisme des acides biliaires propre font partie des différences entre le rongeur

et I’humain qui sont des limites de ces modeles.

Malgré ces limitations, de nombreuses transpositions des interventions bariatriques ont
été proposées chez le rat (78,140-143) qui induisent une perte de poids mimant celle
observée chez I'humain, et ont été d’un apport significatif pour I'étude de I'impact
métabolique des chirurgies bariatriques (138). Bien que techniquement plus difficiles a
réaliser, des interventions de chirurgies bariatriques ont également été adaptées chez la
souris. En effet, ce modéele murin présente notamment I'intérét d’'une malléabilité génétique
particuliere qui en fait un modeéle expérimental de choix. La sur- ou la sous-expression
d’acteurs moléculaires dont on suspecte qu’ils peuvent jouer un réle dans les effets induits
par la chirurgie permet de vérifier cette hypothese. Par exemple, le réle de la voie du
récepteur nucléaire farnésoide X (FXR) dans les effets observés aprés SG a pu étre mis en
évidence grace a l'utilisation d’un modele déficient pour FXR (144). La description de
nombreux modeles d’obésité, génétiques ou induits par des régimes, permet également de
remplir les conditions nécessaires a I’étude de I'impact des chirurgies bariatriques. Parmi eux,
on peut citer la souris Ob/Ob qui présente une déficience en leptine résultant d’'une mutation
naturelle, conduisant a une prise alimentaire exagérée qui induit une obésité précoce et
marquée avec une insulinorésistance (145). D’autre part, lorsqu’elles sont nourries ad libitum
avec un régime riche en graisse (régime « high fat ») les souris de la souche C57BI6/)
présentent une obésité associée a des désordres métaboliques (modele dit « DIO » pour

« diet-induced obesity ») (146).
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Parmi les techniques transposées chez la souris, la SG est la plus couramment utilisée, et
est d’une difficulté technique modérée. Plusieurs méthodes de réduction de la taille de
I’estomac ont été décrites, avec utilisation de clips (147) ou d’une suture continue (148-151),
avec ou sans calibration de la taille de I'’estomac restant. Il s’agit d’une intervention courte qui
est associée a une mortalité nulle ou quasi nulle. De facon intéressante, cette intervention
chez la souris DIO est associée a une modification des comportements de prise alimentaire
généralement sans réduction de la quantité journaliere d’ingestas et induit une perte de poids

faible et transitoire (148).

La réalisation du RYGB chez la souris pose des difficultés techniques plus importantes que
la SG, du fait de la nécessité de la réalisation d’anastomoses digestives manuelles. Néanmoins
plusieurs modeles ont également été décrits avec des techniques variables reproduisant les
bénéfices observés en clinique en termes de perte de poids et de bénéfices métaboliques
(148,149,152,153). En particulier, la confection d’une petite poche gastrique est inconstante,
puisqu’elle a été associée a une mortalité élevée (151). C’'est pourquoi il a été proposé soit
une exclusion compléte de I’estomac (avec réalisation d’une anastomose ceso-jéjunale) (151),
soit une anastomose gastro-jéjunale avec ligature du pylore sans confection de petite poche
(148). C’'est cette derniere technique qui est utilisé au laboratoire (Figure 12). A noter qu’une
étude récente comparant des souris DIO opérées d’'un RYGB avec ou sans confection d’une
petite poche gastrique concluait a I'absence de différence entre les deux chirurgies en termes
de perte de poids et de tolérance au glucose, avec néanmoins plus de complications

(obstruction anastomotique) en cas de confection d’'une petite poche gastrique (154). Ces
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différentes interventions sont globalement associées a une mortalité qui se situe

généralement autour de 30%.

Figure 12. RYGB modifié chez la souris, d’apres Blanchard et al. Int J Obes, 2018 (155)

Au-dela de I'apprentissage rigoureux nécessaire au succes de ces chirurgies et a la
survie des animauy, il faut noter I'importance du controle des conditions péri-opératoires
(anesthésie, contréles thermiques, supplémentations pour pallier a la malabsorption) dont
dépendent de maniére significative les résultats de ces expériences. Enfin, il faut également
citer que d’autres chirurgies, notamment I’AG et la BPD, ont également été décrites chez la

souris, la derniere étant associée a une mortalité élevée par malnutrition (151).

Ainsi, au sein d’une prise en charge globale et avec la prise en compte de son rapport
bénéfice/risque, la chirurgie bariatrique apparait comme un traitement efficace de I'obésité
et de ses complications. Les bénéfices métaboliques observés, qui pour la plupart sont en
partie indépendants de la seule perte de poids, en deviennent un aspect central, en témoigne

un élargissement des indications opératoires recommandé par plusieurs sociétés savantes.
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Puisque ces résultats bénéfiques sur le poids, le diabete, la dyslipidémie ou encore la NAFLD
sont variables selon la technique étudiée, les procédures de chirurgies bariatrique sont en
constante évolution. La compréhension des mécanismes qui sous-tendent ces améliorations
semble alors indispensable pour poursuivre la recherche de la ou des procédures les mieux
adaptées a chaque profil métabolique et adapter au mieux les indications opératoires. En
I'absence de modele intégré ex vivo ou in silico permettant d’appréhender les effets de ces
procédures, leur transposition chez I'lanimal, en gardant a I'esprit les limites de ces modeéles,

reste un aspect majeur de ces chirurgies.
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Le SADI-S proposé comme une nouvelle intervention

Parmi les techniques de chirurgie bariatrique récentes, le Single-Anastomosis
Duodeno-lleal bypass avec Sleeve gastrectomie (SADI-S) est considéré comme une chirurgie
prometteuse. Il s’agit d’un modele de chirurgie construite sur I’évolution d’une technique plus
ancienne avec pour but de minimiser les risques et optimiser les bénéfices attendus, et dont
les mécanismes sont encore peu compris et qui est encore a I’étude. Dans ce chapitre, nous

détaillerons son origine, son anatomie et ses résultats attendus.

1 - Le SADI-S, évolution de la BPD-DS

Comme décrit dans le Chapitre 2.3 La diversion bilio-pancréatique (avec duodenal switch), la
BPD-DS est la technique qui conduit a la perte de poids et au taux de rémission des
comorbidités les plus importants. Cependant, deux aspects limitent grandement sa
réalisation : la difficulté technique de cette intervention et le risque important de

malnutrition.

Les mécanismes de la malnutrition dont peut étre responsable la BPD-DS sont
inhérents a son anatomie, et ont été résumés par Scopinaro (156). Les protéines et I'amidon
sont absorbés dans I'anse alimentaire et dans I'anse commune, alors que I'absorption de
graisse, qui requiert les acides biliaires, n‘opere que dans |'anse commune. La BPD
s’accompagne ainsi d’un seuil d’absorption maximale des graisses et de I'amidon (40 g/j et
225 g/j respectivement pour une anse alimentaire de 200 cm et une anse commune de 50 cm

selon Scopinaro (156)). Au contraire, I'absorption protéique reste proportionnelle a la prise
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alimentaire (70% d’absorption avec les longueurs standards). Le risque de malnutrition peut
donc résulter d’un apport protéique insuffisant ou d’une absorption protéique insuffisante
par unité de surface intestinale en cas d’anse alimentaire et/ou commune trop courte. La
solution est alors d’allonger la taille de I'anse commune aux dépens de I'anse biliaire afin
d’augmenter la longueur de gréle impliquée dans I'absorption protéique (156). Dans une
étude de 2016 comparant 36 patients ayant eu une BPD-DS avec une anse commune mesurant
200 cm avec 36 patients dont I'anse biliaire mesurait 100 cm suggérait, pour un taux de
rémission des comorbidités similaires, une réduction de l'incidence des malnutritions
protéiques séveres avec une anse de 200 cm (11 versus 19%), bien que cette différence n’était
pas statistiqguement significative (157). La nécessité d’une supplémentation en vitamine A et

D était en revanche significativement moins fréquente avec I'allongement de I'anse commune.

Le SADI-S (single anastomosis duodeno-ileal bypass with sleeve gastrectomy), a été
proposé pour la premiere fois par Sanchez-Pernaute, Torres et al. en 2007 (33) comme une
évolution de la BPD-DS (Figure 13). Le principe de cette intervention se base sur les
observations décrites précédemment : la nécessité de simplifier la BPD-DS par un montage
chirurgical moins complexe, et d’allonger I'anse commune afin de réduire la malnutrition tout
en conservant une perte de poids importante et un taux élevé de rémission des comorbidités.
L’objectif initial de cette procédure était ainsi de réduire le temps opératoire et simplifier la
chirurgie pour diminuer I'incidence des complications post-opératoires. En comparaison de la
BPD-DS, le SADI-S a été suggéré comme induisant une perte de poids et un taux de résolution
des comorbidités comparable en réduisant les complications post-opératoire et sans

augmenter le risque de malnutrition (158,159). Dans certains cas, le SADI-S peut étre proposé
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comme une seconde intervention chez les patients en échec de perte pondérale aprés SG.
Cependant, dans ce manuscrit, nous nous contenterons de discuter le SADI-S en tant

gu’intervention initiale.

£

alimentary limb = common channeét
200cm

Figure 13. Description du SADI-S telle que proposée initialement par Sanchez-Pernaute, tiré de
Sanchez-Pernaute et al. Obes Surg, 2007 (33)

2 — Technique opératoire du SADI-S

Le SADI-S se caractérise par la réalisation d’un switch duodénal sous la forme d’une
anastomose duodéno-iléale permettant la fabrication d’une longue anse biliaire et d’une anse
commune courte. L'anse commune, dans la description initiale de la technique, mesurait 200
cm (33,160). Elle a par la suite été allongée a 250 cm par les mémes auteurs pour limiter la
malabsorption (161), puis a 300 cm (162). Une sleeve gastrectomie (calibrée a 54 French (33)

ou 42 French (162) ou 46 French (159) selon les auteurs) est également réalisée afin d’assurer
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une composante restrictive. Le montage final est présenté en Figure 14. Dans une étude
observationnelle américaine incluant 437 patients ayant un SADI-S sous laparoscopie, le
temps opératoire moyen était de 67.9 + 16.8 min (163). Au total, la durée d’hospitalisation
moyenne aprées SADI-S était de 2.8 + 2.7 jours (1.6 a 5.0 jours) dans une revue systématique

récente (164).

<+«—— Sleeve gastrectomy

% ‘\\? Anastomose duodeno-iléale

( Anse commune
14\6\‘
j Anse biliaire

Voie bilaire
principale

Caecum |

Figure 14. Montage final du SADI-S. Adapté de Frey et al. J Vis Exp, 2023 (165)

3 — Résultats du SADI-S

2.1 Effets du SADI-S sur la perte de poids

Le SADI-S s’"accompagne d’une perte de poids maintenue sur le long terme. La Table 3
présente les grandes séries de SADI-S réalisé en tant que premiére intervention publiées a ce
jour (une publication par centre) ainsi que leurs résultats en termes de perte de poids. Pour
note, ces études étaient exclusivement observationnelles, avec un suivi qui varie entre un et
dix ans. La majorité des études présentait les résultats en perte de poids total, qui se situait
entre 34 et 57.1% a moyen terme (1 a 6 ans) (166,167). Le suivi le plus long, a 10 ans, a été
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rapporté par Sanchez-Pernaute et al. dans leur derniere étude (168), et montrait une perte de
poids totale de 34.4%. De maniére intéressante, deux études Taiwanaises rapportaient une
perte de poids total plus faible (22.5 et 17.6%, respectivement (169,170)), cependant I'lMC de
départ, autour de 30 kg/m?, était moins élevé que dans les autres études. La perte d’excés de
poids, y compris pour ces deux études, se situait entre 58.6 et 85%. Les échecs, rapportés par

seulement deux études, se situaient entre 11 et 13% (168,171).
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; ) Nombre de . , , IMC post-op Perte de poids total Perte d’exces de poids
Auteur Pays Année Design A L. Suivi (années) IMC pré-op (kg/m?) ) Echecs (%)
patients opérés (kg/m?) (%) (%)
Nelson af 5 i
(172) USA/Brésil 2016 Rétrospective 69 1 - - - 61.6+12.0 -
Mitzman Prospective L
USA 2016 . ) 123 1 Variation : -19.2 £ 0.5 38.8+0.7 723+17 -
(173) multicentrique
Moon (167) USA 2017 Rétrospective 140 2 - - 44.7 74.3 -
Ser (169) Taiwan 2018 Rétrospective 148 5 342+5.9 27.1+49 22.5 58.6 -
Hanipah . Prospective L
Taiwan 2019 i 163 (diabétiques) 2 30.2%5.1 229256 1762+7.8 78.5 -
(170) observationnelle
. Prospective
Finno (174) Espagne 2020 ) 181 2 50.8+6.4 31.6+4.7 37.5+9.6 74.7+17.1 -
observationnelle
Surve (171) USA 2020 Rétrospective 750 6 50+12.6 30.5+6.7 36.2 +10.8 80.7 £27.9 13
Yashkov i i i 226 (révision
Russie 2021 Rétrospective 5 - - 34 65 -
(166) 5.9%)
Pereira Prospective
Portugal 2021 i 83 2 50 32 40 - -
(175) observationnelle
Ozmen . . .
(176) Turquie 2021 Rétrospective 60 1 49 (41-59) - - 81 (53-86) -
Sanchez- X
Prospective
Pernaute Espagne 2022 i 164 10 45.8 28.9 344 80.4 11.6
observationnelle
(168)
Gebelli Prospective
(177) Espagne 2022 observationnelle 44 5 52.4 333 36.0 68.6 -
multicentrique
Pennestri . , . L. Médiane 31
(178) Italie 2022 Rétrospective 121 (24 révisions) X 52.3 (48.8 -57.1) 29.0 (25.1-35.7) 57.1(43.3-71.3) 79.8 (55.2-91.5) -
mois
Lind (179) USA 2022 Rétrospective 240 2 - - 36.9 67.1 -

Table 3. Revue des grandes séries de SADI-S en tant que premiere intervention (une étude par centre) avec impact de la chirurgie sur le poids corporel
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2.2 Complications post-opératoires du SADI-S

Un élément du rationnel qui a conduit a la proposition du SADI-S comme une nouvelle
intervention était la réduction attendue du taux de complications post-opératoire, d’'une part
en réduisant le temps d’opération, et d’autre part par une simplification du montage

anatomique qui ne nécessite qu’une seule anastomose digestive.

2.2.1 Complications post-opératoires précoces (< 30 jours)

Dans son dernier rapport, I'équipe de Torres et al. a qui revient la description initiale
de la technique et montre I'exemple d’une équipe entrainée, rapportait chez 164 patients un
taux de complications chirurgicales de 6% (10/164) aprés SADI-S, incluant une fistule
gastrique, deux fistules anastomotiques, une perforation du gréle, trois hémopéritoines, deux
éviscération sur un orifice de trocart et un abcés intra-abdominal ayant conduit a une
consultation aux urgences apreés la sortie d’hospitalisation (168). Cing patients avaient été
repris au bloc opératoire (3%), et un avait recu un traitement endoscopique. Au moins une
complication médicale avait été observée chez 1.8% des patients (3/164). Ces résultats sont
en accord avec ceux de I'équipe américaine de Cottam et al. qui rapportaient 7.8% de
complications post-opératoires précoces sur une série de 750 patients (180), la complication
la plus fréquente étant les nausées/vomissements. Dans une méta-analyse récente incluant
16 études (3319 patients), le SADI-S réduisait le taux de complications post-opératoires
précoces (odds ratio 0.69, p = 0.06) en comparaison des autres chirurgies malabsorptives

(181). Au totale, on estime la mortalité précoce aprés SADI-S autour de 0.1% (164,180).
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Une des complications spécifiques du SADI-S est le remplissage de I'anse afférente, ou
syndrome de I'anse afférente, qui consiste en une distension de I'anse biliaire (afférente a
I’'anastomose), comme montré en Figure 15 aprés ingestion de produit de contraste,
responsable de nausées et douleurs abdominales (182). Cette complication résulte d’un
obstacle d’un écoulement de la bile a travers I'anastomose, soit du fait d’'une sténose
anastomotique, soit d’'une mauvaise position d’une des anses par rapport a la suture (qui peut
étre secondaire a des remaniements fibreux post-opératoires) qui réalise alors un coude
génant la vidange de I'anse biliaire. Sa correction impose une reprise chirurgicale pour lever

I'obstacle (182).

Stomach
(sleeve)

Figure 15. Opacification digestive haute montrant une distension de I'anse biliaire (afferent limb) et une faible
opacification de I'anse commune (efferente limb) témoignant d’un syndrome de I'anse afférente. Tirée de
Surve et al. Surg Obes Relat Dis, 2016 (182).
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2.2.2 Complications tardives

La complication a long terme la plus fréquente retrouvée dans la littérature apres SADI-
S est la diarrhée, rapportée par 1 a 2% des patients (162,164,171). Il ne semble pas surprenant
gu’une anse commune courte puisse favoriser I’existance d’une diarrhée, bien que le nombre
de mouvements intestinaux soit peu augmenté apres SADI-S (2.1 a 2.5 par jours (158,162)), ce
qui suggere une diarrhée d’origine malabsorptive (voir plus bas) plutét que motrice. Aucune
mesure directe du transit n’a cependant été réalisée a ce jour chez des patients aprés SADI-S
pour confirmer cette hypothése. L'existence de cette diarrhée huileuse semble étre
directement liée a la longueur de I'anse commune, puisque son allongement a 300 cm (au lieu
des 200 cm décrits initialement) réduisait considérablement cette complication dans une
étude de Cottam et al. (183). Il apparaissait que le seul patient dans cette étude a présenter
cette complication avait eu une erreur de mesure de I'anse (160 cm), dont la correction

(allongement a 450 cm) avait fait disparaitre les symptoémes.

Les autres complications chirurgicales a long terme décrites apres SADI-S (infections
cicatricielles, fistules anastomotiques, lachage du moignon duodénal, abces) étaient chacune
présentées par moins de 1% des patients dans une méta-analyse récente incluant 14 études
(1086 patients) (164). La préservation du pylore et des 4 premiers centimétres du duodénum
réduit théoriquement le reflux biliaire, qui est une complication commune du RYGB. En effet,
une étude incluant 1328 patients rapportait une fréquence de reflux de 0.1% apres SADI-S
(184). Un seul cas de hernie interne a été décrit (185), le risque vasculaire étant minime

puisque les procédures en oméga ne nécessitent pas d’ouverture du mésenteére, et I'espace
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est alors large. Au total, un taux ré-opérations a long terme de 5.3%, et une mortalité a long

terme de 0.4% ont été décrits (164).

Une des préoccupations majeures aprés SADI-S, qui limite I'utilisation de la BPD-DS,
est naturellement le risque de malnutrition. La connaissance du risque de malnutrition dans
la littérature est limitée par le fait que peu rapportent le statut nutritionnel pré-opératoire.
Globalement, I'étude de la littérature suggere un taux de dénutrition protéique apres SADI-S
situé entre 8 et 34% (162,163,183,186,187), avec un taux de dénutrition clinique décrit allant
jusqu’a 8% (160). Dans la série de Torres et al., 4.3% des patients étaient réopérés pour
dénutrition sévere. Une étude rétrospective récente avec un recul de 4 ans montrait que la
protéinémie et I'albuminémie diminuaient de maniére importante la premiére année avec un
nadir a 12 mois, suivi d’une remontée avec une stabilisation (187). Par ailleurs, les déficiences
les plus fréquemment observées a 5 ans concernaient les vitamines A et D, calcium, le
sélénium et le zinc (168,188), bien gu’elles étaient grandement améliorées apres un suivi de
10 ans (168). Ces observations soulignent I'importance d’une supplémentation prolongée.
Cependant l'interprétation de ces résultats est difficile puisque le risque de malnutrition
apparait proportionnel a la longueur de I'anse commune, et que la plupart des séries incluent
a la fois des patients opérés avec une anse commune courte (200 cm comme décrit
initialement), et des patients opérés plus récemment ayant une anse commune plus longue.
Une étude rétrospective récente avec un recul de cinq ans comparant 17 SADI-S dont I'anse
commune mesurait moins de 250 cm avec 12 SADI-S dont I’'anse commune mesurait plus de
250 cm montrait une réduction des malabsorptions séveres avec la 2¢ technique sans impact
sur les bénéfices métaboliques (189). Surve et al. rapportent ainsi un taux nul de dénutrition

clinique en réalisant une anse commune mesurant 300 cm (188).
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En cas de malabsorption sévéres, qui résulte souvent d’'une mauvaise mesure de I'anse
commune, il est possible d’allonger la longueur de cette derniere. Certains ont également
proposé la conversion du SADI-S en techniques moins malabsorptive, (bypass duodéno-jéjunal
avec sleeve gastrectomie ou bypass gastrique), qui pourrait résoudre les symptémes liés a la

malabsorption au prix d’un risque de reprise pondérale (190).

2.3 Résultats métaboliques du SADI-S

2.3.1 SADI-S et homéostasie glucidique

Les données de la littérature rapportent un taux de rémission du diabéte de type 2
apres SADI-S se situant entre 38.0 et 93.4% (Table 4). A noter, seule I'étude de Hanipa et al.
rapportait un taux de rémission inférieur a 50%, bien que la glycémie a jeun et I’'hémoglobine
glyquée (HBA1lc) moyennes étaient significativement diminuées aprés chirurgie (170). Pour
note, il s’agit également de I'’étude dans laquelle le SADI-S entrainait la perte de poids la moins
importante en relation avec un IMC pré-opératoire plus bas (Table 3). Lorsque ces résultats
sont rapportés, le SADI-S était accompagné d’une diminution de la glycémie et de I'insulinémie
a jeun moyennes, de I'HbAlc moyenne ainsi que de lI'index HOMA-IR, suggérant une

amélioration de I'insulino-sensibilité, avec un suivi entre 1 et 6 ans.
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Nombre d s Glycémie a jeun (mg/dL) Insulinémie a jeun (mU/L) HbA1lc (%) HOMA-IR
ombre de uivi Proportion a
Auteur . L. , ) po'r ‘ona Rémission DT2
patients opérés (années) I'inclusion DT2
Pré-op Post-op Pré-op Post-op Pré-op Post-op Pré-op Post-op
77% (+19.3%
Surve (171) 750 6 40% °,( L, 0 118 £ 56 93.8+33.4 38.3 £ 70.6 12.5+32 6.5+4.8 5.2+0.8 - -
améliorés)
Moon (167) 140 2 27.9% 76.9% - - - - 6.61.5 5.1+ 0.4 (p<0.0001) - -
50% (+33.3%
Nelson (172) 69 1 26.1% °,( U . 2 2 . . 2 = .
améliorés)
Torres (158) 97 3 91.5% 75.8% 97.6 8.6 82.4+14.1 25445 53+29 7.5+1.7 5.2+0.2 8.6+5.5 1.6+0.7
Gebelli (177) 44 5 - 85.7% - - - - = - - -
Pennestri 121 (24 62.5 (+31.1%
T 2 11.6% Lo - - - - 6.4 (6.1-6.4) 4.9 (6.2-7.0) - -
(178) révisions) améliorés)
4.69+0.5
Pereira (175) 83 2 18.7% - 106.4 £ 3.7 82.1+2.0(n=22) 21.8+1.43 (n=14) 5.87 £0.13 5.03 £ 0.15 (n=15) - -
Finno (174) 181 2 35.4% 85.7% - - - - - - - -
52.5% 105.6 + 23.9 3.6+10.1
Ser (169) 148 1 79.7% (+amélioration 168.5 £ 67.1 DU - - 8.8+1.6 6.2 £ 0.9 (p<0.001) 12.8+16.3 o
(p<0.001) (p<0.001)
26.2%)
38% (+16% 112.5 +60.7
Hanipah (170) 163 2 100% °,<, o7 174.7 + 61 - - 88+18 6.37 + 1.97 (p<0.001) - -
améliorés) (p<0.001)
Yashkov 226 5 35.4% 93.4% (+6.6%
(166) e améliorés)
155.3
Ozmen (176) 60 1 78% - (134.1- 81.4 (74.0-101.0) 16.1 6.2 8.6 (4.9-9.6) 5.1(4.8-5.6) 6.2+5.1 1.4+0.9
223.1)

Table 4. Impact du SADI-S sur le ’'homéostasie glucidique dans les grandes séries publiées (une étude par centre). DT2 : Diabete de type
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Contrairement a la dyslipidémie, les mécanismes qui sous-tendent les effets bénéfiques
du SADI-S sur ’homéostasie glucidique ont fait I'objet d’études, et plusieurs mécanismes ont

été proposés.

L’anse commune courte du SADI-S pourrait étre associée a une réduction de I'absorption
intestinale du glucose. Cette hypothése est supportée par I’observation que chez des patients
non diabétiques, la tolérance au glucose était légerement mais significativement moins
améliorée apres SADI-S (9 patients) qu’aprés BPD-DS (9 patients) dont I'anse commune est
plus courte, pour une perte de poids, un HOMA-IR (reflétant I'insulino-sensibilité) et un
HOMA-B (reflétant la fonction des cellules B du pancréas) comparables (175). De plus, comme
proposé par Sanchez-Pernaute et al., le court-circuit du duodénum et du jéjunum, inhérent au
montage chirurgical du SADI-S, pourrait réduire d’autant plus I'absorption intestinale du
glucose, dont les transporteurs impliqués dans I'absorption sont majoritairement localisé dans
le jéjunum (168). Cependant, aucune étude fonctionnelle ne démontre a ce jour 'importance

de la réduction de I'absorption intestinale sur les améliorations observées.

Plusieurs arguments plaident également en faveur d’une amélioration de l'insulino-
sensibilité apres SADI-S. En effet, plusieurs études chez I'homme (158,169) et chez le rat (191)
montraient que I’'HOMA-IR était significativement diminué aprés SADI-S. Chez 9 patients ayant
eu un SADI-S, Sessa et al. ont montré une amélioration des résultats d’un test de tolérance
oral au glucose apres chirurgie (moyenne 8.3 + 3.6 mois) par rapport au test pré-opératoire
(192). De maniére intéressante cette amélioration de la tolérance au glucose s’accompagnait
d’une disparition de 'augmentation de la sécrétion d’insuline pendant ce test, ce qui pourrait

suggérer une amélioration de linsulino-sensibilité aprés chirurgie, bien qu’une part
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significative de la réduction de I'absorption intestinale ne soit pas exclue. Cette amélioration
semblait indépendante de la perte de poids puisqu’elle était observée dés 2 mois apres
chirurgie, donc avant la survenue d’une perte de poids significative. Chez des rats rendus
diabétiques par administration de streptozotocine (qui détruit les cellules B du pancréas), le
SADI-S améliorait 'THOMA-B, et pourrait donc également améliorer la fonction des cellules B

(191).

L’exposition des nutriments dans I'intestin distal de maniere tres précoce dans le SADI-S
pourrait également réguler les hormones incrétines (hypothése du « hindgut »). Cependant,
I’effet du SADI-S sur la sécrétion des incrétines et en particulier du GLP-1 reste controversée
et a trés peu été étudiée. En effet, chez le rat diabétique (modeéle streptozotocine), une
augmentation de la concentration plasmatique de GLP-1 a I'état basal (193) ou une absence
variation a |’état basal et lors d’un test de tolérance orale au glucose (191) ont été rapportées
par rapport a un groupe Sham. Chez ’lhomme, seule une comparaison avec la BPD-DS a été
réalisée a ce jour, suggérant que le SADI-S (9 patients) était associé a une augmentation de la
concentration plasmatique de GLP-1 supérieure a la BPD-DS (9 patients) aprés un repas mixé
standardisé, sans différence entre les groupes a I'état basal (175). Les concentrations de GIP

et de PYY n’étaient pas différentes entre les groupes dans cette étude.

2.3.2 SADI-S et dyslipidémie

Le SADI-S s’accompagne d’un effet bénéfique important sur le métabolisme lipidique,
et d’'un taux élevé de rémission de la dyslipidémie défini par un bilan lipidique normal en
I’absence de traitement, en accord avec les recommandations (194). Comme montré en Table
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5, ce taux de rémission se situe entre 50 et 100% sur un suivi qui s’étale entre 1 et 10 ans dans
les grandes séries publiées. Le SADI-S s"accompagne en particulier d’une diminution soutenue
de la triglycéridémie, de la cholestérolémie et du LDL-C plasmatique, ainsi que d’une

augmentation du HDL-C dont la significativité statistique est inconstante (Table 5).

Cependant, les mécanismes mis en jeu qui conduisent a cet effet bénéfique majeur

du SADI-S ne sont bien connus. Leur étude est un des objectifs de ce travail de thése.
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Triglycéridémie (mg/dL)

Cholestérol total (mg/dL)

HDL-C (mg/dL)

LDL-C (mg/dL)

Auteur Nombre de Suivi Rémission
patients opérés (années) dyslipidémie (%) Pré-op Post-op Pré-op Post-op Pré-op Post-op Pré-op Post-op
66.4%
Surve (171) 750 6 L, 170.9 £ 126.9 97.4 £39.2 179.2 £ 40 146.0 £ 43.6 - - - -
(+25% améliorés)
52.6+14.7 106.3 + 66.5+21.3
Moon (167) 140 2 - 155 + 110 83 + 33 (p<0.001) - - 44.9+11.2
(NS) 28.6 (p<0.0001)
50% (+33.3%
Nelson (172) 69 1 S = - - B - - _ _
améliorés)
sanchez- 72% ¢ 190 (110 166 (100 105.2 (35
Pernaute 164 10 ° en pre-op 183 (50-799) 113 (49-362) 47.8(23-82) 54.4 (31-92) ' 90.6 (21-172)
53.8% a 10 ans 313) 264) 197)
(168)
Gebelli (177) a4 5 73.3% B _ _ _ _ _ _ -
Pennestri 121
L 2 - 109.0 (79.5-190.5) 69.5 (61.3-81.3) - - - - - -
(178) (24 révisions)
. 173.8+8.1
Pereira (175) 83 2 - 128.7+7.0 76.2 £ 9.3 (n=18) 187.9+4.0 (n=37) 50.8+1.9 62.9 £ 5.6 (n=18) - -
Finno (174) 181 2 72.9% - - - - - - - -
191.8 + 179.8 +32.9 51.0+14.7 116.4 105.4 +33.2
Ser (169) 148 1 = 247.9 +190.2 96.7 + 46.8 (p<0.001) 43.1+8.8
419 (p<0.001) (p<0.001) 31.4 (p=0.082)
Hanipah 163
o 2 96% - - - - - - - -
(170) (diabétiques)
Ozmen (176) 60 1 100% - - - - - - - -

Table 5. Impact du SADI-S sur le métabolisme lipidique dans les grandes séries publiées (une étude par centre).

81



2.4 Comparaison des résultats du SADI-S et du RYGB

Bien que le RYGB soit considéré aujourd’hui comme le Gold Standard des interventions de
chirurgies bariatriques, aucune étude interventionnelle n’a a ce jour directement comparé
SADI-S et RYGB. Les résultats des études observationnelles publiées a ce jour sont résumées
dans la Table 6. Toutes hormis une (195) étaient des études rétrospectives, et le suivi s’étale
entre 30 jours et 5 ans apres la chirurgie. D’'une maniéere générale, le SADI-S s’"accompagnait
d’'une perte de poids au moins équivalente (183,195) sinon supérieure au RYGB
(158,180,196,197). En comparaison a 'OAGB, I'étude de Ozmen et al. montrait une perte
d’exces de poids sensiblement inférieure aprés SADI-S, cependant I'IMC moyen avant
chirurgie était significativement différent entre les groupes, ce qui limite la comparaison (49
kg/m? dans le groupe SADI-S versus 52.7 kg/m? dans le groupe OAGB, p<0.05). Aucune
comparaison directe du taux d’échec a long terme (perte d’exces de poids <50%) n’a été
publiée a ce jour. Cependant, les taux d’échecs a long terme discutés par Surve et al., basés
sur les résultats de la littérature, vont de 14.6 a 35% aprés RYGB et 13 a 17% apres SADI-S

(188) (Figure 16) et pourraient donc étre en faveur du SADI-S.

82



0
=i 59.60%

50.00% -

40.00% -

Failure rate

30.00% -

i 30.40%*\\
20.00% 1 23 5004 ~

10.00% - 14.60%

0.00% 4 . - -
AGB SG RYGB SADI-S

Fig. 1. Long-term failure rates with AGB, SG, RYGB, and SADI-S. Abbre-
viation: AGB = adjustable gastric banding; SG = sleeve gastrectomy;
RYGB = Roux-en-Y gastric bypass; SADI-S = single-anastomosis duo-
deno-ileal bypass with sleeve gastrectomy.

Figure 16. Taux d’échec des différentes procédures de chirurgie bariatrique.
D’apres Surve et al. Surg Obes Relat Dis, 2020 (171).

La différence du taux de complications post-opératoires a court et long termes entre
SADI-S et RYGB est plus controversée et varie entre les études. |l serait logique de penser
gu’étant donné son montage chirurgical simplifié par rapport au RYGB, le taux de
complications post-opératoires puisse étre plus faible aprés SADI-S (Table 6). Pourtant, I'étude
la plus large comparant SADI-S (501 patients) et RYGB (46874 patients) mettait en évidence
un taux de complications séveres a court terme (<30 jours) non significativement différent
entre les deux groupes, et un taux de reprise chirurgicale précoces (5.0% versus 2.6%,
p<0.001) et une mortalité (0.6 versus 0.1%, p=0.004) plus élevés aprés SADI-S. Néanmoins,
cette étude souligne également le fait que les patients opérés d’un SADI-S ont un terrain plus
arisque de complications, avec un IMC supérieur, un score ASA (score de la Société Américaine
d’Anesthésie qui évalue I’état physique) plus élevé et plus de comorbidités métaboliques que
les patients opérés d’un RYGB (198). Lorsque les patients étaient appariés sur I'lMC et le sexe,

le taux de complications précoces (3.7% versus 29.6%, p<0.001) et tardives (16.7% versus
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63.0%, p=0.004) ainsi que le taux de réopérations (4.0% versus 19.0%, p=0.032) étaient tres
significativement plus faibles aprés SADI-S qu’aprés RYGB dans une étude de Cottam et al.
(183). Les autres études de ce groupe rapportaient des résultats comparables (180,196). Si le
SADI-S semble associé a un taux moindre de complications post-opératoires, il est néanmoins
probable que I'expérience soit un facteur majeur, bien qu’aucune étude ne le démontre a
I’heure actuelle. Concernant le risque de carences vitaminiques, I'étude de Enochs et al. qui
comparait 160 patients ayant eu un SADI-S avec 270 patients ayant eu un RYGB, ne montrait
pas de différence significative des concentrations sanguines des vitamines A, D, E, K et B12 ni

de ferritine, fer et albumine entre les deux procédures a 6, 12 et 24 mois (197).

La comparaison des effets de ces chirurgies sur la dyslipidémie a peu été rapportée a
ce jour (Table 6). Si I'étude du Huang et al. ne montrait pas de différence significative du taux
de rémission de la dyslipidémie entre SADI-S et RYGB, ces résultats concernent une population
particuliere de patients avec un IMC moyen avant chirurgie inférieur a 30 kg/m? (27.8 kg/m?
dans le groupe RYGB versus 28.2 kg/m? dans le groupe SADI-S) et ne sont donc pas
généralisables (195). A I'inverse, I’équipe de Torres et al. montrait un taux de rémission de la
dyslipidémie plus important aprés SADI-S aprés 3 ans de suivi (83 versus 45%, p=0.0001) (158).
Dans cette étude, le SADI-S réduisait les concentrations plasmatiques de cholestérol total, de
LDL-C et de triglycérides de fagon plus importante que le RYGB. En revanche la concentration
plasmatique de HDL-C n’était pas modifiée apres SADI-S. Au total, les données disponibles
suggerent un effet plus important du SADI-S en comparaison du RYGB sur le métabolisme

lipidique.
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Réopérations

Rémission

, R Nombre de Suivi Perte de poids total Perte d’excés de Complications Complications Réopérations . . Rémission
Auteur Année Design ) . . court terme dyslipidémie
patients (années) (%) poids (%) court terme (%) long terme (%) %) long terme (%) (%) DT2 (%)
0 (]
Cottam il Rétrospective SADI-S : 54 e 41% (95%Cl 39.3-42.7) 3.7 16.7 4%
i - - -
(183) Patients appariés RYGB : 54 39.6% (36.6-42.6) NS 29.6 p<0.05 63.0 p<0.05 19% p=0.032
Huang 2016 Prospective SADI-S : 30 1 259 13.3 16.6 6.7 44.4 46.7
(195) observationnelle RYGB : 30 26.6 p=0.77 3.3NS 40.0 p=0.08 6.7 50.0 p=0.98 53.3 p=0.80
Torres , X SADI-S : 149 35.5+/-6.7 83 75.8
2017 Rétrospective 3 - - - - -
(158) RYGB : 106 30.3+/-7.1 p=0.02 45 p=0.0001** 55.2 p=0.04
Cottam , . SADI-S : 341 86.1+/-27.5 20 21 2.3% 5.57 93
2018 Rétrospective 3 - -
(196) RYGB : 457 79.9 +/- 25.1 NS 36* 59 p<0.05 4.8% NS 13.7 P<0.05 69 p=0.004
Enochs X . SADI-S : 160 36.8 88.6 +/-20.0
2019 Rétrospective 2 - - - - - -
(197) RYGB : 270 25.6 78.3 +/-22.6
Ozmen , ) SADI-S : 60 81 (53-86) 100
2020 Rétrospective 1 - - - - - -
(176) OAGB : 200 83.3 (69-85) 97
Surve S Rétrospective SADI-S : 61 5 37.9+/-4.9 73.5+/-9.7 9.8 19.6. 0 14.7
(180) Patients appariés RYGB : 61 32.5 +/- 7.5 p<0.001 62.4 +/- 12.3 p<0.001 8.1p=1.00 62.2 p<0.001 3.2 p=0.48 39.3 p=0.004
Verhoeff 3 . SADI-S : 501 . 10.6 5.0
2022 Rétrospective 30 jours - - - - - -
(198) RYGB : 46874 8.3 NS*** 2.6 p<0.001

Table 6. Résultat des études comparant bypass gastrique et SADI-S.

* Les complications classées Dindo-Clavien I-llla étaient significativement plus rares apres SADI-S qu’aprés RYGB.

** Définie par LDL-C < 100 mg/dL

*** Complications séveres, définies par : complications cardiaques, pneumonies, insuffisance rénale aigue, réopérations, réinterventions, thrombose veineuse, infection
profonde, désunion de cicatrice, sepsis, intubation, fistule, saignement, coma > 24h, accident vasculaire cérébral.
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Les études comparatives rapportent un taux de rémission du diabete supérieur aprés
SADI-S (75.8 a 100%) comparé au RYGB (55.2 a 97%) (Table 16), hormis dans I'étude de Huang
et al., ce qui peut étre expliqué par les raisons citées précédemment. En particulier, sur le plan
fonctionnel, I'étude du groupe de Marco Rafaelli qui comparait les résultats du test de
tolérance au glucose de 9 patients apres SADI-S avec 11 patients aprés RYGB montrait que,
bien que la tolérance au glucose fut améliorée dans les deux cas, le SADI-S conduisait a un
meilleur controle de la glycémie aux temps précoces que le RYGB, et moins d’épisodes
d’hypoglycémies puisqu’il ne causait pas de réponse hyperinsulinémique (192). Cette
observation a conduit les auteurs a émettre I’hypothése que les effets du SADI-S sont liés a
une restauration de la sensibilité a I'insuline et non a une majoration de I'effet incrétine
comme aprés RYGB. En ce sens, chez le rat, Wang et al. ont montré que seul le RYGB (et non
le SADI-S) augmentait la concentration plasmatique de GLP-1 lors d’un test de tolérance orale
au glucose (191), bien que la tolérance au glucose ait été améliorée de la méme maniere dans

les deux groupes dans cette étude.

Au total, le SADI-S apparait comme une intervention prometteuse qui pourrait étre
proposée comme une alternative au RYGB puisqu’elle pourrait conduire a une perte de poids
supérieure avec un effet métabolique plus important, en particulier chez les patients avec les
IMC les plus élevés. Ainsi, la Fédération Internationale pour la Chirurgie de I'Obésité et des
Maladies Métaboliques (IFSO) reconnait dans son dernier rapport sur le SADI-S mis a jour en

2021 la perte de poids significative et les bénéfices métaboliques a moyen terme de cette
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chirurgie, cependant elle souligne également le manque de données per-opératoires et sur le

long terme (199).

Une étude randomisée francaise multicentrique, dont I'objectif principal est de
démontrer la supériorité du SADI-S sur le RYGB, est en cours au moment de la rédaction de ce
manuscrit (NCT03610256, (200)) et devrait apporter un rationnel scientifique plus solide a la
pratique du SADI-S. D’autre part, s’il est possible que des mécanismes spécifiques soient mis
en jeu suite a cette chirurgie qui pourraient expliquer cet effet métabolique important, ceux-
ci sont trés peu connus, et leur connaissance pourrait permettre de mieux guider les
indications opératoires. Chez I'animal, seul un modele de SADI-S chez le rat a pour l'instant
été publié (201), cependant un modeéle chirurgical chez la souris, qui facilite notamment
I’étude de cibles moléculaires spécifiques du fait de sa malléabilité génétique, n’a encore été

décrit.

L’un des objectifs de ce travail de thése est la mise au point, pour la premiére fois,
d’un modéle de SADI-S chez la souris, puis la comparaison avec le RYGB sur modéle murin
afin d’étudier les mécanismes moléculaires mis en jeux conduisant a I'amélioration du

métabolisme glucido-lipidique.
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Le métabolisme du cholestérol

L'amélioration de la dyslipidémie, et en particulier du métabolisme du cholestérol, est
un des résultats métaboliques attendu des chirurgies bariatriques néanmoins peu étudié. Pour
comprendre ces améliorations, il est nécessaire de comprendre la régulation du cholestérol
dans l'organisme. L'objectif de ce chapitre est de rappeler les principaux aspects du

métabolisme du cholestérol ainsi que certains de ses principaux acteurs.

1 - Structure, fonctions et régulation du cholestérol dans I'organisme

Le cholestérol est le lipide de la famille des stérols le plus abondant dans I'organisme,
présent au sein de tous les tissus animaux. Il s’agit d’'une molécule polaire qui contient 27
atomes de carbone, dont la structure (Figure 17) est composée d’un noyau stérane (ou
cyclopentano perhydro phenanthréne, comme tous les autres stérols) auquel est attachée
une chaine carbonée latérale en position C17 (constituant la partie hydrophobe), ainsi qu’une

téte polaire constituée par une fonction hydroxyle (hydrophile) en position C3.

Fonction Noyau stérane
hydroxyle

Figure 17. Structure du cholestérol. Le noyau stérane est composé de 4 cycles carbonés (notés A, B, C et D)
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La fonction hydroxyle en position C3 a la capacité de former des esters avec les acides
gras sous l'action d’enzymes du réticulum endoplasmique appelées Acyl-coenzyme A
:cholestérol acyltransférase (ACAT, aussi appelées stérol O-acyltransférases ou SOAT) dont il
existe deux isoformes (ACAT1 et ACAT2). On parle alors de cholestérol estérifié, totalement

hydrophobes, par opposition au cholestérol libre.

Le cholestérol est une molécule essentielle au fonctionnement de I’organisme. Sous sa
forme libre, il est un composant majeur des membranes cellulaires et des organites, dont il
diminue la fluidité, en plus d’étre le précurseur de nombreuses molécules comme les
hormones stéroides et les sels biliaires. Sous sa forme estérifiée, il est essentiellement localisé

dans le cytoplasme au sein de vacuoles lipidiques, ou au coeur des lipoprotéines.

La concentration du cholestérol dans le plasma résulte d’un équilibre entre les voies

d’apport, de son transport plasmatique, et de ses voies d’épuration (Figure 18) :

- Lapport du cholestérol a l'organisme est assuré par les apports exogenes
(alimentation), sa synthése endogéne et la réabsorption du cholestérol épuré par le
cycle entéro-hépatique

- Le transport plasmatique est assuré par les lipoprotéines, et se divise en trois grandes
voies :

o De l'intestin vers le foie : la voie exogene (entéro-hépatique)
o Du foie vers les tissus périphériques : la voie endogene

o Des tissus périphériques vers le foie : la voie du transport inverse
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- L’épuration du cholestérol mets en jeu deux voies principales :
o Lavoie hépato-biliaire (efflux du cholestérol et synthése d’acides biliaires)

o L’excrétion transintestinale du cholestérol (ou TICE)

Excrétion trans-intestinale

Cholestérol
circulant

Apports
exogénes

o .
Absorption /?Y mh?se A —
intestinale | endogéne A ‘
. 1 \ )
Al .
Voie exogéne v&i;//,
N

Muscles Tissu adipeux

Cycle entéro- squelettiques

hépatique

Intestin
Epuration biliaire

Figure 18. Vue synthétique des voies d’apport, transport et d’élimination du cholestérol dans I'organisme

L’'ensemble de ces voies ainsi que les acteurs impliqués seront détaillés au sein des chapitres suivants.

2 - Apport du cholestérol dans I’organisme

2.1 Biosyntheése endogéne

La synthése endogéne (Figure 19), qui représente environ 2/3 des apports (0.6 a 1.5
g/j), a lieu principalement dans le foie, mais aussi dans l'intestin ainsi que dans d’autres
organes stéroido-formateurs (corticosurrénale, gonades). Les atomes de carbone de la
molécule de cholestérol proviennent de trois molécules d’acétyl coenzyme A (acétyl CoA),
dont la condensation conduit a la formation d’hydroxy-méthyl-glutarate (HMG). L’étape
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suivante, qui est la réduction de I'HMG (couplé au coenzyme A) en mévalonate qui contient 6
atomes de carbone, est catabolisée par I’hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase (HMG-CoA
réductase). 'HMG-CoA réductase est I'enzyme limitante de la synthese du cholestérol, et est
également la cible des statines (202). Son expression et son activité sont donc des marqueurs
majeurs de la synthése du cholestérol. Par la suite, I'ajout de groupements phosphate et la
perte d'un groupement carboxyle du mévalonate conduisent a la formation d’isopréne
(isopentényl pyrophosphate). La condensation de deux molécules d’isoprénes activées
(géranyl pyrophosphate) avec un troisieme isopréne forme du farnésyl pyrophosphate, dont
la condensation avec une molécule forme un composé a 30 carbones, le squaléne. C'est sous
I'action de la squaléne cyclase que le squaléne sera cyclisé et trois carbones enlevés, pour
aboutir a la molécule de cholestérol. Pour note, le dosage plasmatique du lathostérol,
intermédiaire de la synthése du cholestérol, peut étre utilisé en clinique comme marqueur de

la synthése du cholestérol.

Acétyl-CoA
v

Acétoacetyl-CoA

v
HMG-CoA
HMG-CoA v
réductase .
Mévalonate
/ 4
: Mévalonate pyrophosphate
Statines |

Isopentényl pyrophosphate

.

Géranyl pyrophosphate

!

Farnésyl pyrophosphate

|

Squaléne

|

Lanostérol

:

Lathostérol

v

Cholestérol

Figure 19. Biosynthése endogéne du cholestérol
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Bien que toutes les cellules de I'organisme soient capable de synthétiser du
cholestérol, le foie est quantitativement I'organe responsable de la majorité de la synthése du
cholestérol de 'organisme. Sa régulation fait principalement intervenir I'enzyme limitante,
I’THMG-CoA réductase. Cette régulation implique un rétrocontrole négatif de I'expression et
de I'activité et une augmentation de la dégradation de 'THMG-CoA réductase par le cholestérol
et les métabolites du mévalonate. En particulier, les facteurs de transcription de la famille
SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Protein) y jouent un role central. SREBP-2
notamment, qui est un régulateur majeur du métabolisme du cholestérol, induit I'expression
de plusieurs enzymes impliqguées dans la biogenése du cholestérol, dont I'HMG-CoA

réductase.

2.2 Apports exogenes et absorption intestinale

L’apport alimentaire représente environ 1/3 des apports (0.3 a 0.8 g/j), les aliments les
plus riches étant le jaune d’ceuf, les abats et les crustacés. Le cholestérol contenu dans
I'alimentation est alors absorbé par les entérocytes, accompagné par le cholestérol contenu
dans la bile (cycle entéro-hépatique, 0.8 a 1.2 g/j) et issu du renouvellement des cellules

épithéliales intestinale, principalement dans le duodénum et le jéjunum proximal (203).

Dans la lumiére intestinale, le cholestérol est peu soluble en solution aqueuse. Les
acides biliaires, qui sont des molécules amphiphiles, permettent la solubilisation du
cholestérol au sein de micelles, aux cOtés des autres lipides présents dans la lumiére

intestinale (204). Les acides biliaires apparaissent comme des acteurs majeurs influencant
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I'absorption intestinale, puisque I'absorption intestinale du cholestérol était réduite de plus
de 90% chez les animaux dont le canal cholédoque était ligaturé ou déficients en cytochrome
P450 7A1 (CYP7A1), enzyme limitante de la synthése des acides biliaires (205). Des micelles
riches en acides biliaires hydrophiles semblent également associées a une absorption moindre

(206).

En particulier, les micelles fonctionnent comme un réservoir concentré en lipides et
un transporteur du cholestérol qui facilite sa diffusion, sous forme a libre, a travers une série
de couches d’eau présentes a la surface de I'entérocyte (la membrane de diffusion) (203).
Apres avoir traversé cette membrane aqueuse, la molécule de cholestérol entre en contact
avec la membrane cellulaire de I'entérocyte, a la surface de laquelle plusieurs protéines

controlent l'internalisation du cholestérol. Ces étapes sont résumées dans la Figure 20.

Les connaissances concernant les acteurs protéiques présents au poOle apical de
I’entérocyte et permettant I'absorption entérocytaire du cholestérol ont suivi la découverte
de I'ezetimibe, qui est une molécule hypolipémiante qui inhibe I'absorption du cholestérol
luminal (207). Cette observation a ainsi conduit a la recherche de la (des) cible(s) de
I'ezetimibe. La protéine Niemann-Pick Cl-like 1 protein (NPC1L1) est un transporteur
membranaire présent au pdle apical des entérocytes qui a été identifié comme une de ces
cibles potentielles. Elle est particulierement exprimée dans I'intestin proximal, et I'est moins
dans I'iléon distal. L’étude de souris déficientes pour NPC1L1 (NPC1L17") a montré qu’en son
absence, I'absorption intestinale du cholestérol était réduite de 69% (36), démontrant que
cette protéine était I'acteur principal impliqué dans I'absorption intestinale du cholestérol. En

particulier, I'utilisation d’ezetimibe chez des animaux NPC1L17" n’a pas d’effet supplémentaire
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sur I'absorption du cholestérol, montrant que I'effet de I'ezetimibe est dépendant de NPC1L1

(36).

La protéine scavenger receptor B-l (SR-BI) est une autre protéine qui est exprimée au
poOle apical de I'entérocyte, qui a également été identifiée comme interagissant avec
I’ezetimibe (208). Sa participation a I'absorption du cholestérol luminal a été suggérée in vitro
par le fait que des cellules transfectées par SR-BI captaient plus le cholestérol micellaire que
les cellules non transfectées, et que ce phénomeéne était inhibé par I'ajout d’ezetimibe (209).
In vivo, la surexpression intestinale de SR-Bl augmentait également |I'absorption du cholestérol
chez la souris (210). Néanmoins, I'étude de I'absorption intestinale de souris déficientes pour
SR-BI (Scarb17") montrait que celle-ci n’était pas modifiée par rapport aux souris wild type,
suggérant que SR-Bl n’est pas essentiel a I'absorption du cholestérol (208,211), mais

exercerait plutét une action facilitatrice sur son absorption.

La protéine CD36, principalement connue pour son réle dans I'absorption des acides
gras, est également présente au pole apical de I'entérocyte. Tout comme SR-BI, sa transfection
dans des cellules in vitro a été montrée comme augmentant la captation du cholestérol
micellaire, de fagon sensible a I'ezetimibe (209). In vivo, si I'étude de souris déficientes pour
CD36 était associée a une réduction du transport du cholestérol issu de I'alimentation par la
lymphe dans une situation aigue (dans les 6 heures aprés la prise orale), mais n’avait pas
d’effet sur I'absorption mesurée par la méthode du dual isotope ratio (212), suggérant que
son absence puisse étre compensée par d’autres transporteurs. En effet, une autre équipe
étudiant le méme modele (souris CD36 déficientes) a montré que la déficience en CD36

altérait I'absorption du cholestérol dans I'intestin proximal uniquement, mais que cette
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déficience était contrebalancée par une augmentation de I'expression de NPC1L1 dans

I'intestin proximal et distal (213).

Enfin, deux protéines de la famille des Adenosine triphosphate Binding Cassette (ABC),
ABCGS5 et ABCGS, qui fonctionnent lorsqu’elles sont dimérisées, réguleraient négativement
I’absorption intestinale du cholestérol en entrainant I’efflux du cholestérol entérocytaire dans
la lumiere intestinale (207). En effet, leur mutation inactivatrice responsable de la béta-
sitostérolémie augmente I'absorption intestinale du cholestérol (214). A l'inverse, leur

surexpression chez la souris réduisait I'absorption intestinale du cholestérol de 50% (215).

Apreés internalisation par I'entérocyte, la majeur partie du cholestérol est estérifié au
sein du réticulum endoplasmique par les ACAT et intégrée au sein des chylomicrons sous
I’action de la protéine microsomale de transfert des triglycérides (MTP) (203). Cette activité
d’estérification au sein de I'entérocyte est un des acteurs de la régulation de I'absorption
intestinale, en réduisant le pool intracellulaire de cholestérol libre, augmentant ainsi son
gradient de diffusion (203). En effet, I'inhibition ex vivo chez le lapin de I’ACAT intestinale
réduisait I'absorption du cholestérol (216). D’autre part, la protéine adenosine triphosphate
binding cassette transporter A1 (ABCA1) présente au pdle basolatéral de I’entérocyte permet
un efflux d’une partie du cholestérol libre et participe ainsi a la synthése de HDL naissantes

(217).
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Figure 20. Acteurs impliqués dans I"absorption intestinale du cholestérol

3 - Le transport du cholestérol dans I'organisme

3.1 Généralités sur les lipoprotéines

Le transport du cholestérol dans I'organisme est assuré par des structures appelées
lipoprotéines. La structure de ces macromoléculaires sphériques (Figure 21), composées d’un
noyau lipidique apolaire (triglycérides et esters de cholestérol hydrophobes) et d’une couche
superficielle de lipides polaires (phospholipides et cholestérol libre) contenant également des
protéines spécifiques, les apolipoprotéines (Apo-), fait d’elles un moyen de transport efficace
des lipides en milieu aqueux (sang et lymphe). Les apolipoprotéines exercent a la fois un réle
de maintien de la cohésion de I'édifice, mais également un role fonctionnel puisqu’elles

permettent I'interaction des lipoprotéines avec plusieurs récepteurs et enzymes.

96



Apolipoprotéines

Centre lipidique
(esters de cholestérol
et triglycérides)

Monocouche
de lipides polaires

Figure 21. Structure générale des lipoprotéines (Servier Medical Art)

Selon leur densité et leur composition (en lipides et en apoliprotéines), les
lipoprotéines sont classées en plusieurs groupes qui subissent des remaniements constants
lors de leur passage dans |'organisme suite a leurs interactions avec les tissus périphériques

et les autres lipoprotéines.

Les principales lipoprotéines qui seront discutées dans ce manuscrit sont :

- Les chylomicrons, qui sont de larges molécules synthétisées par l'intestin et sécrétées
dans la lymphe. Elles contiennent principalement des triglycérides. L'apolipoprotéine
majoritaire est I’ApoBas.

- Les VLDL, synthétisées par le foie, qui ont une structure proche de celle des

chylomicrons, avec une composante majoritaire de triglycérides. L’apolipoprotéine
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structurale centrale des VLDL est I’ApoBioo (une molécule par lipoprotéine). On vy
trouve aussi de I’ApoC-Il et de I’ApoE.

Les lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL), ou remnants des VLDL, qui sont
formées suite a I'hydrolyse des triglycérides contenus dans les VLDL, induisant la
formation de lipoprotéines plus petites, riches en esters de cholestérol. Elles
contiennent I’ApoBigo et I’ApoE.

Les LDL qui proviennent de I'hydrolyse des derniers triglycérides des IDL. Elles sont
majoritairement composées de cholestérol estérifié, et contiennent une unique
molécule d’ApoBiqo ainsi que quelques molécules d’ApoE.

Les lipoprotéines de forte densité HDL qui représentent un groupe hétérogéne de
lipoprotéines. Elles sont majoritairement composées de cholestérol, et contiennent

notamment I’ApoA1l qui est leur apolipoprotéine structurale principale.

Ces différentes lipoprotéines ont pour particularité d’étre associées au risque

cardiovasculaire. Il est largement admis que la concentration de LDL est positivement associée

au risque cardiovasculaire. Le taux de HDL, en revanche, est associé a une réduction des

événements cardiovasculaires dans les études observationnelles (218), bien que le lien de

causalité entre les deux ne soit pas évident dans les essais randomisés évaluant I'intérét de

I'inhibition de la CETP (qui augmente le HDL-C) (219,220). Un degré supplémentaire de

complexité existe puisque le potentiel athérogéne ou encore le catabolisme de chaque classe

de lipoprotéines varient selon leur composition. Notamment, les LDL petites et denses,

enrichies en triglycérides, ont une demi vie plasmatique allongée et ont un potentiel

athérogéne plus important (94). De méme, les HDL de plus petite taille suite a leur lipolyse par
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la lipase hépatique sont plus facilement catabolisées (90,92). Enfin, certaines sous-population
de HDL, dont les HDL prép-1 (petites particules pauvres en lipides) sont associées a une

mortalité cardiovasculaire plus élevée.

3.2 La voie endogéne

3.2.1 Transport et captation du cholestérol par les tissus périphériques

La voie endogene correspond au transport du cholestérol du foie vers les tissus
périphériques. Une partie du cholestérol intra-hépatocytaire, issu de la synthése et de la
captation du cholestérol circulant, quitte I’hépatocyte au sein des VLDL, ou le cholestérol (sous
forme libre et estérifié) coexiste avec des phospholipides et une quantité abondante de
triglycérides. Ces VLDL sont assemblés dans la lumiere du réticulum endoplasmique en deux
étapes. Tout d’abord I’ApoBigo nouvellement traduite est partiellement lipidée grace a I’action
de la MTP, puis la molécule de VLDL primordiale ainsi produite fusionne avec les particules
riches en triglycérides déja présentes dans le cytosol (221). Les VLDL sont par la suite adressées
vers l'appareil de Golgi ou elles subissent plusieurs étapes de maturation, puis sont sécrétées

dans la circulation générale.

Dans la circulation, les VLDL transportent ainsi les lipides du foie vers les tissus
périphériques (Figure 22). La LPL est une enzyme synthétisée par le muscle, le cceur et le tissu
adipeux, active a la surface de I'’endothélium des capillaires, dont le réle est I'hydrolyse des
triglycérides des VLDL (ainsi que des chylomicrons, voir chapitre 3.3 La voie exogéne) (222). La

LPL est activée par I’ApoC-Il, présente a la surface des VLDL, délivrant ainsi des acides gras
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libres aux tissus. D’autre part, des échanges de lipides, notamment de triglycérides et d’esters
de cholestérol ont lieu entre les VLDL et les autres lipoprotéines présentes dans le plasma
(HDL et LDL) grace a I'action de la CETP, impliquée notamment dans la physiopathologie de la
dyslipidémie chez le patient obése (voir chapitre 3.1.1 La dyslipidémie du sujet obése de la premiére
partie La chirurgie bariatrique). Cette délipidation progressive des VLDL au cours de la lipolyse,
qui s’accompagne d’une perte de I’ApoC-Il, conduit a la formation d’IDL, plus petites, qui

contiennent I’ApoBigo et I’ApoE (provenant d’échanges avec les HDL).

Une partie des IDL subit une clairance hépatique, par deux récepteurs : le récepteur
au LDL (LDLR, qui reconnait I’ApoBigo et I’ApoE) et le LDL receptor-related protein (LRP, qui
reconnait I’ApoE). Les IDL restantes, dans les capillaires du foie, rencontrent la lipase
hépatique qui hydrolyse les triglycérides restants, ce qui s"accompagne d’une perte d’ApoE.
Cette étape conduit a la formation d’une structure riche en cholestérol et organisée autour
d’une unique molécule d’ApoBigy et de quelques molécules d’ApoE: les LDL. Les LDL
transportent ainsi la majorité du cholestérol circulant. Leur régulation fait intervenir deux
acteurs majeurs : le récepteur au LDL (LDLR), ainsi que son inhibiteur naturel, la proprotéine

convertase subtilisine/kexine de type 9 (PCSK9).
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Figure 22. Résumé de la voie endogene du transport du cholestérol dans I'organisme

3.2.2 Le récepteur au LDL et PCSK9, deux acteurs centraux du métabolisme du cholestérol

Le LDLR, acteur clé du métabolisme du cholestérol, a été décrit par Goldstein et Brown
dans les années 70 aprés qu’ils aient observés in vitro sur des cultures de fibroblastes que
I'activité de I'HMG-CoA réductase (et donc la synthese de cholestérol) était spécifiquement
réduite lorsqu’ils étaient cultivés en présence de LDL, suggérant |'existence d’un récepteur
spécifique (223,224). Leurs études suivantes ont par la suite permis de prouver I'existence de
ce récepteur, en montrant que les fibroblastes en culture possédaient des sites de liaison de
forte affinité pour des LDL marquée a I'iode 125 (225). Plus encore, les fibroblastes issus d’'une
patiente atteinte d’hypercholestérolémie familiale ne possédaient pas ce site de liaison. Il est

depuis évident que le LDLR exerce un role clé a l'interface entre les concentrations de
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cholestérol intra- et extracellulaires. En particulier, les patients ayant une mutation
inactivatrice du géne du LDLR présentent une forme autosomale dominante
d’hypercholestérolémie familiale avec un LDL-C tres élevé et un haut risque d’événements

cardiovasculaires précoces.

Le principal site d’expression du LDLR est I’'hépatocyte, bien qu’il soit également
exprimé dans de nombreux organes dont I'intestin, au pdle basolatéral des entérocytes (226).
Il reconnait I’ApoBioo présent dans les LDL (ainsi que I’ApoE, et lie également les IDL, les VLDL
et les chylomicrons), dont il permet I'internalisation par la cellule par endocytose au sein de
vésicules recouvertes de clathrine (Figure 23). Dans 'endosome, la particule de LDL se détache
du récepteur sous l'effet d’'une acidification du pH. Le LDL est alors hydrolysé dans les
lysosomes : le cholestérol estérifié est hydrolysé en cholestérol libre et acides gras, et
I’ApoB1oo est dégradé en acides aminés. La majorité des récepteurs est recyclée et adressée a
la membrane plasmique. Ainsi, la densité de LDLR présents a la surface des hépatocytes
controle la concentration de cholestérol circulant. De méme, le LDLR présents au pdle
basolatéral des entérocytes, leur permettant de capter le LDL, joue un réle clé dans I’excrétion
trans-intestinale du cholestérol ou TICE (voir chapitre 4.2 L’excrétion transintestinale du cholestérol

(TICE)).

Ce processus d’internalisation du LDL par le LDLR, qui augmente la concentration
intracellulaire du cholestérol, est au centre d’une régulation qui fait intervenir plusieurs
acteurs. Lorsque la concentration intracellulaire de cholestérol est faible, le facteur de
transcription SREBP-2 est transloqué du réticulum endoplasmique au golgi ou il est activé, puis

migre dans le noyau ou il qui augmente en particulier I'expression du LDLR (donc la captation
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du cholestérol circulant dans les LDL) et de I’'HMG-CoA réductase (et donc la biosynthese de
cholestérol) (227). A I'inverse, lorsque la concentration intracellulaire de cholestérol issu de
I’'hydrolyse des LDL augmente, SREBP-2 reste dans le réticulum endoplasmique, ainsi
I’expression du LDLR et de ’'HMG-CoA réductase sont réduites. Le cholestérol libre stimule
également I'activité des ACAT, permettant d’augmenter son stockage sous forme estérifié, et
de limiter la toxicité qui résulte d’'une accumulation de cholestérol libre. La densité de LDLR
présente sur la membrane cellulaire est également régulée par un inhibiteur naturel, la

protéine PCSK9.

@- [Cholestérol] -
¢ \‘E -
I

1

1
| Recyclage

>

Hépatocyte

Figure 23. Role et régulation du LDLR
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PCSK9 a été décrit en 2003 par les groupes de Catherine Boileau et Nabil Seidah (228).
Il s’agit d’'une protéine faisant partie de la famille des sérines protéases dont on ne connait
pas d’autre substrat qu’elle-méme. Elle est trés majoritairement synthétisée dans le foie,
également dans l'intestin et le rein (229,230), et son expression est notamment induite par
SREBP-2. Elle est initialement synthétisée sous la forme d’un précurseur appelé proPCSK9, qui
subit un auto-clivage dans le réticulum endoplasmique, puis transite a la surface de la cellule.
La, PCSK9 agit alors comme un inhibiteur naturel du LDLR. On sait grace a I'incubation in vitro
en présence de PCSK9 de cellules transfectées avec des formes mutantes de LDLR ayant une
délétion de plusieurs domaines, que celui-ci reconnait une région spécifique située sur le
domaine extracellulaire LDLR appelé epidermal growth-factor (EGF)-like repeat A (231). Cette
interaction induit I'internalisation du complexe PCSK9-LDLR et les deux protéines sont ensuite
dégradées dans les lysosomes (232). Dans la circulation sanguine, PCSK9 agit également a
distance de son site de production a la fagcon d’une hormone. L'étude de souris ayant une
déficience spécifiquement hépatocytaire en PCSK9 (PCSK9"P/") a montré que les hépatocytes
étaient la seule source de PCSK9 circulant (229). L’étude cinétique des LDL chez des patients
ayant une mutation perte de fonction de PCSK9 a permis de montrer que I'absence de PCSK9
induisait une augmentation du catabolisme des LDL (233). Ainsi, en régulant la densité du LDLR
a la surface des cellules, PCSK9 est un important régulateur de la concentration de LDL

circulants.

En effet, une mutation gain de fonction du gene codant pour PCSK9 est responsable
d’une hypercholestérolémie familiale autosomique dominante (228). A I'inverse, en cas de

mutation inactivatrice, on observe une cholestérolémie basse et une réduction de la maladie
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coronarienne (hazard ratio compris entre 0.11 [IC95% 0.02-0.81] et 0.50 [IC95% 0.32-0.79])
(234,235). De méme, la déficience en PCSK9 chez la souris (souris PCSK97") induisait une
réduction significative de la cholestérolémie et augmentait la densité du LDLR a la surface des
hépatocytes (236). Ainsi, I'inhibition du PCSK9 circulant par des anticorps monoclonaux

(237,238) est une stratégie thérapeutique validée pour réduire le LDL-C.

En 2008, Zaid et al. ont rapportés chez la souris qu’une déficience totale en PCSK9
induisait une réduction de la cholestérolémie de 42%, alors qu’une déficience spécifiquement
hépatocytaire réduisait la cholestérolémie de 27% (229). Ainsi, un tiers du phénotype
hypocholestérolémiant de la déficience en PCSK9 est expliquée par sa synthese extra-
hépatocytaire. En effet, au-dela du foie, PCSK9 exerce des fonctions pancréatiques, rénales,
et en particulier intestinales ou il est présent dans les entérocytes et les cellules calicielles
(239). Bien gu’ils ne participent pas a la sécrétion de PCSK9 circulant (240), les entérocytes
sont un site important de synthése de PCSK9 (229,230). In vitro, la culture de cellules
intestinales Caco-2 en présence de PCSK9 augmentait la captation du cholestérol par ces
cellules, et cette observation s’accompagnait d’une augmentation de |’expression des
transporteurs NPC1L1 et CD36 ainsi qu’une tendance a 'augmentation de I'expression de SR-
Bl (241). Cependant, in vivo, la suppression de PCSK9 chez la souris ne modifiait pas
I’'absorption intestinale (242), suggérant I’existence de mécanismes de compensation. L'étude
de souris déficientes en PCSK9 spécifiquement au niveau intestinal (souris i-PCSK97/") a montré
que in vivo, cette déficience ne modifiait pas la cholestérolémie (243). De plus, s’il a été
montré que PCSK9 régule la lipémie post-prandiale (242), cet effet semble uniquement

dépendant du PCSK9 circulant d’origine hépatique (243). Le PCSK9 intestinal semble en
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revanche jouer un réle dans le TICE (244) (voir chapitre 4.2 L’excrétion transintestinale du cholestérol

(TICE)).

3.3 La voie exogéne

La voie exogene correspond au transport du cholestérol de I'entérocyte, aprés son
absorption, vers le foie et les tissus périphériques. Aprés absorption par I'entérocyte, la
majorité du cholestérol est relargué dans le systeme lymphatique mésentérique au sein des
chylomicrons. Les chylomicrons sont de larges lipoprotéines trés riches en triglycérides. Leur
synthése est exclusivement intestinale et a essentiellement lieue en période post-prandiale :
sous l'action de la MTP, les esters de cholestérols et les triglycérides sont associés a I’ApoBas
dans a la surface du réticulum endoplasmique (245). Entre autres, les chylomicrons possedent

également I’ApoC-ll et I’ApoA-V.

Apreés leur sécrétion dans la lymphe, les chylomicrons rejoignent la circulation générale
vie le canal thoracique. De la méme maniére que pour les VLDL, la LPL qui reconnait I’ApoC-I
permet I’hydrolyse des triglycérides contenus dans les chylomicrons en acide gras pour les
tissus périphériques, en particulier le muscle et le tissu adipeux, a des fins de stockage ou de
production d’énergie. L’ApoA-V joue également un réle dans I'activation de la LPL. Cette
hydrolyse progressive des triglycérides des chylomicrons s’"accompagne d’une réduction de
leur taille, et conduit donc a la formation de remnants de chylomicrons. Des échanges

d’apolipoprotéines, en particulier avec les HDL, conduisent également a une modification de
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leur composition, notamment par I'acquisition d’ApoE et la perte de I'’ApoC-Il qui limite

I’hydrolyse supplémentaire de triglycérides de ces remnants par la LPL.

Les remnants de chylomicrons sont alors captés par I’hépatocytes grace aux récepteurs
qui reconnaissent I’ApoE : le LDLR et LRP. A noter que les mutations inactivatrices de I"’ApoE
résultent en une réduction de la clairance des chylomicrons et entrainent des
dysbetalipoprotéinémies familiales qui s’accompagnent d’une élévation des concentrations
de triglycérides et de cholestérol plasmatiques. Par ailleurs SR-BI pourrait également jouer un
réle dans le catabolisme hépatique de ces remnants. La déficience en SR-BI chez la souris
réduit la captation hépatique de chylomicrons de 80% par rapport a des souris controles (246).
Ce catabolisme hépatique des remnants de chylomicrons fournit au foie des acides gras et du
cholestérol, qui pourront étre remis en circulation sous forme de triglycérides et d’esters de

cholestérol au sein des VLDL.

3.4 Le transport inverse du cholestérol

La voie du transport inverse du cholestérol décrit son transport des tissus
périphériques vers le foie par les HDL (247), et constitue ainsi une voie d’élimination du

cholestérol en exces, qui est donc considérée comme anti-athérogéne.

L'apolipoprotéine structurale du HDL est I’ApoA-I qui est majoritairement synthétisée
par les hépatocytes et les entérocytes, et est sécrétée dans la circulation. La, I’ApoA-| est
enrichie en lipides (cholestérol et phospholipides) qui proviennent de ces mémes cellules

grace a l'action du transporteur ABCA1, formant une molécule encore faiblement lipidée
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appelée HDL naissant (ou préB HDL). D’autres tissus qui expriment ABCA1 (adipocytes et
myocytes notamment) fournissent également des lipides aux HDL naissants. Cet
enrichissement en lipide conduit a une maturation des HDL et a une augmentation de leur
taille. Le cholestérol, initialement sous forme libre, est estérifié au sein du HDL sous |'action
d’'une enzyme appelée la lécithine-cholestérol-acyl-transférase (LCAT), les esters de

cholestérol constituant ainsi un des composants majeurs du cceur du HDL (248).

Les tissus périphériques ainsi que les macrophages spumeux présents dans la paroi
artérielle, impliqués dans la synthese de la plaque d’athérome, transferent leur cholestérol en
exces aux HDL circulants. L’efflux du cholestérol de ces cellules vers les HDL matures implique
principalement le transporteur ATP binding cassette G1 (ABCG1l). Comme détaillé
précédemment, les HDL subissent également de nombreux échanges de lipides et de
lipoprotéines avec les autres lipoprotéines circulantes. Les HDL obtiennent également du
cholestérol et des phospholipides lors de la lipolyse des VLDL et des chylomicrons par la LPL.
Les HDL sont également enrichis en triglycérides issus des lipoprotéines contenant I’ApoB sous
I’action de la CETP en échange de leurs esters de cholestérol, ce qui favorise leur catabolisme

par les lipases hépatiques (90,92). Pour note, la CETP est absente chez la souris.

Le cholestérol transporté par le HDL peut alors étre capté par le récepteur SR-BI
présent au poéle basolatéral des hépatocytes (249). L'internalisation du HDL-cholestérol par
SR-BI serait associé a une augmentation du cholestérol biliaire (250), suggérant |'existence
d’un « canal » spécifique entre cholestérol issu des HDL et son élimination biliaire. Cette
hypothése est supportée par des expériences in vitro qui ont montré qu’en présence de

cholestérol, SR-BI était adressé par transcytose vers les canalicules biliaires ou est synthétisée
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la bile (251). Une autre voie alternative a également été décrite chez la souris, La voie FOF1

ATPase et participerait a I'internalisation du HDL-cholestérol (252).

Si le foie est décrit dépuis 1968 comme étant la destination finale du cholestérol issu
de la voie inverse du cholesterol, des données controversées plus récentes suggérent que le
TICE pourrait également activement contribuer a son élimination fécale (253) (voir chapitre

4.2 L’excrétion transintestinale du cholestérol (TICE)).

4 - Les voies d’épuration du cholestérol

4.1 L’épuration biliaire du cholestérol et le réle des acides biliaires

4.1.1 Modes d’épuration biliaire du cholestérol

L’épuration biliaire, qui a lieu exclusivement via les hépatocytes, a été considérée
longtemps comme la principale voie d’élimination du cholestérol de I'organisme. La bile, qui
est synthétisée par le foie, stockée dans la vésicule biliaire, et circule dans les voies biliaires
jusqu’a étre relarguée dans le tube digestif, est enrichie en cholestérol par deux mécanismes :
une excrétion du cholestérol libre en tant que tel, ou sa conversion en acides biliaires. Ces

phénoménes constituent notamment I'étape ultime du transport inverse du cholestérol.

Au pole canaliculaire de I’hépatocyte, I'épuration du cholestérol libre dans la bile met
en jeux différents transporteurs. L’hétérodimere ABCG5/GS8, exprimé sur la membrane
canaliculaire joue un role central dans ce processus. Ainsi, les patients ayant une mutation

inactivatrice (béta-sitostérolémie) présentent une diminution de la sécrétion biliaire de
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cholestérol (214). Chez la souris, la délétion d’ABCG5/G8 conduisait a une importante
réduction de la concentration de cholestérol dans la bile (254), alors que sa surexpression
augmentait la concentration biliaire de cholestérol de 5 a 6 fois (215). Le transporteur SR-BI
pourrait également jouer un réle dans le transport du cholestérol libre de I’"hépatocyte vers la
bile, puisque son invalidation et sa surexpression diminue et augmente, respectivement, la
concentration biliaire en cholestérol (255). Chez I'homme, le transporteur NPC1L1, aussi
présent au pole canaliculaire de I’"hépatocyte, joue également un role dans ce processus en
augmentant la réabsorption du cholestérol biliaire par I’'hépatocyte, et son induction chez la
souris (chez laquelle il est physiologiguement absent dans I’hépatocyte) réduit la
concentration biliaire du cholestérol (256). A I'inverse, son inhibition par I'ezetimibe favorise
I’élimination biliaire (256). Enfin, I’excrétion biliaire de phospholipides, favorise également la
solubilisation du cholestérol dans la bile. Le transporteur ABCB4 joue un rdle central pour
I’excrétion des phospholipides dans la bile. Ainsi, les souris présentant une déficiente totale
en ABCB4 (souris ABCB47), qui ont une sécrétion biliaire de phospholipides effondrée,
présentent également une forte diminution de I’excrétion biliaire du cholestérol (257,258).
Néanmoins une sécrétion minimale de phospholipides semble suffisante puisqu’une
réduction de 50% de I'excrétion biliaire de phospholipides (souris ABCB4*/") s’accompagne

d’une sécrétion biliaire de cholestérol non modifiée (257).

La conversion du cholestérol en acides biliaires représente environ 50% de
I’élimination journaliére du cholestérol de I'organisme (259). Les acides biliaires sont des
molécules hydrosolubles aux propriétés détergentes, dérivées du cholestérol, qui dans la

lumiere intestinale permettent la formation des micelles et facilitent I'absorption intestinale
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des lipides alimentaires et des vitamines liposolubles. Ces acides biliaires sont majoritairement
réabsorbés au niveau de I'iléon terminal puis réadressés vers le foie, ce qui constitue le cycle
entéro-hépatique. Ainsi, chague molécule d’acide biliaire est utilisée plusieurs fois. On estime
a 5% la proportion d’acides biliaires qui échappent a ce cycle et sont éliminés dans les féces,
ce qui constitue la voie principale d’élimination du cholestérol de I’organisme (260), et qui est
compensée par la synthese de novo d’acides biliaires par ’hépatocyte afin de maintenir ce

pool constant.

4.1.2. Synthése et transport des acides biliaires

La synthése des acides biliaires met en jeu plusieurs enzymes afin de transformer le
cholestérol, majoritairement hydrophobe, en molécules hydrosolubles. Cette synthése
nécessite I’hydroxylation du noyau stérol ou de la chaine latérale, suivie de plusieurs
modifications du noyau stérol et un raccourcissement de la chaine latérale, ce qui conduit a la
synthése d’acides biliaires dits « primaires ». Le métabolisme des acides biliaires, et leur
composition, different entre I’homme et le rongeur. Ces étapes, chez ’lhomme et la souris (qui
est le modele d’étude utilisée pour ce projet de thése) sont résumées dans la Figure 23. Chez
I'hnomme, les acides biliaires primaires incluent I'acide cholique (CA) et I'acide
chénodésoxycholique (CDCA). Chez la souris, le CA, le CDCA, les acides muricholiques (a, B et
YMCA) et I'acide ursodésochycolique (UDCA) sont les principaux acides biliaires primaires.
Deux voies majoritaires sont décrites qui permettent d’effectuer ces réactions : la voie

classique et la voie alternative.
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Figure 23. Résumé des étapes de la synthese des acides biliaires et des acteurs impliqués chez ’'homme et la
souris. D’apreés Li et Dawson, Biochim Biophys Acta Mol Basis Dis, 2019 (261)

La premiére étape de la voie classique pour la synthése des acides biliaires primaires
met en jeu I'enzyme limitante de la synthese des acides biliaires, le cytochrome P450
cholestérol 7a-hydroxylase (CYP7A1), qui favorise la synthése du CA chez I’homme et la souris
(Figure 23). L'importance de cette enzyme est reflétée par le fait que I'étude de souris
déficientes pour CYP7A1 (CYP77) ont une mortalité post-natale augmentée due a une
malabsorption majeure des graisses (262). Une seconde enzyme, le cyrochrome P450 12a-

hydroxylase (CYP8B1), contrdle la quantité de CA qui est synthétisé. Les souris déficientes en
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CYP8B1 ont l'incapacité de synthétiser la CA et ont ainsi un pool d’acides biliaires plus
hydrophiles (MCA et UDCA), il en résulte une réduction de I'absorption intestinale du
cholestérol (263). La voie alternative, qui favorise la synthése de CDCA chez ’'homme et des
MCA chez la souris (Figure 23), est quantitativement moins importante en condition
physiologique, et a pour enzyme limitante I'oxystérol 7a-hydroxylase (CYP7B1). Dans le foie,
ces acides biliaires primaires ainsi synthétisés, en grande majorité, sont conjugués a la glycine
ou la taurine sur la chaine latérale, ce qui augmente leur hydrophilie et influence leur
propriété détergentes, sous l'effet d’enzymes appelées A:aminoacide N-acyltransférases
(BAAT) (260). Chez 'lhomme, la glycine est majoritaire, c’est I'inverse qui est observé chez la
souris. Les acides biliaires primaires, sous forme libre ou conjuguée (majoritairement) sont
alors transportés de I’'hépatocyte vers le canal biliaire grace a différents transporteurs, dont

le principal est la pombe d’export des acides biliaires (BSEP) (260).

Aprés sécrétion dans le tube digestif, les acides biliaires primaires peuvent étre
transformés par la flore intestinale en acides biliaires secondaires : le CA est transformé en
acide désoxycholique (DCA) et le CDCA en acide litodésoxycholique (LCA) chez ’'homme,
auxquels s’ajoutent les transformations de I'a et du BMCA en wMCA, en acide hyocolique
(HCA), hyodésoxycolique (HDCA) et 4-Hydroxy-3-methoxycinnamique (HMCA). Puisqu’ils
suivent le cycle entéro-hépatiques, ces acides biliaires secondaires peuvent également subir

une conjugaison hépatique a la glycine ou a la taurine.
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4.1.3 Les acides biliaires en tant que médiateurs métaboliques, et la voie FXR

Au-dela de leur fonction de détergents dans la lumiére du tube digestif, les acides
biliaires, en particulier lorsqu’ils échappent a leur captation par le foie et circulent dans le
plasma, sont également considérés comme des messagers qui régulent un certain nombre de

fonctions physiologiques.

En particulier, les acides biliaires sont les ligands d’un certain nombre de récepteurs
membranaires, comme le récepteur TGR5 via lequel ils stimulent notamment la sécrétion de
GLP-1, et nucléaires, dont le plus étudié est le récepteur nucléaire FXR (264), qui est impliqué
dans la régulation transcriptionnelle de génes impliqués dans le métabolisme lipidique,
glucidigue et énergétique. En particulier, les souris déficientes pour FXR ont une
triglycéridémie et une cholestérolémie élevées (265), alors que sa stimulation par un agoniste
spécifique réduit la triglycéridémie chez des souris Ob/Ob et db/db (266). Les acides biliaires
hydrophobes, en particulier le CDCA, ont I'affinité la plus forte pour ce récepteur, ainsi la
composition de la bile module I'importance de ses effets sur FXR, qui est principalement

exprimé dans le foie et I'intestin.

FXR régule le métabolisme des acides biliaires : leur synthese, leur sécrétion, leur
absorption intestinale et leur captation par le foie (267). L'étude de souris déficientes pour
FXR montre que ces animaux ont une augmentation de I'expression de CYP7A1 et CYP8B1 et
donc de la synthese des acides biliaires, ainsi qu’une altération de leur transport (265). FXR
inhibe indirectement I'expression de CYP7A1 en induisant I’expression du récepteur nucléaire
Small Inhibitory Peptide (SHP) qui lui-méme inhibe le facteur Liver Related Homologue-1 (LRH-
1) (268). SHP réduit également I'activité du Facteur Nucléaire Hépatocytaire 4a (HNF4a), ce
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qui inhibe CYP8B1 (269). De plus, FXR régule la conjugaison des acides biliaires en induisant
I'expression de BAAT notamment, et inhibe également I'expression de BSEP et donc le
transport des acides biliaires de I'hépatocyte vers la bile, induit I'expression de ABCG5 et
régule le transport entérocytaire et la sécrétion des acides biliaires au pole baso-latéral des

entérocytes, régulant ainsi le cycle entéro-hépatique (267).

L'une des principales cibles identifiées de FXR au niveau de l'intestin est le fibroblast
growth factor (FGF) 19 chez 'homme et son équivalent FGF15 chez la souris. FGF15/19 est
une hormone principalement sécrétée dans l'iléon qui exerce notamment un réle sur la
synthése des acides biliaires, la synthese de glycogene et la lipogenese (270). Notamment,
FGF15/19 réduit la synthése d’acides biliaires en inhibant I'expression de CYP7A1 de facon

dépendante et indépendante de SHP (271).

4.2 L'excrétion transintestinale du cholestérol (TICE)

4.2.1 Le TICE est actif chez ’'homme et la souris

Pendant longtemps, I'épuration du cholestérol par voie biliaire était considérée
comme la seule voie d’élimination, et le foie la seule destination du cholestérol issu de la voie
du transport inverse. Ainsi, on considérait la quantité de cholestérol excrétée dans les feces
comme la somme du cholestérol alimentaire non absorbé, du cholestérol excrété par voie
biliaire et du cholestérol issu de la desquamation des cellules épithéliales du tube digestif.
Néanmoins, en 1927, Sperry avait observé une augmentation de I'excrétion fécale de

cholestérol chez des chiens ayant une dérivation biliaire (272). En 1972, Pertsemlidis et al.
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montraient également une augmentation de I'excrétion fécale de cholestérol chez deux chiens
nourris avec un régime sans cholestérol et ayant subit une dérivation biliaire (273). Les auteurs
proposaient alors I'existence d’un transfert des stérols neutres du compartiment plasmatique

vers la lumiére intestinale pour expliquer cette observation.

La démontration formelle de I’existence de cette voie alternative d’élimination a été
apportée chez la souris en 2007 par I'équipe A.K Groen (274). Les auteurs ont initialement
démontré que [I'excrétion fécale de cholestérol demeurait supérieure aux apports
alimentaires malgré la suppression de son excrétion biliaire (modeles ABCG8 et ABCB4 KO).
L'intestin des souris a ensuite été canulé et perfusé avec une solution riche en accepteurs de
cholestérol apres ligature de la voie biliaire principale, et une injection intraveineuse de
cholestérol marqué au carbone 14 a été réalisé. La mesure de la radioactivité du perfusat
récolté confirmait alors I'excrétion du cholestérol plasmatique marqué dans la lumiere
intestinale, et ce phénomeéne prédominait dans I'intestin proximal (274). Cette nouvelle voie
a été intitulée TICE pour « Transintestinal Cholesterol Efflux ». Plus tard, il a été montré que le
TICE était la voie principale d’élimination du cholestérol de I'organisme chez la souris (fond
génétique C57BI6/J) puisqu’il est responsable de 33% de I’excrétion fécale du cholestérol (33%
desquamation des cellules épithéliales, 16% de cholestérol alimentaire non absorbé, 17%

d’élimination biliaire) (275).

ChezI’lhomme, I'existence d’une telle voie d’épuration du cholestérol plasmatique vers
la lumiéere intestinale a longtemps été critiquée. Cependant, des 2013, une étude du
laboratoire sur des explants jéjunaux humains montés sur des chambres de Ussing a démontré

ex vivo qu’un mécanisme actif (i.e O, dépendant) d’excrétion du cholestérol du compartiment
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basolatéral vers le compartiment apical a travers les entérocytes humains existait (244). C'est
en 2019 que notre équipe a pu démontrer pour la premiéere fois I'existence du TICE chez
I’'homme (276). Dans cette étude, une injection intraveineuse de cholestérol marqué (D7-
cholestérol) a été réalisée chez deux patients présentant une obstruction biliaire compléte par
un cholangiocarcinome et ayant eu une dérivation biliaire externe. Chez ces patients, il était
constaté une excrétion fécale de D;-cholestérol 48 et 72 heures aprés I'injection intraveineuse
malgré I'obstruction biliaire compléte, confirmant le passage du cholestérol du plasma vers la
lumiére intestinale indépendamment de I’élimination biliaire (276). Grace a I'utilisation de
différents isotopes stables du cholestérol, Jakuli et al. ont montré que le TICE était responsable

de 35% de I'excrétion du cholestérol chez ’lhomme (277).

Des données suggéerent également que le TICE pourrait contribuer au transport inverse
du cholestérol. Ainsi, le transport inverse du cholestérol contenu dans les macrophages était
maintenu chez des souris présentant un défaut d’élimination biliaire du cholestérol de fagcon
constitutive (surexpression hépatique de NPC1L1) et aigue (dérivation biliaire chirurgicale)
dans une étude de 2010, suggérant que la voie d’élimination biliaire pourrait ne pas étre pas
la seule a étre impliquée dans la transport inverse (253). Néanmoins, I’année suivante, une
autre étude suggérait a I'inverse que le TICE ne compensait que peu ou pas l'inhibition de la
voie hépatobiliaire chez la souris pour I’élimination du cholestérol par la voie du transport
inverse (258). Dans cette étude, les auteurs constataient une absence ou une trés faible
excrétion fécale de cholestérol marqué contenu dans des macrophages injectés en
intrapéritonéal chez les souris ayant une ligature de la voie biliaire et chez les souris ayant une

déficience en ABCB4 (avec une sécrétion biliaire de cholestérol virtuellement absente) (258).
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Afin de pallier a I'absence de micelles de phospholipides et d’acides biliaires
(accepteurs de cholestérol) dans la lumiere intestinale qui limite I’étude du TICE en condition
physiologique dans ces modeéles, de Boer et al. ont réalisé une étude chez des rats ayant un
échange de leur flux biliaires, permettant d’évaluer la part du TICE et de I'élimination biliaire
dans le transport inverse du cholestérol des macrophages (278). Aprés injection de
macrophages marqués, ces auteurs ont pu montrer que le TICE et I’élimination biliaire étaient
responsable de 37% et 63% respectivement du transport inverse du cholestérol contenu dans

les macrophages.

4.1.2 Les acteurs moléculaires impliqués dans le TICE

Le mécanisme d’action du TICE reste a ce jour tres mal exploré. La premiére étape du
TICE est la captation du cholestérol au pole basolatéral de I'entérocyte. Notre équipe a
précédemment pu montrer ex vivo que les HDL et les LDL sont susceptibles de fournir du
cholestérol pour cette voie d’élimination (244). Le seul acteur moléculaire identifié, situé au
pble basolatéral et impliqué dans cette étape précoce du TICE est le LDLR. La surexpression
du LDLR induite par une déficience totale en PCSK9 (souris PCSK97") était associée & une
augmentation du TICE de 62% (244). Chez ces mémes souris, I'inhibition du LDLR par de la
PCSK9 recombinante réduisait le TICE de 35%, ce phénomene étant LDLR-dépendant puisqu’il
n’était pas reproduit chez des souris déficientes en LDLR (LDLR”") (244). Si le LDLR apparait
ainsi comme un acteur majeur du TICE, sa déficience constitutionnelle n‘impacte pas
négativement cette voie puisque les souris LDLR”" avaient un TICE 40% plus élevé que les

souris PCSK97- (244). Cette observation souléve la question d’une compensation par d’autres

118



transporteurs présents au pole basolatéral de I'entérocyte, incluant SR-BI et LRP, dont le role
dans le TICE reste controversé (279) ou non exploré. Notamment, chez la souris, I’activité du
TICE est corrélé au niveau d’expression génique et protéiques de SR-Bl dans l'intestin,
cependant les souris déficientes en SR-BI n’ont pas d’altération du TICE (280). De plus, la
surexpression de SR-BI dans I'intestin ne s’"accompagnait pas de modification du TICE chez des
souris surexprimant également NPC1L1 (éliminant préférentiellement le cholestérol par la

voie du TICE) dans une autre étude (281).

Plusieurs acteurs présents au pole apical de I'entérocyte jouent également un réle
dans le TICE. L’hétérodimere ABCG5/G8, dont I'action sur I'efflux entérocytaire du cholestérol
a été évoqué précédemment (chapitre 2.2 Apports exogénes et absorption intestinale), en est un
transporteur clé. En effet, I'’étude de modeles déficients montrait que le TICE était réduit de
60% chez les souris ABCG8 KO en présence d’ezetimibe (qui stimule le TICE, voir plus bas)
(277), et de 40% chez des souris ABCG5 KO (275). Néanmoins, la persistance d’un TICE actif
chez ces souris suggere l'action d’au moins un autre transporteur. Parmi les candidats
potentiels, le transporteur ATP-binding cassette transporter B1 (ABCB1) dont il existe deux
isoformes (ABCB1A et ABCB1B) peux transporter le cholestérol de la couche endoplasmique
vers la couche exoplasmique de la membrane (282). L’étude de souris déficientes pour ABCB1
(ABCB1a/b”") ayant recu une injection intraveineuse de cholestérol marqué montrait que le
TICE était réduit de 26.5% par rapport a des souris controle, et I'inhibition pharmacologique
ex vivo de ce transporteur diminuait le TICE de 50 a 64% (244), confirmant son rble dans
I’excrétion au pole apical de I'entérocyte dans le TICE. Une fois excrété au pole apical de

I'entérocyte, le cholestérol peut étre réabsorbé par le transporteur NPC1L1, et il existe ainsi
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une balance constante entre excrétion et réabsorption. Plusieurs études ont montré que le
traitement par ezetimibe stimule fortement le TICE (277,283,284). L'ensemble de ces

mécanismes est résumé dans la Figure 24.
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Fig.1 Schematic representation of the current knowledge regarding the molecular determinants and regulators of the TICE pathway. The figure
was created with BioRender.com

Figure 24. Régulation du TICE et principaux acteurs impliqués aux péles basolatéral et apical de
I'entérocyte. D’apres Gargon et al. Curr Atherosclerosis Rep, 2021 (279).
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Mécanismes envisagés des chirurgies bariatriques malabsorptives

conduisant a I’'amélioration du métabolisme du cholestérol

L'impact des chirurgies bariatriques sur le métabolisme du cholestérol se joue a
plusieurs niveaux et semble mettre en jeu plusieurs acteurs. Dans ce chapitre seront détaillées
les effets connus ou suspectés des chirurgies bariatriques ayant une composante

malabsorptive sur les différents aspects du métabolisme du cholestérol.

1 - Perte de poids, amélioration de l'insulinorésistance et du métabolisme des

triglycérides

L’existence d’une relation dose-réponse entre perte de poids induite suite a la mise en
place de régles hygiéno-diététiques seules et 'amélioration des parameétres lipidiques place
la perte de poids en elle-méme comme un déterminant majeur de cette amélioration (285).
Les recommandations de I’American College of Cardiology et de I’American Heart Association
rapportent en effet qu’une réduction du poids par mesures hygiéno-diététiques de 3 kg
s’associe a une réduction de la triglycéridémie de 15 mg/dL ; une perte de 5-8 kg s’associe a
une réduction du LDL-C de 5 mg/dL et une augmentation du HDL-C de 2 a 3 mg/dL (285).

Notamment, la baisse du LDL-C est corrélée a la réduction de la masse grasse aprés RYGB (93).

Il ne semble pas surprenant qu’en reversant les effets néfastes de I'obésité sur le
métabolisme lipidiques, les chirurgies bariatriques puissent exercer un impact positif sur le

métabolisme du cholestérol. Ainsi, I'amélioration de I'insulino-résistance et la baisse de la
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triglycéridémie aprés chirurgie, mécanismes majeurs qui conduisent a la dyslipidémie chez les
patients obeses, sont associés a un effet bénéfique sur le métabolisme du cholestérol (81).
Notamment, la réduction de la concentration plasmatique des VLDL observée aprées chirurgie

bariatrique (286) réduit I’enrichissement des LDL et des HDL en triglycérides.

Cependant, dans une étude rétrospective, le RYGB améliorait le LDL-C et le HDL-C plus
fortement que la SG et I’AG chez des patients appariés sur la perte d’exces de poids, I'age, le
sexe et I'IMC initial (287). Dans la méta-analyse d’essais randomisés de Hasan et al. discutée
précédemment (105), la baisse du cholestérol plasmatique total et du LDL-C par kilogramme
de poids perdu ou pour une baisse d’une unité d’'IMC étaient spécifiques au RYGB et a la BPD
et n’étaient pas observées apres chirurgies purement restrictives, bien que la baisse de la
triglycéridémie ait été comparable entre les chirurgies. Cette observation nous pousse a
penser que d’autres mécanismes, spécifiques des chirurgies malabsorptives, sont mis en jeu,

au-dela de la seule perte de poids.

2 - Réduction de I'absorption intestinale du cholestérol

L'importance de la réduction de I'absorption intestinale du cholestérol est suggérée
par la relation apparente entre la longueur de lintestin shunté et la baisse de la
cholestérolémie (BPD > SADI-S > RYGB > procédures purement restrictives) (40,105). Cette
hypothése est renforcée par I'observation que la concentration plasmatique de LDL-C aprés
un méme repas mixé était diminuée uniquement apres RYGB et non apres SG dans une petite

étude prospective (10 SG versus 9 RYGB) (288).
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La réduction de I'absorption intestinale du cholestérol aprés chirurgies malabsorptives
a été mise en évidence des les années 60 par les expériences de H. Blichwald aprés exclusion
iléale distale, qui montrait chez le lapin, le porc et une série de 7 patients une réduction de la
concentration plasmatique de cholestérol marqué administré per os (96). Les résultats de

cette expérience historique sont présentés en Figure 25.
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Figure 25. Mesure de la concentration plasmatique (cpm) de cholestérol marqué ingéré apreés
exclusion iléale distale chez ’'homme. Tiré de Buchwald, Circulation, 1964 (96).

Par la suite, d’autres études ont confirmé cette observation dans les suites de
chirurgies malabsorptives modernes. Dans une étude prospective comparant 29 patients
ayant eu un RYGB et 26 patients ayant eu un AG, Pihlajamaki et al. ont mesuré des marqueurs
plasmatiques de I'absorption intestinale du cholestérol (les phytostérols campesterol,
sitosterol, avenasterol, et cholestanol) avant et aprés chirurgie (289). Dans cette étude, les
ratios campesterol et sitosterol sur cholestérol étaient significativement diminués de 16% et

28% respectivement apres RYGB, et n’étaient pas significativement modifiés apres AG,
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évoquant une réduction de I'absorption intestinale du cholestérol propre au RYGB. La
corrélation entre la baisse de la sitostérolémie et celle du cholestérol plasmatique suggérait
le role de la diminution de I'absorption intestinale du cholestérol dans la baisse de la
cholestérolémie observée aprés RYGB. De maniére intéressante, la réduction de I'absorption
intestinale du cholestérol n’était pas significativement associée a I'existence d’une carence
nutritionnelle (fer, vitamine B12, vitamine D, magnésium). Une seconde étude prospective
incluant 10 patients ayant eu une BPD et 10 patients ayant eu un AG montrait également que
les concentrations plasmatiques de sitostérol et campestérol étaient significativement
diminuées 6 mois aprés BPD uniguement (-50% et -30%, respectivement) (290). A ce jour, la
seule mesure directe de I'absorption intestinale du cholestérol apreés chirurgie malabsorptive
a été réalisée dans notre laboratoire sur modele murin. Dans cette étude, des souris rendues
obeses par régime hyperlipidique opérées d’'une RYGB gavées avec une solution de Ds-
cholestérol avaient une réduction de I'absorption de 40.8 + 6.3% par rapport a des souris

controéles (Sham) (155).

Etant donné le montage anatomique propre aux chirurgies malabsorptives,
I'observation d’une réduction de l'absorption intestinale du cholestérol ne semble pas
surprenante. En effet, en retardant la rencontre des lipides issus de I’alimentation avec les sels
biliaires et en réduisant la surface de contact avec la muqueuse intestinale, il semble clair que
le RYGB et la BPD alterent la formation des micelles et réduisent ainsi I'absorption du
cholestérol luminal. Ainsi, une anse commune plus courte (comme dans la BPD-DS) serait

associée a une absorption moindre. Nous nous attendons ainsi a un effet fort du SADI-S sur
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I’'absorption intestinal du cholestérol pour les mémes raisons, bien que cela n’ait pas a ce jour
été étudié.

Cependant, au-dela de ce simple effet mécanique, il a également été montré que ces
chirurgies s’associaient a des modifications d’expression de génes impliqués dans I'absorption
du cholestérol. Dans I’étude de Blanchard et al., les expression des ARN messagers de CD36
et SRBI étaient réduites aprés RYGB (155), or on sait que les souris déficientes pour CD36 ont
une réduction du transport lymphatique du cholestérol alimentaire et ainsi une absorption
moindre (212). D’autres ont suggéré que les expressions de récepteur nucléaire des oxystérols
(LXR) et FXR, impliqués dans la régulation de I'absorption intestinale (291), étaient modifiées
aprés chirurgie bariatrique (292). Enfin, une augmentation de la concentration (292) et des
modifications qualitatives des acides biliaires tendant vers un profil plus hydrophile (155)

associé a une répression de I'absorption (293), pourraient également réguler ce phénoméne.

3 - Synthese endogéne

L'impact de la chirurgie bariatrique sur la synthése endogene du cholestérol est plus
controversé. D’une part, aprés SG, I'équipe a montré une diminution de I'expression de
I'HMG-CoA réductase chez la souris, et en I'absence de modification de I'absorption, ce
mécanisme pourrait étre mis en lien avec la diminution transitoire de la cholestérolémie
observée aprés cette chirurgie (155). Dans I'étude de Meoli et al., I'expression génique et
protéique de 'HMG-CoA réductase était significativement augmentée chez I’homme apres

RYGB spécifiquement dans l'intestin (294). Cependant, les concentrations plasmatiques des
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précurseurs du cholestérol (cholesténol, desmostérol, et lathostérol) étaient significativement
diminuées chez I’homme un an apres SG (-21%, -16% et -27%, respectivement) et apres RYGB
(-12%, -18% et -28%, respectivement) dans une autre étude rétrospective (289). L'étude de
Benetti et al. a mis en évidence quand a elle que le lathostérol plasmatique était
significativement augmenté 6 mois aprés BPD suggérant une biosynthése accrue, ce qui a été
interprété comme un mécanisme compensatoire de I'importante malabsorption (290). Ces
résultats contradictoires ne permettent donc pas aujourd’hui d’affirmer si la synthese

endogene de cholestérol est modifiée aprées chirurgie bariatrique.

4 - Augmentation du HDL-C et du transport inverse du cholestérol

Une augmentation du HDL-C aprés chirurgie bariatrique a été rapporté par de
nombreuses études. Contrairement au cholestérol total et au LDL-C, la SG et le RYGB semblent

exercer un effet comparable sur la concentration de HDL-C plasmatique (105,295).

La perte de poids induite par la chirurgie, notamment en améliorant le métabolisme
des triglycérides et I'insulino-résistance, permet la correction des anomalies du métabolisme
des HDL décrit dans le chapitre 3.1.1 La dyslipidémie du sujet obése (premiere partie La chirurgie
bariatrique), réduisant notamment le catabolisme des HDL. Néanmoins, plusieurs autres

mécanismes, en lien ou non avec la perte de poids, sont également suspectés.

La perte de poids modifie le profil d’expression de genes clés du métabolisme des HDL.
En particulier, I'activité de la LPL diminue précocement lors d’'une perte de poids rapide, puis

augmente lorsque cette perte de poids se stabilise (296), ce qui explique en partie que la
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variation post-opératoire de HDL-C se fait en deux temps : une diminution précoce suivie

d’une augmentation a un an de la chirurgie (93).

La variation du HDL-C s’accompagne d’une modification de la composition des HDL.
Dans une étude prospective incluant 19 patientes ayant un RYGB et 19 patientes maigres, les
auteurs se sont attachés a étudier I’évolution du HDL-C et de la composition des HDL dans les
12 mois suivant la chirurgie (93). Si I'obésité s’accompagnait d’une augmentation de la sous
population de HDL préB-1 pauvres en lipides, plus petites et prénes au catabolisme, la
chirurgie s’accompagnait d’'une augmentation des sous-populations de HDL volumineuses a-
1 et a-2. Cette observation s’accompagnait d’'une diminution de I’activité de la CETP (réduisant
les échanges entre le cholestérol des HDL et les triglycérides des VLDL), vraisemblablement
résultant d’une diminution de la concentration de son substrat, le VLDL, puisque la masse
totale de CETP n’était pas modifiée. A linverse, I'activité de la LCAT augmentait apres
chirurgie, permettant de fournir du cholestérol estérifié, et conduisant a des HDL plus larges
(93). Observant des résultats concordants, Aron-Winewsky et al. ont également montré que
le plasma de patients opérés d’un RYGB avait une capacité plus élevée a induire I'efflux
cellulaire du cholestérol in vitro via les voies SR-Bl et ABCG1 en comparaison de controles
obeéses (297). A l'inverse, I'efflux médié par ABCA1 état diminué, indiquant une réduction de
son substrat (les HDL prép-1). En particulier, les auteurs soulignaient que le RYGB
s’accompagnait d’'une augmentation de la concentration des larges particules de HDL (HDL2),

qui avaient une capacité accrue a médier I'efflux du cholestérol via SR-BI in vitro (297).

De fagon intéressante, deux essais randomisés suggerent un effet inférieur de la BDP

en comparaison du RYGB sur le HDL-C (68,298). S'il a été suggéré que cette observation puisse
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résulter de la malabsorption majeure induite par la BPD (81), d’autres ont proposé qu’elle
suggere un role du jéjunum proximal qui est exclu dans la BPD (296). En particulier, les apo A-
| et A-IV, composants majeurs des HDL et dont l'intestin participe significativement a la
synthése, ont été montrées comme étant augmentées aprés RYGB (93,297,299), bien que le

lien avec la synthese intestinale reste a prouver.

5 - Augmentation de I’épuration

Notre équipe a précédemment mis en évidence sur modéle murin que le RYGB, et non
la SG, s’accompagnait également d’'une augmentation de [|’épuration du cholestérol
plasmatique (155). Chez des souris rendues obéses par un régime riche en graisse, le RYGB
s’accompagnait aprés 35 jours d’une augmentation de I'excrétion fécale du cholestérol de
+356%. Une telle augmentation de I'excrétion fécale du cholestérol aprés RYGB avait déja été
observée par d’autres équipes chez ’lhomme et I’'animal (289,300,301). Cependant, dans cette
étude, cette observation ne s’"accompagnait pas seulement d’une réduction de I'absorption
intestinale, mais également d’une augmentation de I'épuration du cholestérol plasmatique,
comme en témoignait I'augmentation de I'excrétion journaliére du cholestérol deuthéré (D;-
cholestérol) injecté par voie intraveineuse. Les deux voies d’épuration du cholestérol
plasmatique, la voie hépatobiliaire et le TICE, ont été mesurées. De maniere intéressante, le
RYGB s’accompagnait d’une augmentation de I’excrétion transintestinale du cholestérol, sans
modification de I’élimination biliaire. Les résultats de cette étude sont résumés dans la Figure

26.
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Figure 26. Impact du RYGB chez la souris sur (A) I'excrétion fécale, (B) I'absorption intestinale, (C) I'excrétion
transintestinale et (C) I'excrétion biliaire du cholestérol. D’aprés Blanchard et al. Int J Obes, 2018 (155)

Cette étude est la premiere démontrer que les chirurgies malabsorptives pourraient

exercer un effet hypocholestérolémiant par le biais d’une augmentation de I'épuration du

cholestérol plasmatique, en particulier par la voie du TICE. Si I'impact clinique d’'un tel

phénomeéne chez 'homme mérite encore d’étre précisé, I'identification des mécanismes mis

en jeu pourrait apporter une connaissance plus poussée des effets de ces chirurgies et

d’identifier de nouvelles cibles intéressantes pour la prise en charge des dyslipidémies.

129



6 - PCSK9 et le LDLR intestinal : Deux cibles moléculaires pouvant exercer un

réle dans les effets hypocholestérolémiants des chirurgies malabsorptives

Plusieurs études chez 'homme et I'animal ont montré que le RYGB induisait des
changement morphologiques de la muqueuse intestinale sous la forme d’une hypertrophie
avec allongement des villosités intestinales (Figure 27) (302,303). Ce remodelage pourrait
avoir pour role de limiter la malabsorption, et est également le siege d’une reconfiguration

métabolique exercant un impact sur les métabolismes glucidique et lipidique (76).

A Sh Rx BP Com

Figure 27. Aspect de la muqueuse intestinale aprées RYGB chez le rat. Sh : Sham, Rx : Anse alimentaire, BP : Anse
biliaire, Com : Anse commune. D’aprés Stearns et al. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol, 2009 (302).

Au sein de cette muqueuse intestinale remodelée, deux acteurs centraux du
métabolisme du cholestérol ont été identifiés comme étant surexprimés apres RYGB : PCSK9

et le LDLR intestinal.

Il apparait clair que les chirurgies bariatriques exercent un impact sur le métabolisme
de PCSK9. Tout d’abord, chez 'homme, plusieurs études s’accordent a montrer que la

concentration plasmatique de PCSK9 circulant est significativement réduite aprées chirurgie
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bariatrique. Une étude menée par le laboratoire sur 126 patients ayant eu un RYGB et 34 ayant
eu une SG montrait que cette diminution n’était observée qu’aprés RYGB (-78% a 6 mois post-
opératoire). D’autres études confirmaient ce résultat (304,305). En particulier, une méta-
analyse récente montrait une diminution moyenne de -57.3 ng/mL [IC95% -88.0 ; -26.7] 6 mois
aprés chirurgie bariatrique (incluant RYGB et BPD-DS) (306). Si ce mécanisme semble étre
principalement lié aux chirurgies malabsorptives, une étude sur le rat ne retrouvant
également pas de modification significative de la concentration de PCSK9 circulante aprés SG
(307), une autre étude évaluant spécifiguement les différentes formes plasmatiques de PCSK9
issues de ses modifications post-traductionnelles montrait que seule la concentration

circulante du prodomaine de PCSK9 était significativement diminuée 6 mois apres SG (308).

Cependant, bien que la concentration de la forme circulante de PCSK9 soit réduite, une
augmentation de I'expression génique hépatique, et surtout intestinale, de PCSK9 a été
suggérée. Chez la souris, notre équipe a montré une augmentation de I'expression hépatique
(x 2.13 + 0.09) ainsi qu’une forte augmentation de I’expression intestinale de PCSK9 (x 12.47
+ 2.29 dans I'anse alimentaire, x 2.53 + 0.72 dans |'anse biliaire et x 13.13 + 013 dans I'anse
commune) aprés RYGB (155). En accord avec ces résultats, une importante induction de
I’expression intestinale de PCSK9 dans I'anse alimentaire était également observée chez
I’humain un an apres RYGB dans une autre étude (294). Dans notre modele murin, la
concentration circulante de PCSK9 était significativement augmentée un mois aprés RYGB
(155), dont la différence avec les études cliniques précédemment citées pourrait étre liée a la
durée post-opératoire : aprés BPD-DS, la concentration plasmatique de PCSK9 augmentait

précocement, puis était suivie d’une diminution chronique dans I’étude de Boyer et al (305).
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Les raisons de cette différence entre I'augmentation des expressions géniques
hépatique et intestinale et la diminution de la concentration circulante de PCSK9 ne sont
actuellement pas comprises. Cependant, PCSK9 pourrait étre impliqué dans la prolifération
cellulaire puisqu’il semble étre un acteur important de la régénération hépatique (229,230).
L'hypothése pourrait étre que I'augmentation de son expression intestinale puisse étre
impliquée dans la prolifération entérocytaire et I’hyperplasie muqueuse intestinale observée
apres RYGB, particulierement dans I'anse alimentaire. Une premiere étude (Gérard et al.
manuscrit en attente de soumission, non présenté ici) avait déja été réalisée au laboratoire
afin d’étudier les effets d’une déficience totale en PCSK9 (souris PCSK97") sur les adaptations
observées aprés RYGB. Ces résultats préliminaires ne montraient pas d’impact de la déficience
en PCSK9 sur la baisse de la cholestérolémie, I'épuration du cholestérol plasmatique et
I’hyperplasie muqueuse intestinale apres RYGB, ce qui suggere que PCSK9 n’est pas un acteur

indispensable a ces mécanismes.

Le second acteur majeur du métabolisme du cholestérol sur lequel la chirurgie
bariatrique a un impact est le LDLR intestinal. En comparant |’anse alimentaire de rats obeses
opérés d’'un RYGB avec la partie correspondante du jéjunum de rats Sham, Saeidi et al. ont
montré que l'expression (d’ARN messager et protéique) du LDLR était significativement
augmentée aprés RYGB (76). Cette observation s’accompagnait d’'une augmentation de
I’expression de SREBP-2. Ces modifications d’expressions n’étaient pas visibles dans I'anse

biliaire aprés RYGB. Plus tard, la méme équipe a confirmé que cette surexpression du LDLR
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(ainsi que de SREBP-2) au sein de I'anse alimentaire était également présente chez ’lhomme

un an apres RYGB (294).

Dans la méme étude, Meoli et al. ont alors étudié les conséquences d’une
surexpression spécifiquement intestinale du LDLR chez des souris transgéniques (hors
contexte de chirurgie bariatrique). Chez les souris surexprimant le LDLR, une diminution de la
cholestérolémie d’environ 50% sous régime standard était observée. Les souris transgéniques
étaient également protégées de I’hypercholestérolémie lorsqu’elles étaient soumises a un
régime riche en cholestérol (régime athérogénique contenant 1% de cholestérol et 0.5%
d’acide cholique), et présentaient un taux de LDL-C normal. De maniére intéressante, ces
souris présentaient également une augmentation de I'excrétion fécale du cholestérol (294).
Ensemble, ces résultats suggerent qu’en présence d’une surexpression intestinale du LDLR,
I’'homéostasie du cholestérol est orientée vers sa captation au péle basolatéral de
I'entérocyte. Ce phénotype semble donc suffisant pour expliquer une réduction la
concentration du cholestérol circulant. Les auteurs proposent qu’en contexte de chirurgie
bariatrique, la surexpression du LDLR dans I'anse alimentaire favorise l'internalisation du
cholestérol plasmatique par I'entérocyte, permettant la synthése de membranes cellulaires et

des organites nécessaires a I’hyperplasie muqueuse.

L'augmentation du LDLR intestinal pourrait alors étre un des mécanismes a I’origine de
la baisse de la cholestérolémie observée aprés RYGB. Cette hypothése est renforcée par le fait
qgue notre équipe a montré précédemment que le RYGB induisait préférentiellement la voie

du TICE (155), dont le LDLR est un acteur majeur (244).
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Etant donné son role central dans la régulation du métabolisme du cholestérol, la
modification de I'expression du LDLR intestinal aprés RYGB en fait donc une cible de choix
pour I'étude des mécanismes sous-tendant les effets hypocholestérolémiants des chirurgies
bariatriques. Cependant, aucune étude ne démontre a ce jour de lien de causalité entre sa

surexpression et les effets bénéfiques du RYGB.
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Objectifs

L’objectif principal de ce travail est d’apporter une meilleure compréhension des
mécanismes qui conduisent a I'amélioration du métabolisme lipidique, en particulier du
cholestérol, aprés chirurgie bariatrique présentant une composante malabsorptive. Ces

mécanismes ont été étudiés a travers quatre axes de réflexion :

1/ Comprendre le role du LDLR intestinal dans les effets hypocholestérolémiants des
chirurgies malabsorptives en étudiant les conséquences fonctionnelles, adaptatives et
métaboliques d’une déficience spécifiquement intestinale en LDLR (souris iLDLR”") aprés
une telle chirurgie. Nous avons choisi pour modéle d’étude le RYGB, qui est la chirurgie de
référence. Cet objectif est détaillé dans I'article n°1, soumis aux co-auteurs pour relecture
avant soumission au moment de I'écriture de ce manuscrit (journal visé Journal of Lipid

Research).

2/ Transposer chez la souris, pour la premiére fois, une chirurgie émergente ayant un fort
impact métabolique, le SADI-S, afin de permettre I'étude approfondie des mécanismes
qgu’elle met en jeu. La mise au point de ce modéle murin est détaillée dans I'article n°2 (Frey

et al. J Vis Exp, 2022 (165)).

3/ Comparer I'impact métabolique, en particulier glucidique, lipidique et sur la NASH, du
SADI-S avec le RYGB sur un modele de souris obése de type Ob/Ob. Les résultats de cette
étude sont présentés dans I'article n°3, accepté dans le journal Obesity lors de I’écriture de ce

manuscrit.
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4/ Etudier les conséquences de I'effet hypocholestérolémiant majeur du SADI-S sur le
développement de la plaque d’athérome sur un modeéle de souris déficientes pour le LDLR
(LDLR7") sous régime enrichi en cholestérol. Nous présenterons les résultats préliminaires
prometteurs de ces expériences dans I'article n°4, qui pour des raisons d’homogénéité du
manuscrit ont été rédigés sous la forme d’un short report (selon les recommandations aux
auteurs du journal Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology) et ont vocation a étre
complétés (augmentation du nombre d’animaux) par les expériences en cours lors de

I’écriture de ce manuscrit.
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Articles originaux

Article n°1 — L’effet hypocholestérolémiant du bypass gastrique de Roux-en-Y
est réduit chez des souris porteuses d’une déficience spécifiquement intestinale

en LDLR

L'observation d’une surexpression du LDLR au sein de la muqueuse intestinale aprés
RYGB (en particulier de I'anse alimentaire) chez I’homme et sur modele murin en fait une cible
moléculaire de choix pour étudier les déterminants des effets bénéfiques de cette chirurgie
sur le métabolisme du cholestérol (76,294). Si la surexpression du LDLR intestinal sur souris
s’accompagne d’un profil lipidique favorable, aucune étude ne démontre a ce jour son
implication dans les effets hypocholestérolémiants du RYGB (294). Le role du LDLR intestinal
dans I'hyperplasie muqueuse intestinale et dans I'induction de I’élimination du cholestérol par
la voie du TICE, toutes deux observées apres RYGB, a été avancé comme hypothéses pouvant
expliquer une diminution de la cholestérolémie (155,294). L'objectif de cette étude était de
déterminer les conséquences d’une déficience spécifiquement intestinale en LDLR sur les

effets hypocholestérolémiants du RYGB.

Dans cette étude, nous avons utilisé un modele original de souris présentant une
déficience spécifiquement intestinale en LDLR (souris iLDLR”") mis au point au laboratoire,
obtenues par croisement entre des souris floxées pour le LDLR avec des souris exprimant la
CRE recombinase sous le controle du promoteur de la villine qui est une protéine exprimée
dans la muqueuse intestinale, sur un fond génétique C57BI6. La délétion spécifiqguement

intestinale du LDLR obtenue chez ces souris a préalablement été validée par g-PCR. Les souris
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floxées ont été utilisées comme contrdles pour cette étude (souris iLDLR*/*). Des souris males
iLDLR” et leurs contréles ont alors été réparties en deux groupes chirurgicaux aprés induction
d’une obésité par un régime high fat : RYGB et laparotomie seule (groupe Sham). L'impact de
la chirurgie sur la cholestérolémie et sur les étapes clés du métabolisme du cholestérol a été

comparé entre ces groupes.

Cette étude démontre que la déficience en LDLR intestinale amoindrit les effets
hypocholestérolémiants du RYGB puisque les souris iLDLR”" gardaient une cholestérolémie
significativement plus élevée que les souris contrbles apres chirurgie, et donc confirme
I'importance de cet acteur dans les effets métaboliques du RYGB. Cette observation
s’accompagnait d’une altération de certaines conséquences attendues du RYGB chez les souris
iLDLR”" : la baisse de I'absorption intestinale du cholestérol et I'induction de I’excrétion fécale

d’acides biliaires n’étaient pas observées aprés RYGB chez ces souris.

La déficience en LDLR intestinal n’altérait en revanche pas I'adaptation muqueuse de
I’anse alimentaire puisqu’une hyperplasie similaire était observée apres RYGB chez les souris
iLDLR”- et iLDLR*/*. De plus, I’épuration du cholestérol plasmatique était induite de la méme
maniére aprés RYGB chez les souris iLDLR”" et iLDLR**. Cette observation suggére deux
hypotheses : 1/ I'épuration du cholestérol plasmatique par la voie hépatobiliaire est favorisée
en cas de défaut du TICE en I’absence du LDLR intestinal, ou bien 2/ il existe un mécanisme de
compensation en cas de déficience chronique en LDLR intestinal par un transporteur inconnu.
A I'avenir, les perspectives de ce projet pourraient inclure la recherche de ces transporteurs

intestinaux encore inconnus par des approches sans a priori (approches « omiques ») afin
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d’identifier de nouveaux acteurs moléculaires impliqués dans I’effet hypocholestérolémiant

du RYGB.
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The RYGB-induced hypocholesterolemia is attenuated in intestine-specific LDLR deficient mice

Short title: Role of intestinal LDLR on cholesterol homeostasis after RYGB

Funding: This work received grants from the project Nantes Excellence Trajectory (NExT) (project Bach,
ref R22140NN), the Société Francaise et Francophone de Chirurgie de I'Obésité et des Maladies
Métaboliques (SOFCOMM) and the fondation Genavie. SF was supported by a salary grant from Inserm

(Poste d’accueil: 2021-2023).

ABSTRACT

Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) decreases plasma cholesterol levels through decreased intestinal
cholesterol absorption, increased cholesterol epuration and cholesterol storage in hyperplasic
intestinal mucosa. A role of the intestinal low-density lipoprotein receptor (LDLR), a key actor of the
cholesterol metabolism, has been suggested. This study aimed to assess the effects of an intestine-
specific LDLR deficiency on the cholesterol metabolism after RYGB. Mice carrying an intestine-specific
LDLR deficiency (iLDLR”") were compared with control mice (iLDLR*/*). After their weight overcome 40g
under high fat diet, both underwent either a RYGB or a laparotomy alone (Sham), and were followed
for 35 post-operative days. Body weight decreased similarly after RYGB in both groups compared with
Sham (26.142.3% in iLDLR** and 23.24+1.7% in iLDLR”" mice at D35). Plasma cholesterol concentration
decreased significantly in both groups after RYGB compared with Sham mice (-36.1% in iLDLR** mice
and -34.9% in iLDLR”" mice at D35, p<0.001 for both). However, iLDLR” mice had a significantly higher
longitudinal plasma cholesterol concentration compared to iLDLR** mice from day 21 after surgery
(two-way ANOVA, p=0.0014). Plasma campesterol and sitosterol to cholesterol ratios, reflecting
intestinal cholesterol absorption, were significantly decreased after RYGB in iLDLR*/* but not in iLDLR"
- mice. In addition, a two-fold fecal bile acids excretion increase occurred in iLDLR** after RYGB but

not in iLDLR” mice. Neither plasma cholesterol epuration nor mucosal hyperplasic adaptation induced
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by RYGB were impaired in iLDLR”" mice. In conclusion, the intestinal LDLR exert a significant role in the

hypocholesterolemic effect of RYGB.

Keywords: Obesity, Bile acids and salts, cholesterol, dyslipidemias, intestine

ABBREVIATIONS

ABCB: ATP-binding cassette

CA: Cholic acid

CDCA: Chenodeoxycholic acid

D35: Days 35 after surgery

DCA: Deoxycholic acid

FGF15: Fibroblast growth factor 1
HDCA: Hyodeoxycholic acid

HDL-C: High density lipoprotein cholesterol
IBABP: lleal bile acid-binding protein
IBAT: lleal bile acid transporter

LCA: Lithocholic acid

LDL-C: Low-density lipoprotein cholesterol

LDLR: Low-density lipoprotein receptor

LRP1: Low density lipoprotein receptor-related
protein 1

MCA: Muricholic acid

NPC1L1: Niemann—Pick C1-like 1
Q-PCR: Real-time quantitative PCR
RYGB: Roux-en-Y gastric bypass

SR-BI: Scavenger receptor class B type 1

SREBP-2: Sterol regulatory element-binding
protein-2

TICE: Transintestinal cholesterol excretion
UDCA: Ursodeoxycholic acod

WAT: white adipose tissue
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INTRODUCTION

While obesity has become a major therapeutic challenge, affecting nearly 20% of adults worldwide (1),
bariatric surgeries have risen as the most efficient therapeutic tool. Beyond their effects on weight
loss, these procedures have been associated with positive metabolic outcomes, at the base of the
concept of “metabolic surgeries”. While diabetes is nowadays considered as their main target, leading
to the concept of diabetes surgical treatment (2), initial intents of metabolic surgeries by bypassing
the small intestine aimed to reduce the plasma cholesterol level (3), which was later associated with a
decrease in fatal and non-fatal coronary events (4). Since then, multiple reports and meta-analyses
confirmed that bariatric surgeries improve lipid homeostasis, with a 60 — 70% resolution rate of pre-
existing dyslipidemia (5—7). Procedures that involve a “malabsorptive” mechanism, such as the Roux-
en-Y gastric bypass (RYGB) which is the gold standard, exert the strongest impact, characterized by a
reduced plasma triglycerides and low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) concentration and an
increased high density lipoprotein cholesterol (HDL-C) concentration (8,9). However, the mechanisms

beyond this improvement are still poorly known.

The RYGB is characterized by a “Y” shaped anatomy, in which the small bowel is rearranged into an
alimentary limb, a biliary limb, and a common limb. This particular anatomy drives limb-specific
mechanisms associated with metabolic benefits (10), and is associated with mucosal adaptations,
especially in the form of a mucosal hypertrophy within the alimentary limb (11,12). Particularly, studies
on rodents and humans have shown that a key actor of the cholesterol metabolism, the LDL receptor
(LDLR), is overexpressed at the basolateral site of the enterocytes in the alimentary limb after RYGB
(12,13). Interestingly, authors have shown that a LDLR overexpression in transgenic mice led to
decreased plasma cholesterol concentrations and an increased fecal cholesterol excretion (12). They
hypothesized that the LDLR overexpression observed after RYGB could act as a “cholesterol depot”,

providing the cholesterol that is needed for mucosal hyperplasic remodelling.
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In a previous study, we showed in a mouse model that that the hypocholesterolemic effects of RYGB
was linked with an upregulated trans-intestinal cholesterol excretion (TICE) in addition to a reduced
intestinal cholesterol absorption, without significant modifications of the biliary cholesterol output
pathway (14). As the LDLR is a major actor involved in the TICE (15,16), taken together, these results

suggest a key role of the LDLR in the effects of RYGB on the cholesterol metabolism.

This study aimed to decipher the role of the intestinal LDLR the hypocholesterolemic effect observed
after RYGB. We performed RYGB in a mouse model that carry an intestine-specific LDLR deficiency and

investigated its impact on the plasma cholesterol concentration and metabolism.
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MATERIALS AND METHODS

Animals and surgeries

LDLR”f mice, obtained from the EMMA repository consortium, were crossed with Villin-CRE mice
obtained from others (17) to obtain mice carrying an intestine-specific LDLR deficiency (iLDLR”") with
a C57BI6 background. Through the entire study, LDLR”f mice were used as controls (iLDLR**). Ten
week-old mice were placed for 10 to 12 weeks under high-fat diet (60 Kcal% fat from Research diets,
Inc. New Brunswick, USA: caseine 25.8%, L-cystine 0.4%, maltodextrin 16.5%, sucrose 9.4%, fiber 6.5%,
lard 31.7%, soybean oil 3.2%, mineral 6.5%, vitamin 6.8%) and had free access to water containing an
additional 20% fructose. Mice for which body weight exceeded 40 grams were then randomized on
body weight and plasma glucose concentration to undergo either a RYGB or a laparotomy alone (Sham
group). Therefore, four groups were analyzed: LDLR** Sham, LDLR** RYGB, LDLR”- Sham, and LDLR”-

RYGB.

Surgeries were performed as described previously (14,18). Isoflurane was used to induce (5%, 1 L/min
plus 1 L/min oxygen) and maintain (2.5%, 0.4 L/min plus 0.4 L/min oxygen) general anesthesia. For
RYGB, a pylorus ligation was performed with 6/0 non absorbable cord, followed by the creation of an
8 cm biliary limb and a 6 cm alimentary limb, the remaining small bowel corresponding to the common
limb, with a Y-shaped anatomy. Gastro-jejunal and jejuno-jenunal anastomoses were performed with
an 8/0 non absorbable running suture. For Sham surgeries, mice underwent a laparotomy identical to
RYGB, followed by gentle mobilization of the stomach and the small bowel, and were kept under

anesthesia for a duration comparable with RYGB.

Post-operative follow-up
Mice were kept after surgery in individual cages with immediate access to water enriched with 20%
fructose. Free access to solid high fat diet was given three days after surgery. Mice were kept in a 30°

C atmosphere for 7 days to recover. Perioperative analgesia was ensured with subcutaneous
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buprenorphine injections (0.1 mg/Kg) before surgery and twice a day for five days. Prokinetics
(metoclopramide, 1 mg/Kg subcutaneously) and antibiotics (amoxicillin, 15 mg/Kg subcutaneously)
were provided twice a day for three days. A subcutaneous daily iron supplementation (0.5 mg/Kg) and
an oral vitamin supplementation (800 mg/180 mL of water including vitamin B1, B9, B12, A, D, E, K)
were continued until the end of the experiment, as previously described (18). Mice were weighted
weekly, and food intake was calculated by weighting the amount of solid diet that remained in the
cage. Thirty-five days after surgery (D35), mice were euthanized by cervical dislocation followed by
cardiac punction under general anesthesia (ketamine plus xylazine, 80/10 mg/kg, intraperitoneal

injection). Sub-cutaneous and gonadal white adipose were weighted.

Plasma cholesterol and triglycerides measurements

Blood samples were taken at the tail weekly and by cardiac punction at D35 in EDTA-coated tubed for
plasma separation. Three hours of fasting ensured homogenous gastric emptying. Plasma cholesterol
and triglycerides were measured using colorimetric kits (Sobioda, Montbonnot-Saint-Martin, France)

according to the manufacturer’s recommendations.

Glucose homeostasis

Plasma glucose concentration was measured at the tail using a an Accu-Chek® glucometer (Roche
Diabetes, Meylan, France) after three hours of fasting. An oral glucose tolerance test (OGTT) was
performed 21 days after surgery after six hours of fasting by gavage of 2 g/Kg of a glucose solution.

Glycemia was measured before gavage, and then 15, 30, 60 and 120 minutes thereafter.

Histological analyses

After sacrifice, five millimeters intestinal samples were fixed in 4% paraformaldehyde and embedded
into paraffin. In mice that underwent RYGB, samples from the alimentary limb were collected 1 cm

after the gastro-jejunal anastomosis. In Sham mice, the region of the small bowel that corresponded
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to the alimentary limb of RYGB was situated 9 cm from the pylorus. Five micrometers intestinal
sections were stained in hematoxylin and eosin. Mucosal area was determined using NDPview2

software (Hamamatsu Photonics K.K., Shizuoka, Japan) was used for analyses.

Sterols and bile acids measurements

At day 32 after surgery, mice underwent an intravenous penile injection of labelled cholesterol (D;-
cholesterol, 0.3 mg in 100 ulL intralipid) under isoflurane-induced general anesthesia. Blood was
collected at the tail in EDTA-coated tubes for plasma separation two minutes and 72 hours after
injection to follow labelled cholesterol plasmatic clearance. Feces were collected for three days until
D35. Fecal and plasma sterols including cholesterol, Ds-cholesterol, campesterol, sitosterol, and
coprostanol) were quantified by gas chromatography-mass spectrometry, as described previously (19).
Bile acids were measured in feces by liquid chromatography-tandem mass spectrometry as described

in (20).

mRNA expression analyses

Intestinal mucosa from each limb after RYGB and the corresponding intestinal segment in Sham mice
were collected in cell recovery solutions (Discovery Labware, Inc., Bedford, USA). RNA was extracted
from intestinal mucosa and liver samples using NucleoSpin RNA Il kit (Macherey Nagel, Hoerdt,
France). Real-time quantitative PCR (Q-PCR) was performed after reverse transcription with a TagMan

7900 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Warrington, UK).

Statistical analyses
Data are represented as mean * standard error of the mean. Transversal measures were compared
between groups with Mann-Whitney or Kruskall-Wallis tests, and longitudinal measures with ANOVA

two factors with Tuckey’s test for multiple comparisons. A p-value <0.05 was deemed significant.
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Graphpad Prism software version 8.0.1 (Graphpad Software, San Diego, CA, USA) was used for

statistical analyses.
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RESULTS

General post-operative follow-up

Control mice (iLDLR**) and mice that carry an intestine-specific LDLR deficiency (iLDLR”") were either
subjected to RYGB or Sham surgery. Mean operating times were similar between groups (Sham iLDLR**
69.3 + 1.4 minutes, RYGB iLDLR** 67.5 + 1.4 minutes, Sham iLDLR”"68.4 + 1.1 minutes and RYGB iLDLR
- 66.9 + 1.6 minutes). All mice had initial body weight higher than 40 grams, and mean body weight
before surgery was comparable between groups (Figure 1A). After surgery, the mean body weight
decreased significantly after RYGB in both iLDLR** and iLDLR” mice from day 7 and remained
significantly lower in comparison with Sham mice along the follow-up (Figure 1B). At D35, the mean
body weight decreased of 26.1 + 2.3% in iLDLR** mice and 23.2 + 1.7% in iLDLR”" mice without
significant differences between genotypes. Accordingly, RYGB significantly reduced both gonadal and
sub-cutaneous white adipose tissue weights compared with Sham mice with the same proportions in
iLDLR** and iLDLR”" mice (Figures 1C and 1D). In accordance with our previous studies (14,18), RYGB
did not significantly modified food intake (Figure 1E). RYGB significantly reduced longitudinal random
fed glycemia in both iLDLR** and iLDLR” mice in comparison with Sham mice as well as glucose

tolerance during OGTT (Figure 2A and 2B).

Intestinal LDLR deficiency lowers the impact of RYGB on plasma cholesterol concentration

Plasma cholesterol concentration was significantly decreased after RYGB in both genotypes in
comparison with their respective Sham mice (-36.1% in iLDLR** mice and -34.9% in iLDLR”" mice at
D35, p<0.001 for both) (Figure 3A). However, iLDLR”" mice had a significantly higher longitudinal
plasma cholesterol concentration compared to iLDLR** mice from day 21 after surgery (two-way
ANOVA, p=0.0014), suggesting that the of intestinal LDLR deficiency has a negative impact on the
hypocholesterolemic effect of RYGB. Longitudinal plasma triglycerides concentrations were not

significantly modified between conditions (Supplemental Figure 1).
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Intestinal LDLR deficiency alters the effect of RYGB on intestinal cholesterol absorption but not
plasma cholesterol epuration

To assess the impact of intestinal LDLR deficiency on cholesterol homeostasis after RYGB, intestinal
cholesterol absorption and plasma cholesterol epuration were studied. Plasma campesterol and
sitosterol to cholesterol ratios, which are proxies for intestinal cholesterol absorption, were
significantly decreased after RYGB in iLDLR** mice (Figure 3B). However, this change was not
reproduced in iLDLR” mice after RYGB, suggesting that RYGB did not decrease the cholesterol
absorption in these mice. Of note, fecal excretion of campesterol and sitosterol, that are handled by
similar intestinal transporter than cholesterol, were not altered between all conditions (data not
shown), suggesting that these plasma ratios indeed reflected intestinal cholesterol absorption and not

their accumulation in the organism.

In order to study the plasma cholesterol epuration, exogenous Ds-cholesterol was injected
intravenously, and its clearance and fecal elimination were followed over 72 hours. In comparison with
their respective Sham mice, RYGB increased the plasma clearance of Ds-cholesterol in both genotypes
(Figure 3D and 3E). Similarly, the mean daily fecal D;-cholesterol excretion doubled in iLDLR** mice
(p<0.01 versus Sham iLDLR**) and iLDLR”" mice, although the latest did not reach statistical significance
(Figure 3F), suggesting that the differences in cholesterol homeostasis observed between genotypes

were not mediated by altered plasma cholesterol epuration.

MRNA expression (Q-PCR) of key genes involved in the cholesterol transport through the enterocyte
were measured in each functional limb. In iLDLR** mice, LDLR mRNA was upregulated by two-fold
within the alimentary and the common limb (p = 0.048 and 0.073 in Mann Whitney test, respectively).
Both groups showed a comparable increased expression of the 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme
A (HMG-CoA) reductase, the limiting rate enzyme of cholesterol synthesis, within the alimentary limb

(fold induction versus Sham mice 4.42 + 1.19 and 5.43 + 1.39, p=0.010 and p=0.041 in Mann Whitney
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test, respectively) after RYGB. Mean mRNA expressions fold changes compared to their respective
Sham mice were compared between iLDLR** and iLDLR”" mice (Figure 4). Compared with iLDLR** mice,
RYGB induced a significant downregulation of CD36 (biliary limb), lipoprotein receptor-related protein
1 (LRP1) and Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1) (common limb) in iLDLR”" mice. A stronger increase in
the mRNA expression of sterol regulatory element-binding protein-2 (SREBP-2) and HMG-CoA
reductase occurred in iLDLR** mice (common limb). We also observed a strong upregulation of genes
involved in bile acids transport through the enterocyte in iLDLR** mice after RYGB, namely ileal bile
acid transporter (IBAT) and ileal bile acid-binding protein (IBABP), that was significantly lower in iLDLR

” mice.

Liver mRNA expression measurement (Supplemental Figure 2) showed that HMG-CoA reductase and
SREBP-2 expressions, among others key actors of the cholesterol metabolism, were not significantly

modified after surgery in both genotypes.

Intestinal LDLR deficiency impacts fecal bile acids excretion and composition after RYGB

RYGB was associated with a similar increase in fecal cholesterol excretion in mice from both genotypes
compared with Sham surgeries (1763 + 176 vs. 500 + 47 pg/day in iLDLR** mice, p<0.001; 1329 + 145
vs. 582 + 37 pg/day in iLDLR”" mice, p=0.016) (Figure 5A). Fecal coprostanol excretion was low in all
mice under high-fat diet in accordance with others (21), and showed a trend toward a decrease in

iLDLR** mice after RYGB that did not reach statistical significance (Figure 5B).

Interestingly, Sham iLDLR”" mice displayed higher total fecal bile acids excretion than Sham iLDLR*/*
mice (1161 + 170 vs. 561 + 90 pg/day, p=0.047) (Figure 5C), although their bile acids composition was
similar (Figure 5D). An increased fecal bile acid output by approximately two-fold was observed after
RYGB compared to Sham surgery (p=0.062) in iLDLR** mice only, while no change was observed in

comparison with the Sham group in iLDLR”" mice (Figure 5C). This observation was related with a
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significant increase in fecal excretion in cholic acid (CA) and B-muricholic acid (B-MCA) after RYGB in
iLDLR** mice (Figures 5D and 5E). While a trend for an increase in fecal CA also occurred after RYGB in

iLDLR” mice, while fecal B-MCA did not change compared with Sham surgery in this group of mice.

The impact of intestinal LDLR deficiency on plasma cholesterol after RYGB does not result from

impaired intestinal mucosal adaptation

Because hypertrophic adaptation of the intestinal mucosa has been reported after RYGB within the
alimentary limb in association with the increased expression of the LDLR, we specifically studied this
intestinal region after RYGB in comparison with the corresponding intestinal segment in Sham mice
(Figure 5A). Histologic analysis of intestinal mucosa revealed that mucosal area was significantly
increased in both groups after RYGB compared with Sham mice (4.73 £ 0.70 vs. 2.30 + 0.24 mm? in
iLDLR** mice, p=0.11; 4.60 + 0.31 vs. 2.50 + 0.17 in iLDLR”" mice, p=0.045) suggesting that RYGB was

associated with alimentary limb mucosal hypertrophy regardless the presence of the LDLR (Figure 5B).
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DISCUSSION

The present study shows that the benefic impact of RYGB on cholesterol homeostasis is impaired in
mice with an intestine-specific LDLR deficiency. In control mice, RYGB was associated with a decrease
in plasma cholesterol level related with a lower intestinal cholesterol absorption, a higher plasma
cholesterol epuration and fecal bile acids output. Conversly, iLDLR” mice had a higher intestinal
cholesterol absorption and lacked bile acid output induction. These differences were not related with

a significant impact of the intestinal LDLR deficiency on the intestinal mucosal adaptation after RYGB.

Since its discovery by Goldstein and Brown in the 70’s (22), the LDLR is considered a major actor of the
cholesterol metabolism, playing a key role in the interface between intra- and extracellular cholesterol
concentrations. While mainly expressed in hepatocytes, the LDLR is also expressed at the basolateral
side of the enterocyte (23) where it is implicated in the internalization of the circulating cholesterol in
the plasma compartment in the enterocyte. In our study, Q-PCR mRNA expression analysis confirmed
that the LDLR was up-regulated by two-fold after RYGB in control mice, especially within the alimentary
limb’s mucosa. This observation is in accordance with others. Previously, Seidi et al. reported a similar
two-fold increase in mRNA, as well as in protein, expression of the LDLR in the alimentary limb of rats
after RYGB compared to Sham rats (13). The same team showed later that this phenomenon also
occurs in humans (12). Nevertheless, apart from the fact that intestinal LDLR overexpression improves
cholesterol homeostasis independently from bariatric surgery (12), the impact of this LDLR

upregulation after RYGB has yet never been assessed directly.

The main result of our study is that plasma cholesterol remained significantly higher after RYGB in
iLDLR”" mice in comparison with control mice, validating the hypothesis that intestinal LDLR plays a
substantial role in the hypocholesterolemic effect of RYGB. Interestingly, from 21 days after surgery,
this difference appeared to be independent from weight loss, as total body weight as well as gonadal

and subcutaneous adipose tissues decreased similarly between groups. It also occurred independently
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from any glucose homeostasis alteration due to LDLR deficiency, as the same improvement in random
fed plasma glucose level and glucose tolerance were observed after RYGB than in control mice. It
seems clear that weight loss and improved insulin resistance participate to improve the cholesterol
homeostasis after RYGB (24), clinical studies showing a correlation between LDL-c reduction and fat
mass after surgery (25). In this line, it can be hypothesized that the initial improvement in plasma
cholesterol observed in iLDLR”" mice (at day 14) in our study could result from the initial post-operative
rapid body weight drop. However, the fact that, for a similar weight loss, only the procedures that
involve malabsorption impact plasma total cholesterol and LDL-c concentrations, in opposition with
purely restrictive procedures such as sleeve gastrectomy and gastric banding (8), proves the

involvement of other mechanisms in which the intestinal LDLR can play a role.

While control mice displayed lower plasma cholesterol absorption after RYGB, estimated by well used
proxies that are the plasma campesterol and sitosterol to cholesterol ratios (26), no such effect was
observed in iLDLR” mice in our study. While this observation could appear counterintuitive, as the
LDLR is not expressed at the apical side of the enterocyte and is not implicated in cholesterol
absorption, we can speculate that its deficiency induces compensatory mechanisms and a different
equilibrium in cholesterol homeostasis, that can alter the impact of RYGB on intestinal absorption.
Malabsorptive surgeries have been shown to decrease the intestinal cholesterol absorption in both
mice and humans (14,27,28), a phenomenon that is proportional to the length of shunted small bowel
during the surgical procedure (5,8). However, beyond a simple reduction in the surface of contact
between the intestinal mucosa and the aliments, active mechanisms induced by these surgeries,
including modulation of intestinal gene expression profile and bile acids composition and signaling
(29), seem to modulate this effect. Change in bile composition, especially with hydrophilic bile acids
that are associated with lower intestinal cholesterol absorption (30), have been observed after RYGB

(14,31,32). Interestingly, in our study, fecal B-MCA, a hydrophilic bile acid, was increased after RYGB

153



in iLDLR** mice while this induction was not present in iLDLR”" mice in comparison with their Sham
littermate. Although Sham iLDLR”" mice present with a higher B-MCA excretion level than iLDLR** mice,
suggesting a proper equilibrium in the absence of the LDLR, the lack of B-MCA induction after RYGB
could play a role in the reduced impact of this surgery on intestinal cholesterol absorption. In control
mice, the stronger intestinal mMRNA expression of NPC1L1, the key cholesterol transporter located at
the apical side of the enterocyte, after RYGB could be interpreted as a compensatory mechanism for
the strongly reduced absorption that is absent in iLDLR”- mice. While endogenous cholesterol synthesis
plays an important role in the control of cholesterolemia, no impact of RYGB was observed on liver

MRNA expression of HMGCoA reductase, the limiting enzyme of cholesterol synthesis.

Different impacts of RYGB on fecal bile acids excretion were observed between genotypes. While total
bile acids excretion increased after RYGB in iLDLR** mice along with an overexpression of intestinal
bile acids transporters IBAT and IBABP, this effect was not present in iLDLR”" mice. Bariatric surgeries
have been classically associated with an increased delivery of bile acids to distal segments of small and
large intestine (33), which could participate to the benefic metabolic impact of these surgeries,
involving FXR-FGF15 and TGRS5 signaling pathways (34,35). Increase in both fecal CA and B-MCA, two
primary bile acids, was responsible for the higher fecal excretion of total bile acids observed after RYGB
in iLDLR** mice. Accordingly, others reported that in the long term after RYGB, changes in bile acids

composition mainly concerned primary bile acids CA and CDCA in humans (31).

Although lower than in control mice, the hypocholesterolemic impact of RYGB was not abolished in
iLDLR”- mice, which still displayed a significant increase in fecal cholesterol output. Surprisingly, RYGB
was associated with an increase in plasma cholesterol epuration similar to control mice, as shown by
an exogenous D7-cholesterol excretion in feces. Plasma cholesterol epuration can result from two
pathways: the TICE, which is the main route of fecal cholesterol epuration in mice (36), and the

hepatobiliary pathway. We have previously shown that in wild type mice, TICE was upregulated after
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RYGB while biliary cholesterol excretion was not modified (14). The LDLR is a major actor involved in
the TICE pathway: LDLR overexpression induced by proprotein subtilisin/kexin type 9 (PCSK9, a natural
LDLR inhibitor) deficiency in mice increased TICE by 62%, whereas acute LDLR inhibition by
recombinant PCSK9 decrease TICE by 35% (15). The observation of a conserved plasma cholesterol
epuration after RYGB despite intestinal LDLR deficiency can have two explanations. First, the decrease
in TICE could be compensated by an increased biliary excretion. However, the lack of effect of RYGB
on target genes expression implicated in the cholesterol epuration through bile, especially through the
heterodimer ABCG5/G8 (37), plea against this hypothesis. Secondary, LDLR deficiency could be
counterbalanced by one or several other transporter(s) implicated in TICE located at the basolateral
side of the enterocyte (16), an hypothesis that has already been formulated following the observation
that TICE is active in mice that carry a full-body LDLR deficiency (15). Among known cholesterol
transporters that could have explained this result, the mRNA expression of SR-Bl and LRP1 were not
upregulated in iLDLR” mice after RYGB, suggesting that other unknown transporters could be

implicated. This strongly highlights the need for transcriptional studies to identify these actors.

An intestinal mucosal hypertrophy has been described after RYGB, especially within the alimentary
limb, increasing the surface of contact between nutrients and the surface dedicated to absorption
(11,12). Because intestinal LDLR overexpression induces mucosal hypertrophy, Meoli et al.
hypothesized that the intestine, by increasing its cholesterol content through the LDLR, could act as a
“cholesterol depot” which could mediate the hypocholesterolemic effects of RYGB (12). In this study,
we showed a worst plasma cholesterol control in iLDLR”" despite the same level of hypertrophy than
control mice, showing that 1/ the LDLR is not required in this adaptative mechanism, and 2/ intestinal
hypertrophy is not sufficient to explain the benefic impact of RYGB on cholesterolemia. The increased

mRNA expression of HMGCoA reductase in the alimentary limb mucosa after RYGB in iLDLR”" mice
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suggest that cholesterol synthesis, instead of iLDLR uptake, could play a significant role in this

adaptative mechanism.

CONCLUSION

In this study, mice with an intestine-specific LDLR deficiency exhibited a lower effect of RYGB on the
control of plasma cholesterol level. This observation was associated with the loss of the effect of RYGB
on intestinal cholesterol absorption and total amount of fecal bile acids excretion compared to control
mice. However, significant plasma cholesterol epuration and intestinal mucosa proliferation still
occurred in LDLR-deficient mice. Therefore, the intestinal LDLR is significantly implicated in the

hypocholesterolemic effect of RYGB.
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FIGURES

Figure 1. General post-operative outcomes
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(A) Body weight before surgery, and (B) percentage of body weight change after surgery during 35 days follow-
up. (C) Gonadal and (D) subcutaneous white adipose tissue at day 35 after surgery. (E) Cumulated food-intake.
Comparisons were done using Kruskall-Wallis test or two ways ANOVA (Tukey’s test for multiples comparisons).
**%* n<0.001 (Sham iLDLR** vs. RYGB iLDLR**), $$ p<0.01, $3$ p<0.001 (Sham iLDLR”" vs. RYGB iLDLR""), # p<0.05
(Sham iLDLR** vs. Sham iLDLR”"). N = 14 to 17 mice per group.

Legend: RYGB: Roux-en-Y gastric bypass, WAT: white adipose tissue
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Figure 2. Glucose homeostasis assessment
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(A) Post-operative random-fed glycemia longitudinal follow-up. (B) Oral glucose tolerance test after gavage of 2
g/Kg of glucose. Comparisons were done using Kruskall-Wallis test or two ways ANOVA (Tuckey’s test for
multiples comparisons). ** p<0.01, *** p<0.001 (Sham iLDLR** vs. RYGB iLDLR*/*), $ p<0.05, $$$ p<0.001 (Sham
iLDLR” vs. iRYGB LDLR”). N = 14 to 17 mice per group.

Legend: RYGB: Roux-en-Y gastric bypass
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Figure 3. Plasma cholesterol concentration, intestinal cholesterol absorption and plasma

cholesterol epuration after RYGB
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(A) Plasma cholesterol concentration. (B) Plasma sitosterol and (C) campesterol to cholesterol ratios. (D) Plasma
D;-cholesterol concentration 2 minutes after intravenous injection. (E) Plasma D;-cholesterol concentration
changes over 72 hours and percentage of residual concentration. (F) Fecal D;-cholesterol excretion. * p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001 (Sham iLDLR*/* vs. RYGB iLDLR**), $$ p<0.01, $5$ p<0.001 (Sham iLDLR" vs. RYGB iLDLR”"),
£f p<0.01 (RYGB iLDLR** vs. RYGB iLDLR”"). N = 11 to 14 mice per group. Comparisons were done using Kruskall-
Wallis test, Mann Whitney test (for panel E) or two ways ANOVA (Tuckey’s test for multiples comparisons). N =
8 to 13 mice per group.

Legend: RYGB: Roux-en-Y gastric bypass
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Figure 4. Intestinal mRNA expressions fold changes of key genes involved in cholesterol transport

through the enterocyte after RYGB in each bowel limb

Biliary limb Alimentary limb Common limb

LDLR
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CD36
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FXR
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RYGB iLDLR"* RYGB iLDLR" RYGB iLDLR'" RYGB iLDLR ™" RYGB iLDLR"" RYGB iLDLR "

MRNA expressions are expressed as the log10 transformation of mean fold changes after RYGB compared to the
Sham group in each genotype. Relative expressions were measured based on the relative ACt method.
Cyclophillin was used as reference genes. Comparisons were done using Mann-Whitney test. * p<0.05. N = 6 to
7 mice per group.

Legend: LDLR: LDL receptor, SR-BI: Scavenger receptor class B type 1, LRP1: Low density lipoprotein receptor-
related protein 1, SREBP-2: Sterol regulatory element-binding protein-2, HMGCoAR: 3-hydroxy-3-methyl-
glutaryl-coenzyme A reductase, ABCB1A: ATP-binding cassette B1A, ABCB1B: ATP-binding cassette B1B, ABCG5:
ATP-binding cassette G5, ABCG8: ATP-binding cassette G8, NPC1L1: Niemann—Pick C1-like 1, IBAT: Ileal bile acid
transporter, IBABP: lleal bile acid-binding protein, RYGB: Roux-en-Y gastric bypass.
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Figure 5. Fecal neutral sterols and bile acids excretion
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(A) Fecal cholesterol, (B) coprostanol and (C) total bile acids excretion. (D) Relative bile acids composition. (E)
Main bile acids fecal excretion. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Sham iLDLR** vs. RYGB iLDLR**), $ p<0.05
(Sham iLDLR”" vs. RYGB iLDLR”), # p<0.05 (Sham iLDLR** vs. Sham iLDLR”"). Comparisons were done using
Kruskall-Wallis test. N =9 to 13 mice per group.

Legend: CA: Cholic acid, MCA: Muricholic acid, DCA: Deoxycholic acid, CDCA: Chenodeoxycholic acid, UDCA:
Ursodeoxycholic acod, HDCA: Hyodeoxycholic acid, LCA: Lithocholic acid, RYGB: Roux-en-Y gastric bypass.
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Figure 5. Alimentary limb mucosal adaptation after RYGB
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(A) Representative images of transversal section of the alimentary limb and the corresponding
intestinal segment in Sham mice. (B) Mucosal area. * p<0.05 (Sham iLDLR** vs. RYGB iLDLR**), $ p<0.05
(Sham iLDLR” vs. RYGB iLDLR”"). Comparisons were done using Kruskall-Wallis test. N = 5 to 7 mice per group.
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Supplemental Figure 1. Plasma triglycerides concentration
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Comparisons were done using two ways ANOVA (Tuckey’s test for multiples comparisons). N = 8 to 13 mice per
group.

Legend: RYGB: Roux-en-Y gastric bypass

Supplemental Figure 2. Liver mRNA expression of key genes involved in the cholesterol metabolism
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mRNA expressions are expressed based on the relative ACt method, Sham iLDLR”" mice taken as the reference.
Cyclophillin and glycerol-3-phosphate dehydrogenase were used as reference genes. Comparisons were done
using Kruskall-Wallis test. * p<0.05. N = 6 mice per group.

Legend: LDLR: LDL receptor, SR-BI: Scavenger receptor class B type 1, LRP1: Low density lipoprotein receptor-
related protein 1, SREBP-2: Sterol regulatory element-binding protein-2, HMGCoAR: 3-hydroxy-3-methyl-
glutaryl-coenzyme A reductase, ABCG5: ATP-binding cassette G5, ABCG8: ATP-binding cassette G8, NPC1L1:
Niemann-Pick C1-like 1, FXR: Farnesoid X receptor, SHP: Small heterodimer partner, CYP7A1: Cytochrome P450
7A1, CYP8B1: Cytochrome P450 8B1, BSEP: Bile Salt Export Pump, RYGB: Roux-en-Y gastric bypass.
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Article n°2 — Mise au point d’'un modele de SADI-S chez la souris

Les données disponibles dans la littérature suggerent que le SADI-S est une
intervention prometteuse, avec un taux plus faible de complications, induit une perte de poids
importante et est associée a un bénéfice métabolique fort. Nous nous sommes donc
intéressés a ce modele de chirurgie. Pour cela, nous avons mis au point, pour la premiére fois
chez la souris, un protocole permettant de reproduire l'intervention réalisée en pratique
clinique afin de permettre par la suite I'’étude des mécanismes qui sous-tendent ces effets

métaboliques importants.

La mise au point de ce modele a été facilitée par I'expertise du laboratoire en chirurgie
sur modele murin, puisque le RYGB et la SG sont réalisés couramment au sein de I'équipe
(24,148,155). Nous avons modifié la technique de SG utilisée habituellement au laboratoire
(suture simple de I'estomac apres résection du fundus) par I'application de clips chirurgicaux
en titane afin de réduire le temps opératoire et limiter les saignements. D’autre part, la
transposition du SADI-S chez la souris a nécessité la prise en compte des particularités
anatomiques de la souris. En effet, une rotation mésentérique différente de ’'homme lors de
I’embryogenése place le caecum (et donc la derniére anse gréle) a gauche de I'abdomen chez
certaines lignées murines, ce qui conduit a un syndrome de I'anse afférente (comme décrit
dans le chapitre 2.2.1 Complications post-opératoires précoces (< 30 jours) du SADI-S) en cas de non
prise en compte de cette particularité. Enfin, la transsection du duodénum pour la réalisation
d’une anastomose duodéno-iléale termino-latérale (comme réalisée chez 'lhomme) étant
d’une difficulté technique importante, nous avons fait le choix d’'une exclusion duodénale en

amont de I'abouchement de la voie biliaire principale par un fil non résorbable avec
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constitution d’une anastomose latéro-latérale. Celle-ci s’est accompagnée d’un seul cas de

reperméabilisation dans notre expérience (décrit dans l'article).

Cette technique nécessite un entrainement rigoureux afin de réduire le temps
opératoire et améliorer la survie des animaux. Nous décrivons également les conditions péri-
opératoires nécessaires a I'obtention d’une survie satisfaisante, comprenant un protocole de
supplémentation vitaminique et ferrique. Le SADI-S induisait une perte de poids significative
et maintenue dans le temps par rapport a un groupe de souris Sham, chez des souris males et
femelles C57BI6 sous régime standard. De fagon surprenante, elle s’accompagnait d’une
augmentation de la prise alimentaire journaliere que nous avons interprété comme un
mécanisme de compensation de la malabsorption induite par la chirurgie. Nous décrivons
donc pour la premiére fois un protocole reproductible de SADI-S chez la souris qui reproduit
les effets sur la perte de poids observés chez 'homme, et qui a pour vocation d’étre utilisé

pour I'étude de cette chirurgie.

167



Single-Anastomosis Duodeno-lleal Bypass with
Sleeve Gastrectomy Model in Mice

Samuel Frey™?, Audrey Ayer!, Thibaud Sotin?, Victoria Lorant?, Bertrand Cariou?, Claire Blanchard"*?,

Cédric Le May™?

1

CHU Nantes, CNRS, INSERM, l'institut du thorax, Nantes Université

2
Chirurgie Cancérologique, Digestive et Endocrinienne, Institut

des Maladies de I'Appareil Digestif, Hotel Dieu, CHU Nantes

*

These authors contributed equally

Corresponding Author

Claire Blanchard

claire.blanchard@chu-

nantes.fr

Citation

Frey, S., Ayer, A., Sotin, T., Lorant, V.,
Cariou, B., Blanchard, C., Le
May, C. Single-Anastomosis Duodeno-

lleal Bypass with Sleeve Gastrectomy Model in

Mice. J. Vis. Exp. (), e64610, doi:10.3791/64610
(2022).

Date Published

October 4, 2022

DOl

10.3791/64610

URL

jove.com/t/64610

Obesity is a major health issue worldwide. As a response, bariatric
surgeries have emerged to treat obesity and its related comorbidities (e.g.,
diabetes  mellitus, dyslipidemia, non-alcoholic steatohepatitis,
cardiovascular events, and cancers) through restrictive and malabsorptive
mechanisms. Understanding the mechanisms by which these procedures
allow such improvements often require their transposition into animals,
especially in mice, because of the ease of generating genetically modified
animals. Recently, the single-anastomosis duodeno-ileal bypass with
sleeve gastrectomy (SADI-S) has emerged as a procedure that uses both
restrictive and malabsorptive effects, which is being used as an alternative
to gastric bypass in case of major obesity. Thus far, this procedure has been
associated with strong metabolic improvements, which has led to a
marked increase in its use in daily clinical practice. However, the
mechanisms underlying these metabolic effects have been poorly studied
as a result of a lack of animal models. In this article, we present a reliable
and reproducible model of SADI-S in mice, with a special focus on
perioperative management. The description and use of this new rodent
model will be helpful for the scientific community to better understand
the molecular, metabolic, and structural changes induced by the SADI-S
method and to better define the surgical indications for clinical practice.
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Introduction

Obesity is an emerging and endemic situation with increasing prevalence, affecting approximately 1 in 20 adults

worldwide®. Bariatric surgery has become the most effective treatment option for the affected adults in recent

years, improving both weight loss and metabolic disorders®3, with variable results depending on the type of

surgical procedure used.

There are two main mechanisms that are implicated in the effects of the bariatric procedures: restriction that
aims to increase satiety (such as in the sleeve gastrectomy (SG) method where 80% of the stomach is removed),
and malabsorption. Among the procedures that imply both restriction and malabsorption, the single anastomosis

duodeno-ileal bypass with sleeve gastrectomy (SADI-S) has been proposed as an alternative to the Roux-en-Y
gastric bypass (RYGB) method, in which a weight regain is observed in approximately 20% patients*°. In this

technique, a sleeve gastrectomy is associated with a small bowel rearrangment, dividing it into a biliary and a
short common limb (one-third of the total small bowel length) (Figure 1A). Technically, the SADI-S method has
the advantage over the RYGB method of requiring only a single anastomosis, reducing the operation time by
approximately 30%. In addition, this method preserves the pylorus, which helps to reduce the risk of peptic ulcer
disease and limits anastomotic leakage. The SADIS method is also associated with a high rate of metabolic

improvement, strongly favoring its use during the last few year56'7.

Since metabolic effects have become increasingly foundational to bariatric procedures, elucidating their

mechanisms seems crucial. Therefore, the use of animal models for bariatric procedures is of utmost importance
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to better understand their metabolic effects and the cellular and molecular pathways involved®. These models
contributed, for example, to a better understanding of the change in food intake after SG or RYGB in a controlled
environment® and to the study of glucose or cholesterol fluxes through the intestinal barrier'%%; this information
is rarely available in clinical studies. This knowledge could help to define their optimal surgical indications. We
previously described mouse models of SG and RYGB2. However, despite its promising results in clinical practice,
the SADI-S method has only been developed and described in rats'3%1> However, given its genetic malleability,
16,1718

the mouse model has been useful in the past to study the various metabolic effects of such procedures

and a SADI-S mouse model could be useful to evaluate effects of SADI-S despite the technical

difficulty.

In this article, we describe the adaptation of the SADI-S procedure in mice (Figure 1B) in a reproducible manner.

Special attention is given to the description of perioperative care.

Protocol

This protocol has been approved by the local French ethical committee for animal experimentation (Comité

d'éthique en expérimentation animale; reference CEEA-PdL n 06).
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1. Pre-operative preparation

1. Add gel diet food to the normal diet 3 days before the surgery. Fast the mice 6 h before the surgery.

2. Induce anesthesia with 5% isoflurane (1 L/min) in a dedicated chamber with oxygen (1 L/min). Inject the mice
subcutaneously with buprenorphine (0.1 mg/kg), amoxicillin (15 mg/kg), metoclopramide (1 mg/kg) and iron (0.5
mg/kg).

3. Shave the first 2/3 parts of the mouse's abdomen beginning from the xiphoid process using an electric razor.

Disinfect the mouse's abdomen using an iodine polyvidone solution twice.

4. Place the mouse supine on a dedicated heat pad covered with a clean underpad. Maintain anesthesia using a
nose cone with 2%-2.5% isoflurane (0.4 L/min) with oxygen (0.4 L/min). Use a toe-pinch test to confirm the depth

of anesthetization.

5. Cover the mouse in a sterilized plastic wrap. In order to apply hyperextension on the mouse's abdomen, fix the
lower paw and use a 1 mL syringe or equivalent placed behind the mouse's back. Cut a window-sized opening as
the future incision site in a sterile compress, and use it as an operating field to cover the mouse. The general

installation is shown in Figure 2A.

6. Before the surgery, use a face mask, a scrub cap, and sterilized gloves. Use sterilized instruments for the surgery.

2. The SADI-S protocol

1. Median laparotomy
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Under a binocular microscope (8x magnification), perform a median laparotomy with scissors by
opening the abdominal skin from the xiphoid process to the middle of the abdomen. Ensure that the

xiphoid process and the musculoaponeurotic layer are visible (Figure 2B).

Open the abdominal wall along the linea alba with scissors between the abdominal muscles. Be

careful not to enter the thoracic cavity (Figure 2C).

2. Duodenal exclusion

Gently mobilize the duodenum from the abdominal cavity using a moistened cotton swab to see its
anterior and posterior sides. Localize the main bile duct, which is immediately visible under the
binocular microscope on the posterior side of the lesser omentum and the duodenum (Figure 3A,

black arrows).

Proximally from the main bile duct, visualize an area between the duodenal arteries under the
binocular microscope (Figure 3A,B, blue dotted circles). Penetrate this area using curved micro
forceps from one side of the duodenum to the other, and perform a duodenal ligation between the
arteries using a 6-0 non-absorbable suture (Figure 3C-E). Be careful not to ligate the branches of the

duodenal arteries.

3. Sleeve gastrectomy

Mobilize the stomach from the abdominal cavity using a moistened cotton swab and a non-traumatic
clamp. Separate the stomach from the surrounding organs using micro scissors: separate the greater
omentum, cut the short gastric arteries (branch of the splenic artery) between the stomach and the

spleen, and the lipoma linking the stomach to the lower part of the esophagus (Figure 4A,B).
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Using micro scissors, perform a 5 mm gastrotomy by opening the fundus and remove the residual

food using a cotton swab (Figure 4C, arrow).

Apply surgical clips (medium size, 5.6 mm) along the stomach's greater curvature to exclude
approximately 80% of the stomach. Two clips are sufficient. Remove the excluded stomach by cutting

it with micro scissors (Figure 4D-G).

Anchor the surgical clips to ascertain impermeability by performing a running suture (8-0) from the

beginning to the end of the stomach resection (Figure 4H).

4. Duodeno-ileal anastomosis

Under the binocular microscope, visualize the last ileal loop, which is situated just before the caecum
(Figure 5A). Gently mobilize the small intestine outside the abdominal cavity from the last ileal loop.
Dispose the small bowel, as displayed in Figure 5B, so that the last ileal loop is located on the left
side. Using a previously sized suture cord, measure 10 cm (approximately 1/3 of the total length of
the small bowel) from the last ileal loop; this will be the site of the future anastomosis.

In order to ensure that the future biliary limb comes to the anastomosis site from its left side, make
a large loop of the small intestine around the site of the future anastomosis. Using micro scissors,
perform a 4 mm enterotomy by opening the small bowel at this point (Figure 5C-E).

Perform a 4 mm enterotomy on the excluded part of the duodenum, immediately after the pylorus,

between the stomach and the ligation performed in step 2.2.2 (Figure 5F). Place an absorbable 5 mm

x 5 mm hemostatic collagen compress to favor homeostasis.
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iv  Using a non-absorbable 8-0 suture, perform a sideto-side duodeno-ileal anastomosis. Begin with the

posterior side anastomosis, followed by the anterior side anastomosis (Figure 5G-I).
5. Abdominal closure

i Display the small bowel in the abdominal cavity so that the biliary limb comes to the anastomosis
from the superior-left side of the abdomen and the common limb falls to the lower part of the

abdomen.

i Rehydrate the mouse with 500 pL of 37 °C saline solution by applying it directly into the abdominal

cavity using a 1 mL syringe.

i Close the musculoaponeurotic layer using a single 6-0 non-absorbable running suture. Close the

abdominal skin using 6-0 non-absorbable separated sutures (Figure 5J,K).

3. General postoperative care

1. After stopping the isoflurane, let the mouse wake on the heat pad under 0.4 L/min 02 insufflated with the nose
mask. When fully awakened, which can be ensured by complete motor recuperation, place the mouse alone in a
cage in a 30 °C incubator. Leave the mouse in the 30 °C incubator for 5 days (no specific condition for gas or
humidity).

NOTE: The cage should be warmed beforehand.

2. Allow free access to water immediately after surgery. Add vitamin supplements, including vitamins B1, B9, B12,

and liposoluble vitamins (A, D, E, K), to water (800 mg/180 mL of water) until the end of the protocol.

3. Maintain analgesia by subcutaneous buprenorphine injections (0.1 mg/kg) twice a day from day 1 to day 3, once

a day afterward until day 5. Continue amoxicillin (15 mg/kg) and metoclopramide (1 mg/kg) subcutaneous

174



jove

injections once a day until day 3. Provide subcutaneous injections of iron (0.5 mg/kg) once a day until the end of

the protocol.
4. General measurements and euthanasia

1. Weigh the mice every day until postoperative day 5. Then weigh on day 7, and then weekly.

2. To measure daily food intake, place one mouse per cage. Place a known weight of a solid diet and measure the

weight of the solid diet remaining after 24 h. Measure food intake on day 3, 4, 5, 7, and then weekly.

3. Euthanize the mice by cervical dislocation under general anesthesia (5% isoflurane (1 L/min) with oxygen (1

L/min)) with subcutaneous injection of buprenorphine

(0.1 mg/kg) after cardiac left atrium incision for blood sampling (500 to 600 pL of blood).

4. Measure the blood hemoglobin concentration using an automatic hematology analyzer requiring 20 mL of blood.

Representative Results

Learning curve

The learning curve for this model is displayed in Figure 6. A progressive decrease in the operating time is observed,
reaching approximately 60 min of surgery after 4 weeks of intensive training (Figure 6A). The 5-day postoperative
survival also improved with time, reaching 77% during regular practice (Figure 6B). The most frequent causes of
mortality were anastomotic leaks and an afferent loop syndrome resulting in biliary peritonitis. We observed no

death later in the first month with the technique described in this manuscript. Of note, previous experiments
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performed without anchoring surgical clips with running sutures led to clip migration in two-thirds of the cases,
resulting in one death by small bowel occlusion at 31 days. These results emphasize that mastering this model

requires intensive training.

General parameters

Mice with a C57BL6/J background were randomly assigned to the SADI-S group (n = 9; 5 males, 4 females) and
the sham control group (n = 4; 2 males, 2 females). Between the SADI-

S mice and the sham mice, the mean pre-operative weight (27.9 g £ 0.98 g vs. 28.5 g + 2.4 g) and age (14.8 weeks
+ 7.2 weeks vs. 18.7 weeks £ 10.3 weeks) were not significantly different. One mouse died after SADI-S at
postoperative day 4 from an anastomotic leak and was therefore excluded from the following analysis. SADI-S
mice experienced significant weight loss in comparison with the sham control mice from the fourth postoperative
day:21.7g+1.6gversus29.0g+0.7 g (p =0.0081) (Figure 7A). Daily food intake (14 days) significantly increased

in SADI-S mice (4.4g+0.1vs. 2.9 g+ 0.6 g per day, p=0.027) (Figure 7B).

Mice were sacrificed 28 days after surgery. One mouse in the SADI-S group, which did not display significant
weight loss, appeared to have duodenal repermeabilization. No such event was observed in the other 7 mice. As
displayed in Figure 7C, the hemoglobin concentration was not significantly different from the sham control mice

in theSADI-S group after iron supplementation.
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Figure 1: Representation of single anastomosis duodeno-ileal bypass with sleeve gastrectomy

(SADI-S). (A) In humans, the duodenum is cut proximally from the main bile duct. A latero-terminal duodeno-

ileal anastomosis is performed with the remnant duodenum, defining a biliary limb (before the anastomosis) and

a common limb which measures one-third of the total length of the small bowel (after the anastomosis). (B) In

mice, the duodenum is excluded by ligature proximally to the main bile duct, and a latero-lateral duodeno-ileal

anastomosis is performed. Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 2: Mouse installation for SADI-S. (A) General installation. (B) Skin opening from the xyphoid
process (sternal base) to the middle of the abdomen. (C) Musculo-aponeurotic layer and peritoneal opening.

Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 3: Duodenal exclusion. (A) Avascular window between duodenal arteries (blue dotted circle) on the
posterior side of the duodenum, localized before the main bile duct (black arrows). (B) Avascular window
between duodenal arteries (blue dotted circle) on the anterior side of the duodenum. (C,D) Duodenal exclusion
using 6-0 non-absorbable suture. (E) Final view of excluded duodenum. Please click here to view a larger version

of this figure.
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Figure 4: Sleeve gastrectomy. (A) Greater omentum removal. (B) Short incision of gastric arteries. (C) Initial
gastrotomy (blue arrow). (D-G) Stomach cardiac region removal using two surgical clips. (H) Surgical clips

anchoring using 6-0 nonabsorbable suture. Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 5: Duodeno-ileal anastomosis. (A) Identification of the last ileal loop (asterisk). (B) Count 10 cm (one-
third of the total length of the small bowel) from the last ileal loop (asterisk) to the site of the future anastomosis (blue
arrow). (C,D) Small bowel rotation around the site of the future anastomosis (blue arrow). (E) lleal enterotomy. (F)
Duodenotomy (white arrow). (G-l) Side-to-side anastomosis in two layers between the duodenotomy (white arrow)
and the ileal enterotomy (blue arrow). (J) Musculo-aponeurotic layer closure. (K) Skin closure. Please click here to view

a larger version of this figure.
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Figure 6: The SADI-S procedure learning curve. (A) The effect of training on the duration of the operation.
Data are presented as the mean value + SEM. (B) The effect of training on five-day survival. Data are presented as
percentages. Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 7: General parameters after SADI-S. (A) Postoperative body weight, (B) food intake measured for
24 h at day 14, and (C) blood hemoglobin concentrations were compared between SADI-S and sham control
mice. Data are presented as the mean + SEM. Statistical comparisons were made with two-way ANOVA (with
Sidak's multiple comparisons test) or Mann-Whitney non-parametric tests. * p < 0.05; ** p < 0.01. Please click

here to view a larger version of this figure.
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Discussion

Bariatric surgeries, whose techniques are constantly evolving, appear to be currently the most

effective treatment for obesity and associated metabolic comorbidities®**?°. The SADI-S

procedure, firstly described in 20074, is a promising procedure associated with greater metabolic

effects than other malabsorptive surgeries. Animal models, particularly mice that allow the rapid
generation of genetically modified models, are strongly needed to fully understand the
mechanisms underlying these improvements. Here we describe a reliable and reproductible

model of SADI-S in mice.

The first critical step of the SADI-S procedure is the exclusion of the duodenum, allowing only the
bile and pancreatic secretions to travel into the duodenum and the first twothirds of the small

4

intestine. In humans, the duodenum is cut, allowing end-to-side duodeno-ileal anastomosis™. In

the rat SADI-S model described by Montana et al.’>, exclusion of the duodenum by a non-

absorbable suture or surgical clamp is imperfect in a few cases, resulting in duodenal
repermeabilization (i.e., reintroduction of the bolus into the original digestive tract). However, a
section of the duodenum followed by end-to-side anastomosis is difficult to transpose in mice,

leading us to prefer duodenum

ligation. Indeed, the short length of the duodenal vessels limits the duodenal mobilization if the
duodenum is completely transected, making it difficult to perform termino-lateral anastomosis.
Initial experiments (data not shown) showed high mortality, even with trained and skilled
experimenters. Only one case of repermeabilization has been observed in this study. Special
attention must be given to the duodenal arteries during this step. Circumferential
devascularization of the duodenum leads to death in all cases, but mice can be expected to

recover from a small devascularized area caused by distal vessel ligation. The anatomical
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variability of the duodenal vascularization in mice prevents us from describing a constant
localization to perform this exclusion. However, 0.5 cm of the duodenum after the pylorus must

be available to permit the end-to-side anastomosis.

Another critical step when performing the anastomosis is to display the bowel in a way that the
biliary limb comes to the site of the duodeno-ileal anastomosis from the left side. Otherwise, the
food will oppose the bile flow, causing the biliary limb to distend, the bile to diffuse to the
abdominal cavity, and the mice to die from biliary peritonitis around postoperative day 2. This

condition resembling an afferent loop syndrome21 can be prevented by performing a loop of the

small intestine centered on the anastomosed zone of the ileum. This is necessary because,

contrary to humans, the caecum is positioned on the left side of the abdomen in 80% of cases in

mice?2.

In humans, the common limb measures approximately 250 cm to limit malnutrition, which
corresponds to approximately one-third of the total length of the small bowel?3. Prior to

surgeries, we measured the total length of the small intestine of the mouse model under similar
feeding conditions

(C57BL6/J under a chow diet) to determine the size of the common limb. As the small bowel
length could vary between mice of different genetic backgrounds or following different feeding
conditions, we strongly encourage future surgeons to perform a pilot study to measure the bowel
size. The same size should be used for each mouse of the same background, as systematically
exteriorizing the totality of the bowel for a complete measurement during surgery should be

avoided (as there is increased risk of dehydration, hypothermia, and visceral injury).

The sleeve gastrectomy is part of the original SADI-S technique, allowing restriction in addition

to malabsorption4. Several models of sleeve gastrectomy in mice are available in the
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literature'?242528 The use of surgical clips instead of sutures alone allows a significant gain of

time?* and reduces blood loss, two necessary conditions for surgical success. Anchoring the

surgical clip using a 8-0 running suture prevented intragastric clip migration in all cases in our

experiment. By removing the cardiac region, this technique allows the removal of about 80% of
the stomach®2. In this model, however, SADI-S was associated with overfeeding compared with

the sham control mice, aiming (probably) to compensate for the malabsorption caused by bowel
derivation. Other models suggested that sleeve gastrectomy in mice preferentially modified the

food intake behavior instead of the absolute quantity of food ingested per day in the long

term126_ This limited restrictive effect is a limitation of this model.

This protocol has a 75% survival rate. It is worth noting that the 5-day survival was a strong
predictor for long-term survival, as no late death occurred during our experiment. No
anastomotic stenosis was observed. However, reaching this survival rate required at least 3
weeks of intensive microsurgical training by an experimenter specialized in animal surgery; the
increased survival over time correlated with a decreased operating time. Perioperative care is
one of the keys to the success of this technique. A strict analgesic protocol is needed in addition
to systematic antibiotic-based therapy, and alimentation must be introduced progressively, using

d12

only a gel diet for 3 days. As previously described™“, supplementation with vitamins B1, B9, B12,

and liposoluble vitamins (A, D, E, K) is necessary after malabsorptive surgery, as well as iron

supplementation, which prevented anemia in our experiment, but has not been described for

the SADI-S model yet15.

In conclusion, SADI-S can be transposed successfully in mice, with a few modifications from its
description in humans. This technique requires training and a strict perioperative protocol.
Adapting this surgery to mice could allow for a better understanding of the mechanisms
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underlying the strong metabolic effect of this promising procedure in comparison with former

models and could help to better define its surgical indications.
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Article n°3 — Le SADI-S améliore I’homéostasie lipidique et glucidique chez

la souris Ob/Ob

Suite a la mise au point technique du modeéle murin de SADI-S, notre objectif a été d’en
réaliser une description phénotypique en comparaison de la chirurgie de référence, le
RYGB (Frey et al. Obesity, In press). Nous avons choisi de mettre en avant I'impact du
SADI-S sur le métabolisme des lipoprotéines, ce qui s’inscrit dans I'objectif principal de

ce projet. L'impact sur le métabolisme glucidique et sur la NAFLD a également été étudié.

Le modeéle murin d’obésité utilisé dans cette étude est la souris Ob/Ob. Des souris
Ob/Ob males sous régime standard ont initialement été réparties trois groupes : SADI-S,
RYGB et Sham (laparotomie seule). Lors d’'une seconde expérience indépendante, un
guatriéme groupe a été ajouté qui recevait une quantité de nourriture identique aux
souris SADI-S (groupe pair-fed) afin d’étudier les conséquences de la restriction

alimentaire sur les effets du SADI-S.

Dans cette étude, le SADI-S s’accompagnait d’'une perte de poids d’environ 40% qui
reproduisait celle de 'homme et était significativement plus élevée qu’apres RYGB.
Notre modele de SADI-S reproduisait les effets bénéfiques observés en clinique : un effet
hypocholestérolémiant majeur, une amélioration de la glycémie a jeun, de la tolérance
au glucose et de I'insulinorésistance, ainsi qu’une réduction spectaculaire de la stéatose
hépatique. Ces améliorations étaient supérieures a celles observées aprés RYGB. Notre
étude montre que I’hypocholestérolémie induite par le SADI-S résultait a la fois d’'une
réduction importante de l'absorption intestinale du cholestérol, mais aussi d’une
induction de I'épuration du cholestérol plasmatique. Ces observations s’accompagnent

d’une modification de I’expression génique des transporteurs impliqués dans le trafic du
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cholestérol a travers I'entérocyte de fagon différente entre I'anse biliaire et I'anse
alimentaire. Enfin, la restriction alimentaire seule (groupe pair fed) ne reproduisait pas

les effets bénéfiques du SADI-S.

Cette étude apporte donc la validation du modele murin de SADI-S, et met en évidence
des éléments nouveaux concernant les mécanismes par lesquels le SADI-S réduit la
cholestérolémie. Elle plaide en faveur de la réalisation du SADI-S chez les patients
présentant des comorbidités métaboliques importantes, bien que ses résultats sur le
long terme méritent encore d’étre étudiés. D’autres aspects mécanistiques de cette
chirurgie, dépendants ou non de la perte de poids, dont la signalisation des acides
biliaires, la dépense énergétique ou encore les effets sur le microbiote, pourraient étre

étudiées avec I'aide de ce modele.
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What is already known about this subject?

e SADI-S is an emerging bariatric surgery procedure with strong effect on body weight and
metabolic comorbidities. However, few studies have compared SADI-S with Roux-en-Y gastric
bypass.

e The pathophysiological mechanisms mediating the beneficial metabolic effects of SADI-S

remain to be studied.

What are the new findings in your manuscript?

e By developing the SADI-S procedure in Ob/Ob mouse model, we show that it promotes a
stronger effect than RYGB on body weight loss as well as greater improvement of glucose and
lipid homeostasis and hepatic steatosis.

e The hypocholesterolemic effect of SADI-S is mainly mediated through a combination of a

reduced intestinal cholesterol absorption and an increased plasma cholesterol catabolism.

How might your results change the direction of research or the focus of clinical practice?

e By replicating the results observed in a clinical setting, our study provides a novel and valid
model of SADI-S in mice. This relevant tool offers the opportunity to explore the mechanisms

underlying the strong metabolic improvement observed after SADI-S.
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ABSTRACT

Objective: To compare the general and metabolic impact of single-anastomosis duodeno-ileal bypass

with sleeve gastrectomy (SADI-S) with Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) in an Ob/Ob mouse model.

Methods: Ten weeks-old male Ob/Ob mice underwent either a SADI-S, a RYGB or a laparotomy surgery

(Sham group). General and metabolic parameters were assessed during a 5-week period thereafter.

Results: SADI-S induced a deeper weight loss (-41.2+3.3%) than RYGB (-5.6+3.5%, p<0.001) compared
with Sham (+6.311.0%, p<0.05). A significant food restriction was observed after SADI-S only (-31%,
117.4+10.3 vs. 170.245.2 g of food at day 35 in Sham mice, p<0.001). Random fed glycemia and glucose
tolerance were more improved after SADI-S than RYGB. SADI-S decreased plasma cholesterol
concentration by 60% (0.49%0.04 vs. 1.40£0.10 g/L in the Sham group at day 35, p<0.01), significantly
more than RYGB (1.04+0.14, p=0.018). Plasma sitosterol/cholesterol and campesterol/cholesterol
ratios were decreased after SADI-S, suggesting a reduced intestinal cholesterol absorption. SADI-S
increased exogenous plasma Ds-labelled cholesterol clearance and fecal elimination, also indicating an
increased plasma cholesterol excretion. Studying a pair-fed group showed that calories restriction

alone did not explain the beneficial impact of SADI-S.

Conclusions: SADI-S is associated with a greater improvement in lipid and glucose homeostasis than

RYGB in Ob/Ob mice.
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INTRODUCTION

As a response to the increasing prevalence of obesity, which nearly affects 20% of adults worldwide
(1), bariatric surgeries have emerged as an efficient treatment (2). Beyond their sustained effect on
weight loss (3), bariatric procedures also improve the comorbidities associated with obesity, such as
type 2 diabetes (4), dyslipidemia (5), cardiovascular disease (6), and non-alcoholic steatohepatitis
(NASH) (7), and long-term survival in patients living with obesity (8). These beneficial metabolic effects,
from which originates the increasing expansion of "metabolic surgeries"”, vary according to the

procedures (9).

The Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) is currently the reference metabolic procedure due to its strong
metabolic effects, especially regarding glucose homeostasis (9—11). During RYGB, a small gastric pouch
is confectioned, and the bowel is rearranged into an alimentary, a biliary and a common limb in which
food and biliopancreatic secretion encounter. In order to analyze the mechanisms responsible for
these beneficial metabolic outcomes, we have developed these procedures in mice (12,13). Notably,
we showed that RYGB is more effective than sleeve gastrectomy (SG) in lowering cholesterol in wild-
type mice (13), in agreement with clinical observations (9). This cholesterol-lowering effect is partly

related to an increase in fecal and in trans-intestinal cholesterol excretion (TICE) (13).

One clinical challenge is the weight regain observed during long term follow-up after RYGB, especially
in patients with body mass index (BMI) upper than 50 kg/m? (14). In this context, the single-
anastomosis duodeno-ileal bypass with sleeve gastrectomy (SADI-S) has emerged as an evolution of
the biliopancreatic diversion (15), aiming to balance its value and drawbacks. In this novel procedure,
a duodeno-ileal end-to-side anastomosis is performed after duodenal exclusion to create a 250-300
cm common limb, with an additional SG. SADI-S is believed to be efficient for the treatment of morbid
obesity and its metabolic comorbidities (16), with few post-operative complications (17). Only few
observational studies have directly compared SADI-S with RYGB, suggesting that SADI-S may have

superior metabolic and weight efficiency (18,19). The International Federation for the Surgery of
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Obesity and Metabolic Disorders (IFSO) recently highlighted these benefits, but also the need for
perioperative and long-term results (20). Importantly, to date, mechanistic data concerning the

metabolic impact of SADI-S are still lacking.

We recently set-up the first reproductible model of SADI-S in mice (21), which gives us the opportunity
to decipher the mechanisms of action responsible for the beneficial metabolic effects. The aim of the
present study was to compare the general and metabolic impact of SADI-S vs. RYGB in an Ob/Ob mouse

model, with a particular focus on cholesterol metabolism.
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MATERIAL AND METHODS

See Supplementary materials for detailed methods.

Animals and surgeries

In the first experiment, ten-week-old male Ob/Ob mice (Charles River, L'Arbresle, France) fed with a
standard chow diet (SAFE® A04 Rosenberg, Germany) were divided into three groups after
randomization on body weight and random-fed glycemia: SADI-S, RYGB and laparotomy surgery (Sham
group). In the second independent experiment, we added a fourth pair-fed group (Sham surgery) of
animals that received the same amount of solid diet than SADI-S mice. Surgeries were performed under
anesthesia as described previously (12,13,21,22). Briefly, during SADI-S, i) a SG was performed using
titanium surgical clips anchored with a nonabsorbable running suture, ii) the duodenum was ligated
proximally from the main bile duct with a nonabsorbable suture, and iii) an iso-peristaltic duodeno-
ileal anastomosis was performed to construct a 10 cm common limb (1/3 of the small bowel total
length) (Figure S1A). For modified RYGB (12): a Y-shaped anatomy was constructed with a gastro-
jejunal and a jejuno-jenunal anastomosis after pylorus ligation, creating a 8 cm biliary limb and a 6 cm
alimentary limb (Figure S1B). Sham mice were kept under general anesthesia the same time as RYGB
and SADI-S groups. The initial number of mice was calculated according to our pasts experiences in
animal surgery (12,13). This protocol has been approved by the local ethic committee for animal

experimentation (ref CEEA-PdL n°06).

Post-operative care and general measurements

Mice were kept in individual cages, with free access to water (immediately) and solid diet (from day
3), and vitamin and iron supplementation (21). Food intake was measured daily. Body weight, blood
glucose, plasma cholesterol and triglycerides were measured weekly. Oral and intraperitoneal glucose
tolerance tests (OGTT and IPGTT) were performed at day 21 and 29, respectively. Fasting plasma

glucose and insulin were measured at day 21. Insulin resistance was assessed using Homeostasis
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assessment index (HOMA-IR). At day 32, mice were injected intravenously with D7-cholesterol (0.3mg
in 100pL intralipid). Blood was harvested 2 minutes after injection and at day 35 (D35) to calculate
plasma Ds-cholesterol clearance. Feces were collected during 3 days to measure fecal D;-cholesterol
excretion. Mice were euthanized at D35 after blood collection by cardiac puncture. Sub-cutaneous and
gonadal white adipose tissues were weighted, liver and small intestine were weighed and immediately
frozen in liquid nitrogen for mRNA expression analyses or fixed in paraformaldehyde 4% for histological
analyses. Sterols (cholesterol, coprostanol, campesterol and sitosterol) and bile acids (BA) were

measured in plasma, feces and/or bile harvested from the gallbladder at D35.

Statistical analyses

Data are presented as mean * standard error to the mean (SEM). Comparisons between groups were
done with Mann-Whitney, Kruskal-Wallis or ANOVA two factors with Sidak’s test for multiple
comparisons, when appropriate. Correlations between parameters were done using Spearman’s test.
A p-value <0.05 was deemed as statistically significant. Graphpad Prism software version 8.0.1

(Graphpad Software, San Diego, CA, USA) was used for statistical analyses.
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RESULTS

SADI-S reduces food intake and leads to a greater weight loss than RYGB

Ob/Ob mice underwent either SADI-S or RYGB bariatric procedures, or simple laparotomy (control
Sham). The mean operating time was significantly shorter for SADI-S than for RYGB (66.6+1.2 vs.
80.2+1.4 minutes, p<0.001) (Figure 1A). The mean length of the common limb created during SADI-S

was 33.91£1.9% of the total length of the small bowel (Figure 1B), and 55.9+5.1% in RYGB.

The cumulative food intake was significantly decreased after SADI-S compared with RYGB (117.4£10.3
vs. 158.6111.1 g of food at day 35, p<0.05) and Sham surgery (170.215.2 g, p<0.001) (Figure 1C),
lowering the mean total energy intake (Figure S2). From comparable mean pre-operative body weights
(Figure 1D), SADI-S induced a greater weight loss (-41.2+3.3% at D35) than RYGB (-5.6+3.5%, p<0.05)
and Sham surgery (+6.3+1.0%, p<0.001) (Figure 1E). Accordingly, gonadal and sub-cutaneous fat pads

decreased significantly only after SADI-S (Figures 1F-1G).

SADI-S is associated with an increased fecal production with a prolonged intestinal transit time,

without intestinal mucosal adaptation

Histological analysis of intestinal mucosa showed that only RYGB induced a significant increase in villi
height compared with the Sham group within the common limb (p<0.05, Figure 2A-2B). SADI-S, but
not RYGB, was associated with an increased daily feces production in comparison with Sham-operated
mice (124.3+11.5 vs. 68.6£7.0 g per gram of food per day after RYGB, p<0.001) (Figure 2C) and with an
increased transit time (17.0+3.6 vs. 3.3+0.4 min per centimeters of small bowel in the Sham group,

p<0.01) (Figure 2D).

As a reflect of microbial change, we investigated metabolites of microbiota metabolism. SADI-S
significantly reduced the plasma concentration of indoxyl-3-sulfate, a marker of tryptophan

metabolism, compared to RYGB, and tended to decrease the coprostanol excretion compared to Sham
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mice (Figure S3A-S3B). Furthermore, a significant increase in plasma trimethylamine N-oxide (TMAO)
was also observed after SADI-S compared to Sham mice, while its precursors were not significantly

modified (Figure S3C).

SADI-S strongly improves glucose homeostasis

From comparable pre-operative random-fed blood glucose levels SADI-S significantly lowered blood
glucose level from day 7 (Figure 3A-3B). This improvement was sustained over time and was stronger
than after RYGB (80.5+7.1 vs. 153.7415.6 mg/dL at D35, p<0.001). After RYGB, an initial trend for an
improvement of glycemia that disappeared over time was observed. SADI-S strongly and significantly
decreased fasting plasma insulin and HOMA-IR measured 21 days after surgery, suggesting an
improvement in insulin resistance (Figures 3C-3D). Glucose tolerance improved significantly after
SADI-S during OGTT and IPGTT compared with RYGB and Sham-operated mice (Figure 3E-F). Area
under the curve during OGTT and HOMA-IR correlated significantly with the percentage of weight loss

after SADI-S (Spearman correlation) (Figure S4).

SADI-S exerts a strong hypocholesterolemic effect by reducing intestinal cholesterol absorption and

promoting plasma cholesterol excretion

At baseline, plasma cholesterol concentrations were similar between groups (Figure 4A). RYGB and
SADI-S induced a strong and sustainable hypocholesterolemic effect over time compared with the
Sham group (Figure 4B). Interestingly, SADI-S also resulted in a greater decrease in plasma total
cholesterol concentration than RYGB (0.49+0.04 vs. 1.04+0.13 g/L at D35, p=0.018). Both surgeries had

no significant effect on plasma triglycerides concentration (Figure 4C-4D).

To further investigate the consequences of SADI-S on cholesterol homeostasis, we injected exogenous

D;-cholesterol intravenously, and followed its 72 hours plasma clearance and fecal elimination in SADI-
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S and Sham groups. SADI-S significantly increased the plasma Ds-cholesterol clearance compared with
Sham mice (remaining plasma concentration at day 3, 4.66+0.45 vs. 9.40+2.03%, p<0.05) (Figure 4E-
4F). This finding was mirrored by a significant increase in D7-cholesterol fecal excretion after SADI-S
(5.3040.72 vs. 1.57+0.20 pg/day, p<0.001) (Figure 4G), confirming that SADI-S increased plasma
cholesterol excretion. In addition, both sitosterol/cholesterol and campesterol/cholesterol ratios,
some proxies of intestinal cholesterol absorption, were significantly reduced after SADI-S, but not after
RYGB (Figures 4H-4l). In accordance with this dual action of SADIS-S on both the cholesterol excretion
and absorption, fecal cholesterol excretion doubled after SADI-S compared with Sham mice (Figure
4)). The fecal energy content was significantly increased in the SADI-S group (4163167 vs. 358237

Cal/g in the Sham group, p<0.01) (Figure 4K).

Q-PCR analysis revealed a significant down-regulation of genes involved in cholesterol uptake at the
basolateral side of the enterocyte, especially the LDL receptor (LDLR), concomitantly with a decreased
sterol regulatory element-binding protein-2 (SREBP-2) expression preferentially in the common limb
after SADI-S (Figure 5A-5E). Genes involved in cholesterol efflux from the apical side of the enterocyte,
namely ATP-binding cassette (ABC) G5/G8 and ABCB1A/ABCB1B, were also significantly repressed
preferentially within the biliary limb after SADI-S (Figures 5F-51). Finally, the expression of Niemann-
Pick C1-like 1 (NPC1L1) transporter, a key regulator of intestinal cholesterol re-absorption, was strongly
and significantly reduced in the biliary limb of SADIS-S group (Figure 5J). In contrast, liver mRNA
expressions analysis of key genes involved in the cholesterol metabolism showed that 3-hydroxy-3-
methyl-glutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) reductase and SREBP-2 expressions were not significantly

modified after both surgeries (Figure S5).

SADI-S impacts bile acids metabolism

Plasma and biliary BA tended to increase after RYGB, the trend was less pronounced after SADI-S

(Figures 6A-6D-6H). BA compositions in these biological compartments were modified after SADI-S
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(Figures 6B-6J). These included a significant 3-fold increase in the proportion of plasma
Taurodeoxycholic acid (TDCA, Figure 6C) and in the fecal excretion of B-muricholic acid (MCA) and
chenodeoxycholic acid (CDCA). a/wMCA and deoxycholic acid (DCA) decreased significantly (Figure 6J).
Overall, fecal excretion of secondary BA was strongly and significantly decreased after SADI-S (Figure
S6A-S6B). Interestingly, hydrophobicity index tended to decrease in the bile (-25.4% vs. Sham mice
p=0.085, Figure 6G) and was significantly decreased in the feces (-24.75+12.01 vs. 3.85+1.74 in Sham
mice, p=0.040, Figure 6K) after SADI-S, while these differences were more modest after RYGB.
Intestinal BA signaling seemed to be increased after SADI-S since mRNA expression of Fibroblast
growth factor 15 (FGF15), a farnesoid X receptor (FXR)-target gene, was significantly increased within

the biliary limb, while it tended to decrease in the common limb (Figure S6C).

SADI-S impacts liver steatosis

At D35, liver weight was reduced after SADI-S in comparison with Sham mice (1.3+1.1 vs. 3.8+1.8 g,
p<0.01) (Figure 7A). While bariatric surgeries did not significantly impact hepatic cholesterol content
(Figure 7B), there was an almost significant downward trend in hepatic triglyceride content after SADI-
S compared to RYGB (8.36+0.66 vs. 20.18+4.08, p=0.071) and Sham mice (19.09+1.08 pg/mg, p=0.085)
(Figure 7C). In accordance with these findings, histological analyses showed that fat droplets that were
abundant in sham mice, revealing a macro-vesicular steatosis, almost completely disappeared 35 days
after SADI-S, but not after RYGB (Figure 7D). Accordingly, PPARy2 liver mRNA expression, which is
known to correlate with liver steatosis, decreased after SADI-S in compared with Sham mice (Figure
7E). Among the other tested target hepatic genes, the lipogenic genes fatty acid synthase (FAS) and
acetyl-CoA carboxylase (ACC) mRNA expression levels decreased after SADI-S in comparison with RYGB
(-119.4%, p=0.029, and -82.9%, p=0.085, respectively). This observation was accompanied by an
improvement in liver biochemistry, as shown by a significant decrease in ALT and a trend for a decrease

in AST (Figure 7F).
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The beneficial metabolic effects of SADI-S are not only explained by the reduced food intake

To determine whether the beneficial effects of SADI-S were mainly explained by the reduced daily food
intake (Figure 1C), we compared the metabolic parameters between Sham, SADI-S mice and a pair-fed
group (receiving a similar amount of food consumed by SADI-S mice, Figure 8A, Figure S7). As
expected, pair-fed mice had a significant weight loss compared with Sham mice (-5.1+2.4 vs. +6.5£1.1%
at D35, p<0.01) (Figures 8B-8C). The weight loss was even stronger after SADI-S (-43.414.1%, p<0.001
vs. pair-fed), validating the malabsorptive nature of the procedure. Accordingly, fat pads weights were
significantly lower after SADI-S in comparison with pair-fed mice (Figures 8D-8E). Similarly, the food
restriction in pair-fed group tended to decrease plasma cholesterol (Figure 8F-8G) and random fed
blood glucose levels (Figure 8H-81) and to improve glucose tolerance (both oral and intraperitoneal,
Figures 8J-8K) when compared to Sham mice. However, the effects of SADI-S on these metabolic
parameters were more robust and significantly different compared with the pair-fed group,
demonstrating that food intake reduction observed after SADI-S cannot fully recapitulate the

improvement of metabolic homeostasis.
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DISCUSSION

This study is the first to report the general and metabolic impact of the SADI-S bariatric procedure in a
murine model, showing that SADI-S is associated with a stronger effect than RYGB on body weight loss,

glucose homeostasis, cholesterol metabolism and liver steatosis in Ob/Ob mice.

Overall, our SADI-S model had better peri-operative outcomes than RYGB, decreasing the operating
time. The body weight loss was stronger after SADI-S than RYGB, approaching 40%. Comparative
studies have shown a stronger weight loss after SADI-S than after RYGB after 3 (total body weight loss
-35.546.7 vs. -30.3+7.1%, p<0.001 (19)) and 5 years (-37.9%4.9 vs. -32.5+7.5% (23)). Based on our
experimental study in mice, this difference could result from both lower calories intake and higher

fecal calories excretion after SADI-S.

Improvement of glycemic control in type 2 diabetes is among the main expected metabolic benefits
after bariatric surgery. While RYGB improves type 2 diabetes (10), an even stronger impact is expected
after SADI-S (19). Our model reproduces the strong effect of SADI-S on blood glucose level and glucose
tolerance. A decreased glucose absorption, within the shunted jejunum (the main site of carbohydrate
absorption) has been proposed as an explanation (24). However, the persistence of a significant
improvement of glucose tolerance during IPGTT suggests that this effect does not only involve a
decrease in glucose absorption. Our observation in Ob/Ob mice is in agreement with others who
showed that SADI-S led to a stronger glucose tolerance improvement than RYGB during OGTT (25). In
our study, plasma insulin and HOMA-IR, which are proxies of insulin-resistance, strongly decreased
after SADI-S reproducing clinical observations (19), suggesting that these results were associated with

an improved insulin sensitivity, while this effect was moderate after RYGB.

While we showed a correlation between insulin resistance and glucose tolerance with weight loss after
SADI-S, suggesting a role of body weight loss in metabolic improvement, some studies have shown that
improvement of glucose homeostasis occurs before the weight loss induced by surgery (26). In this

line, we found a correlation (Spearman’s correlation) between food intake (r=-0.49; p=0.006), but not
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the percentage of weight loss (r=0.031; p=0.89), with plasma glucose levels reduction 7 days after
surgery, suggesting that initial food restriction can play a role, that seems to be lost after RYGB in our
model. For ethical reason, it was not possible to perform glucose tolerance tests earlier than D14,

before the occurrence of weight loss, after surgery in our mice.

An aspect that we did not explore in the present study is the role of gut hormones in the metabolic
change observed after SADI-S. The development of efficient gut hormone-based pharmacotherapy
demonstrates their functional relevance of this parameter (27). In rats, discordant studies reported
the impact of SADI-S on plasma glucagon-like peptide 1 (GLP-1) levels showing either an increase (28)

or no change (29).

Interestingly, we also showed that the SADI-S exerts a stronger hypocholesterolemic effect than RYGB
in Ob/Ob mice. Such a beneficial effect of SADI-S on lipid parameters has been suggested in clinical

observations from a single center (19).

We intended to unravel the underlying mechanisms of the hypocholesterolemic effect of SADI-S. Our
team and others have previously shown that malabsorptive surgeries decrease intestinal cholesterol
absorption in mice and humans (13,30,31). With a shorter common limb, it seems unsurprising that
the SADI-S could even more decrease this absorption. Indeed, the decreased campesterol and
sitosterol to cholesterol ratios suggest that SADI-S reduces the capacity of intestinal cells to absorb
luminal cholesterol in a greater extent than RYGB. This is further confirmed by the massive increase in
fecal cholesterol excretion and a significant fecal caloric leakage. In accordance with a direct effect of
SADI-S on intestinal cholesterol absorption, the expression of NPC1L1, the key transporter for both
dietary and biliary luminal cholesterol uptake, was reduced compared with Sham mice. In addition, the
observation that SADI-S stimulates plasma D;-cholesterol clearance and increases its elimination
through feces suggests that SADI-S may promote output pathways, i.e. the biliary and non-biliary (TICE)
pathways (reviewed in (32)). The analysis of hepatic gene expression demonstrates the lack of impact

of bariatric surgeries on HMG-CoA reductase and SREBP2 mRNA levels (13), suggesting that the
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hypocholesterolemic effect of SADI-S was not due to an inhibition of endogenous hepatic cholesterol

synthesis.

Bariatric surgeries have been shown to alter BA metabolism, classically by increasing their delivery to
distal intestinal segments and increasing their plasma concentrations (33). We observed a trend for an
increased plasma and biliary BA concentrations after SADI-S. Importantly, SADI-S led to changes in BA
composition, favorizing hydrophilic BA in bile and feces. Interestingly, hydrophilic BA have been
associated with reduced intestinal cholesterol absorption (34), in line with our aforementioned results.
While weight loss and metabolic benefits have been linked with BA changes after bariatric surgery,
especially through FXR pathway (35), we measured FGF15 mRNA expression which increased
significantly in the biliary limb. In order to determine the specific contribution of BA and FXR signaling
to the beneficial metabolic effects observed after SADI-S, it would be interesting to perform this

surgery on FXR-deficient mice.

Gut microbiota have been shown to correlate with weight loss (36) and insulin sensitivity (37) after
RYGB. After SADI-S, the decrease in fecal excretion of secondary BA and Coprostanol, which results
from the conversion of cholesterol by various bacteria (Eubacterium, Bifidobacterium, Lactobacillus,
Peptostreptococcus, and Bacteroides sp.), in a stronger way than after RYGB suggests a specific impact
of SADI-S on microbiota. These changes were associated after SADI-S with a decrease in indoxyl-3-
sulfate, produced from indole oxidization resulting from the metabolism of tryptophan by gut bacteria,
a parameter that has been associated with cardiovascular mortality (38). Finally, we observed that
SADI-S increased TMAO plasma concentration, resulting from the oxidization of Trimethylamine
produced by the gut microbiota. This feature, already described after RYGB, is hypothesized to result
from a less anaerobic metabolism in the intestine after bariatric surgery (39). Additional studies with
direct measurement of microbiota composition are needed to further assess the specific impact of

SADI-S on gut microbiota and its metabolic consequences.
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Several studies have demonstrated that non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) and NASH are
improved after bariatric surgery (7,40). NASH resolved, without worsening fibrosis, in 84% of patients
5 years after bariatric surgery (7). In our model, we noticed an improvement of liver steatosis after
SADI-S compared with RYGB or Sham operated mice on qualitative histological analysis. A trend for a
decrease in hepatic triglycerides content was also observed after SADI-S. It is likely that the lack of
statistical significance resulted from low power. The improvement observed after SADI-S was also
associated with a significant decrease in plasma ALT concentration, in accordance with clinical studies
(40). NAFLD/NASH improvement has been reported to be correlated with the extent of weight loss,
and insulin resistance improvement (7,41), thus, we emphasized that the absence of effect of RYGB on

hepatic steatosis is due to the weak impact of this surgery in Ob/Ob mice on these parameters.

Hypertrophy of the intestinal wall is commonly described within the alimentary and common limbs
after RYGB (42) and has been associated with a means of limiting malabsorption. However, in our study
this phenomenon occurred only in the common limb of RYGB Ob/Ob mice. The reason of this
discrepancy is unclear. On the other hand, mucosal intestinal remodeling was not present after SADI-
S. While we observed an increased amount of feces, mimicking diarrhea observed in patients, the
transit time was significantly longer after SADI-S compared with RYGB. In clinical studies, the number
of daily bowel movements (2.1/day in (19)) plea in favor of malabsorptive rather than motor diarrhea.
In our model, this could represent an adaptative mechanism aiming to limit malabsorption by

increasing the available time for nutrients absorption in the common limb.

Calorie restriction has been shown to be less efficient than bariatric surgeries to induce sustained
weight loss and metabolic improvements (5). The study of our pair-fed group confirmed that calorie
restriction alone was not sufficient to explain the whole beneficial metabolic effects of SADI-S in Ob/Ob
mice. Pair-fed mice only showed an intermediate improvement in blood glucose and plasma
cholesterol levels. In contrast to what observed in SADI-S group, RYGB mice did not display significant

food restriction, in accordance with our previous studies using the same surgical model (12,13).
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Our study displays some limitations that must be acknowledged. In Ob/Ob mice, the beneficial impact
of RYGB was less pronounced compared with previous data obtained in diet-induced obese mice (13),
seemingly due to the requirement of leptin (43). One potential explanation is the absence of a small
gastric pouch in our modified RYGB mouse model (12) which may have somewhat reduced food intake
in these hyperphagic mice. Thus, it would be useful to confirm our data with SADI-S in another mouse
model of obesity (diet-induced obesity). Unpublished data from our team suggest that, compared with
RYGB mice under high fat diet with greater weight loss (as described in our previous studies (12,13)),
SADI-S remains superior in term of weight loss and metabolic improvements (data not shown).
Furthermore, Ob/Ob mice offer the possibility to study the impact of surgery in extreme body weights,
the situation in which SADI-S is the alternative to RYGB. Despite the improvement of glucose tolerance
and the decrease in fasting plasma insulin levels, a direct measure of insulin sensitivity is lacking due
to the limited number of metabolic explorations authorized by the Ethics Committee for each group
of animals. Beyond energy intake and fecal excretion, energy expenditure participates in the energy
balance. Data suggest that RYGB decreases resting energy expenditure normalized by fat-free mass
(44). This aspect has not been studied in our SADI-S model and should be the subject of future

assessments.

Conclusion

In this study, we compared for the first time SADI-S with RYGB in a mouse model. SADI-S was associated
with a stronger body weight loss, and a greater improvement in glucose and cholesterol homeostasis,
as well as liver steatosis. These outcomes are comparable with available clinical observations yet,
suggesting the interest of this pre-clinical model to study the molecular mechanisms involved in the
beneficial effects observed with this procedure. Altogether, these data argue for preferential use the
SADI-S over RYGB in patients with advanced metabolic comorbidities, although long-term results

concerning the efficacy and safety of SADI-S are needed. An ongoing French randomized multicenter
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study comparing SADI-S and RYGB (NCT03610256) is currently being performed in order to address

this question (45).
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Figures Legends

Figure 1. General peri-operative parameters.
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(A) Operating time. (B) Relative size of the common, biliary and alimentary limbs (percentage of the total small
bowel length) after Sham, RYGB or SADI-S surgery. (C) Cumulated post-operative food-intake. (D) Pre-operative
body weight. (E) Post-operative body weight (percentage of the pre-operative body weight). (F) Gonadal and (G)
sub-cutaneous white adipose tissue weight 35 days after surgery. Mann Whitney test, Kruskal-Wallis test or
ANOVA two factors (Sidak’s test for multiple comparisons). ** p<0.01, *** p<0.001 (SADI-S vs. Sham). $ p<0.05,
$$ p<0.01, $$$ p<0.001 (RYGB vs. Sham). £ p<0.05, ££ p<0.01, £££ p<0.001 (SADI-S vs. RYGB). (A, B, C, D, E) Sham
n=11; RYGB n=9; SADI-S n=13, (F, G) Sham n=11; RYGB n=7; SADI-S n=12.

Legend: WAT: White adipose tissue.

216



Figure 2. Small bowel anatomical and functional adaptations
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(A) Representative images of hematoxylin and eosin-stained duodenum, jejunum and ileum sections 35 days
after surgery, and (B) related morphometric analyses showing the villi height and the crypt depth in each bowel
segment. The color code refers to the corresponding functional limb after surgery. Kruskal-Wallis test for multiple
comparisons. (C) Daily feces weight relative to food intake. (D) Red-carmine transit time relative to the length of
the bowel. (B, D) ** p<0.01, *** p<0.001 (SADI-S vs. Sham). $ p<0.05 (RYGB vs. Sham). £ p<0.05 (SADI-S vs. RYGB).
Sham n=5; RYGB n=5; SADI-S n=5, (C) Sham n=11; RYGB n=7; SADI-S n=12.
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Figure 3. Impact of SADI-S on glucose homeostasis
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p<0.05, ££ p<0.01 (SADI-S vs. RYGB). (A, B, C, D, E) Sham n=11; RYGB n=9; SADI-S n=13, (F) Sham n=5; RYGB n=3;
SADI-S n=5.
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Figure 4. Effect of SADI-S on the cholesterol metabolism
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(A) Plasma cholesterol concentration at baseline, and (B) its evolution after surgery. (C) Plasma triglycerides
concentration at baseline, and (D) its evolution after surgery. (E) Plasma Ds-cholesterol concentration 2 minutes
after intravenous injection and (F) clearance over 72 hours. (G) Daily fecal D;-cholesterol excretion. (H) Plasma
sitosterol/cholesterol and () campesterol/cholesterol ratios. (J) Daily fecal cholesterol excretion. (K) Fecal calory
content. Mann Whitney test, Kruskal-Wallis test or ANOVA two factors (Sidak’s test for multiple comparisons).*
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (SADI-S vs. Sham). $ p<0.05, $$ p<0.01 (RYGB vs. Sham). £ p<0.05 (SADI-S vs.
RYGB). (A, B, C, D) Sham n=11; RYGB n=9; SADI-S n=13, (E, F) Sham n=10; SADI-S n=12, (G) Sham n=11; SADI-S
n=12, (H, 1) Sham n=10; RYGB n=7; SADI-S n=12, (J) Sham n=11; RYGB n=7; SADI-S n=12, (K) Sham n=5; RYGB n=5;
SADI-S n=5.
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Figure 5. gPCR analysis of intestinal mucosa relative mRNA expression after SADI-S
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Relative mRNA expression of genes implicated in cholesterol traffic through the intestinal barrier in different
limbs after SADI-S and the corresponding segment of the small bowel in Sham mice. Genes implicated in
cholesterol uptake at the basolateral side of the enterocyte: (A) LDLR, (B) SR-BI, (C) LRP1; regulators of the
cholesterol metabolism: (D) SREBP-2, (E) PCSK9; cholesterol efflux at the apical side of the enterocyte: (F) ABCGS5,
(G) ABCGS, (H) ABCB1A, (I) ABCB1B; and cholesterol absorption: (J) NPC1L1. Reference genes were Cyclophillin
and glycerol-3-phosphate dehydrogenase. Results are expressed as relative expressions based on the relative
ACt method, the reference being the proximal intestinal segment of Sham mice. Mann-Whitney test. * p<0.05,
** p<0.01. Sham n=5, SADI-S n=5.

Legend: LDLR: LDL receptor, SR-BI: Scavenger receptor class B type 1, LRP1: Low density lipoprotein receptor-
related protein 1, SREBP-2: Sterol regulatory element-binding protein-2, PCSK9: proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9, ABCB1A: ATP-binding cassette B1A, ABCB1B: ATP-binding cassette B1B, ABCG5: ATP-
binding cassette G5, ABCG8: ATP-binding cassette G8, NPC1L1: Niemann—Pick C1-like 1.
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Figure 6. Impact of SADI-S on bile acids
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(A) Total plasma bile acids concentration 35 days after surgery. (B) Plasma bile acids composition expressed in
percentage of total plasma bile acids, and (C) composition in individual bile acids expressed as fold change
compared with Sham mice. (D) Total biliary bile acids concentration 35 days after surgery. (E) Biliary bile acids
composition expressed in percentage of total plasma bile acids, and (F) composition in individual bile acids
expressed as fold change compared with Sham mice. (G) Biliary bile acids hydrophobicity index. (H) Total biliary
bile acids concentration 35 days after surgery. (1) Biliary bile acids composition expressed in percentage of total
plasma bile acids, and (J) composition in individual bile acids expressed as fold change compared with Sham mice.
(K) Biliary bile acids hydrophobicity index. Kruskal-Wallis test for multiple comparisons. * p<0.05, ** p<0.01
(SADI-S vs. Sham). £ p<0.05 (SADI-S vs. RYGB). (A, B, C, H, I, J, K) Sham n=5; RYGB n=5; SADI-S n=5, (D, E, F, G)
Sham n=5; RYGB n=4; SADI-S n=5.

Legend: BA: Bile acids, (T/G)CA: (Tauro/Glyco)Cholic acid, (T/G)MCA: (Tauro/glyco)Muricholic acid, (T)DCA:
(Tauro)Deoxycholic acid, (T)CDCA: (Tauro)Chenodeoxycholic acid, (T)UDCA: (Tauro)Ursodeoxycholic acid,
(T)HDCA: (Tauro)Hyodeoxycholic acid, (T)LCA: (Tauro)Lithocholic acid.
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Figure 7. Impact of SADI-S on liver steatosis
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(A) Liver weight, (B) cholesterol and (C) triglycerides concentrations 35 days after surgery. (D) Representative
images of hematoxylin and eosin-stained liver architecture 35 days after surgery. (E) Liver mRNA expression of
genes implicated in the fatty acids metabolism, expressed as relative expressions to Sham mice based on the
relative ACt method. Reference genes were Cyclophillin and glycerol-3-phosphate dehydrogenase. (F) Plasma
ALT, AST and ALP concentrations 35 days after surgery. Kruskal-Wallis test for multiple comparisons. * p<0.05,
** n<0.01 (SADI-S vs. Sham). £ p<0.05 (SADI-S vs. RYGB). $ p<0.05 (RYGB vs. Sham). (A, B, C, D) Sham n=11; RYGB
n=7; SADI-S n=13, (E) Sham n=5; RYGB n=4; SADI-S n=5, (F) Sham n=4, RYGB n=5, SADI-S n=5

Legend: PPARy2: Peroxisome proliferator-activated receptor y2, SREBP-1c: Sterol regulatory element-binding
protein-1c, FAS: Fatty acid synthase, ACC: Acetyl-CoA carboxylase, PPARa: Peroxisome proliferator-activated
receptor a, CPT1a: Carnitine Palmitoyltransferase 1a.
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Figure 8. Impact of food restriction in the general and metabolic effects of SADI-S
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(A) Cumulated post-operative food-intake (curves of SADI-S and pair-fed mice superimpose) (B) Pre-operative
body weight. (C) Post-operative body weight (percentage of the pre-operative body weight). (D) Gonadal and (E)
sub-cutaneous white adipose tissue weight 35 days after surgery. (F) Plasma cholesterol concentration at
baseline, and (G) evolution after surgery. (H) Random-fed blood glucose level at baseline and (I) evolution after
surgery. (J) Plasma glucose change during orale and (K) intraperitoneal glucose tolerance tests. Kruskal-Wallis
test or ANOVA two factors (Sidak’s test for multiple comparisons). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (SADI-S vs.
Sham). $ p<0.05, $$ p<0.01, $S$ p<0.001 (pair-fed vs. Sham). £ p<0.05, ££ p<0.01, £££ p<0.001 (SADI-S vs. pair-
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Legend: WAT: White adipose tissue.
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Supplementary Methods

Post-operative care and general measurements

Mice were kept in individual cages and were weighted weekly. A daily iron (0.5 mL/kg subcutaneous)
and vitamins (B1, B9, B12, A, D, E, K, 800 mg/180 mL of water) supplementation was continued until
the end of the experiment (1). Mice were given free access to solid diet from day 3 after surgery. Food
intake was measured daily by weighing the food that remained in the cage. The intestinal transit time
was measured 28 days after surgery as the number of minutes between an oral administration of
carmine red (50 plL at 150 mg/mL in drinking water) by gavage and the first excretion of the dye in the
feces. At day 35 after surgery (D35), mice were euthanized (cervical dislocation after cardiac punction)
under general anesthesia (ketamine plus xylazine, 80/10 mg/kg, intraperitoneal injection). Liver, sub-
cutaneous and gonadal white adipose tissue and small intestine were collected, weighed and
immediately frozen in liquid nitrogen. Energy intake calculation was derived from food intake
measurement according to the manufacturer’s informations (Atwater formula). Fecal energy content

was measured with a C200 bomb calorimeter (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Germany).

Glucose homeostasis assessment

Glycemia was measured at the tail using a glucometer (Accu-Chek®, Roche Diabetes, Meylan, France).
Random-fed glycemia was measured weekly after 3 hours of fasting to allow homogeneous gastric
emptying. Oral and intraperitoneal glucose tolerance tests (OGTT and IPGTT) were performed after 6
hours of fasting at day 21 and 29, respectively, by oral gavage or intraperitoneal injection of 2g/kg of
a 60% glucose solution. Glycemia was measured before challenge and 15, 30, 60 and 120 minutes
thereafter. Six hours-fasting plasma insulin concentration was measured by ELISA (Crystal Chem, Elk
Grove Village, USA) on blood samples collected before challenge. Homeostasis assessment index
(HOMA-IR) was calculated using the following formula: 20xfasting plasma insulin(mIU/L)/[fasting

plasma glucose(mmol/L)-3.5].
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Histological analysis

At D35, the liver right anterior segment and three intestinal samples per mouse (duodenal, jejunal and
ileal) were harvested, fixed in paraformaldehyde 4% and embedded into paraffin. Three micrometers
liver and 5 pm intestinal sections were stained with hematoxylin and eosin. Mean villi height and crypt
depth analyses were performed using 10-15 representative anatomical structures with NDPview2

software (Hamamatsu Photonics K.K., Shizuoka, Japan).

Biochemical measurements

Blood samples were collected at the tail during follow-up and by cardiac puncture at D35 in EDTA-
coated tubes after 3 hours of fasting. Plasma alanine (ALT) and aspartate aminotransferases (AST) and
alkaline phosphatases (ALP) were assessed using a dedicated automat (Element RC®, Scil, Altorf,
France). Both triglycerides hepatic extracts and plasma cholesterol and triglycerides concentrations

were measured by colorimetric kits (Sobioda, Montbonnot-Saint-Martin, France).

mRNA expression analysis

Intestinal mucosa was harvested using cell recovery solutions (Discovery Labware, Inc., Bedford, USA).
RNA extraction from intestinal mucosa and liver samples was performed using NucleoSpin RNA 11 kit
(Macherey Nagel, Hoerdt, France). After reverse transcription, real-time quantitative PCR (Q-PCR) was

performed with a TagMan 7900 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Warrington, UK).

Sterols, metabolites and bile acids measurements

At day 32, mice received under anesthesia (Isolflurane 2.5%, 0.4 L/min plus 0.4 L/min oxygen) an
intravenous injection of Ds-cholesterol (0.3 mg in 100 L intralipid). Blood was harvested 2 minutes
after injection in EDTA for plasma separation, and feces were collected during 3 days. At D35, after 6
hours fasting, mice were anesthetized (ketamine/xylazine intraperitoneally). Cholesterol, sitosterol,

campesterol, coprostanol and Ds-cholesterol were measured in plasma, and liver by gas
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chromatography-mass spectrometry (GC-MS), as described previously (2). Liquid chromatography-

tandem mass spectrometry was used to measure Methylamines (trimethylamine N-oxide (TMAO),

trimethylamine (TMA), choline, betaine and carnitine) and indoxyl-3-sulfate concentrations in plasma,

and bile acids (BA) in plasma, feces and bile harvested from the gallbladder according to previous

studies (3,4). Hydrophobicity index was calculated according to (5).
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Supplementary Figure 1
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(A) Procedure of Single-anastomosis duodeno-ileal bypass with sleeve gastrectomy (SADI-S) and (B)
Roux-en-Y gastric bypass in mice. The figure was created with BioRender.com.
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Supplementary Figure 2
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Cumulated post-operative energy intake, calculated from food intake using the Atwater formula. Sham n=11;
RYGB n=9; SADI-S n=13.

Supplementary Figure 3
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(A) Plasma indoxyl-3-sulfate concentration, (B) fecal coprostanol excretion and (C) Plasma methylamines
concentrations 35 days after surgery. £ p<0.05, ££ p<0.01, £££ p<0.001 (SADI-S vs. pair-fed). Mann Whitney test
or Kruskal-Wallis test for multiple comparisons. (A, B) Sham n=9, RYGB n=7; SADI-S n=10, Sham n=5, SADI-S n=6.

Legend: TMAO: Trimethylamine N-oxide, TMA: Trimethylamine
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Supplementary figure 4

A Sham RYGB SADI-S
r= 0,23(') 80000 80000 r=0.10 25000 r=-0.58
p=0> o p=0.81 20000 p=0.043
60000 > , 60000 . .
- c - [ . .
. . 15 o @ 15000-| ——e® g
40000 o] O 40000 — A
— ‘2 g S — e S 10000 e
a » . =] = ® | L4 =1 ——
< 20000 * < ¢ 9
20000 . A 5000 .
T 1 T T 1 M T 1
-10 5 [} 5 5 Q 5 10 15 20 20 30 40 50
% weight loss % weight loss % weight loss
B Sham
-0.16 200 RYGB SADI-S
l’)i 063 . 150 r=-0.47 T r=-0.76
T 150 P=0.21 P =0.0038
3 100 10 -
* . 100 E P o . z ® S .
3 T ¥ i
.o - R 3 L
hs R I ' == I o
* e ’ . . o T
r T T T .. 1 T T " 1
-5 5 10 15 T 20 30 40 - 50
15 b 5 H H - % weight loss s % weight loss

% weight loss.

(A) Spearman correlation between percentage of weight loss and area under the curve during oral glucose
tolerance test 21 days after surgery. (B) Spearman correlation between percentage of weight loss and HOMA-IR.
Sham n=11, RYGB n=9, SADI-S n=13.

Supplementary figure 5
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Liver mRNA expression of genes involved in cholesterol metabolism 35 days after surgery, expressed as relative
expressions to Sham mice based on the relative ACt method. Reference genes were Cyclophillin and glycerol-3-
phosphate dehydrogenase. * p<0.05 (SADI-S vs. Sham). Kruskal-Wallis test for multiple comparisons. Sham n=5,
RYGB n=4; SADI-S n=5.

Legend: LDLR: LDL receptor, SR-BI: Scavenger receptor class B type 1, LRP1: Low density lipoprotein receptor-
related protein 1, SREBP-2: Sterol regulatory element-binding protein-2, PCSK9: proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9, HMGCoAR: 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase, CYP7A1: Cytochrome
P450 7A1, CYP8B1: Cytochrome P450 8B1, FXR: Farnesoid X receptor, SHP: Small heterodimer partner, ABCG5:
ATP-binding cassette G5, ABCG8: ATP-binding cassette G8.
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Supplementary Figure 6
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(A) Sum of daily fecal primary and (B) secondary bile acids excretion 35 days after surgery. (C) FGF15
relative mRNA expression of in different limbs after SADI-S and the corresponding segment of the small
bowel in Sham mice. Reference genes were Cyclophillin and glycerol-3-phosphate dehydrogenase.
Results are expressed as relative expressions based on the relative ACt method, the reference being
the proximal intestinal segment of Sham mice. * p<0.05 (SADI-S vs. Sham). Kruskal-Wallis test for
multiple comparisons. Sham n=5; RYGB n=5; SADI-S n=5.

Legend: BA: Bile acids, FGF15: Fibroblast growth factor 15.
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Supplementary figure 7
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Article n°4 — Le SADI-S réduit le développement de I’athérosclérose chez des

souris méles LDLR”"

Apres avoir confirmé sur modele murin que le SADI-S est associé a un effet
hypocholestérolémiant majeur, nous avons voulu étudier I'impact de cette observation sur le
développement de la plague d’athérome. En effet, les conséquences des chirurgies
bariatriques sur I'athérosclérose n’ont pas encore été étudiées directement sur modele
animal. Nous présenterons ici les résultats préliminaires de cette expérience sur un premier
groupe de souris sous la forme d’une short report (format 5000 mots, 2 figures). Un 2¢ groupe
de souris est en cours de suivi post-opératoire au moment de I'écriture de ce manuscrit et

devrait nous permettre de confirmer ces résultats.

Nous avons choisi pour modéle murin d’athérosclérose des souris présentant une
déficience totale en LDLR (souris LDLR7"). Ces souris, naturellement hypercholestérolémiques,
sont connues pour étre un modele classique d’athérosclérose qui est facilement induite par
un régime riche en cholestérol. Des souris LDLR”- males et femelles ont été initialement mis
sous régime high fat afin d’induire une prise de poids nécessaire a la réalisation de la chirurgie.
Aprés 12 semaines de régime, les souris ont été opérées soit d’'un SADI-S, soit d’une
laparotomie seule (groupe Sham). Aprés 6 semaines supplémentaires de régime high fat
permettant la stabilisation du poids corporel et de la prise alimentaire journaliere,
I’athérosclérose a été induite par I'utilisation d’un régime supplémenté en cholestérol (dit
régime « western diet »), pendant 6 semaines. Enfin, aprés mise a mort des animaux, les

aortes ont été prélevées et une analyse histologique avec coloration a I’huile rouge a été
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réalisée pour quantifier la surface relative de la plaque d’athérome rapportée a la surface de

I'aorte.

Dans cette étude, la chirurgie chez les souris males LDLR7" s’accompagnait d’une
prévention de I'hypercholestérolémie et de I'hypertriglycéridémie induite par le régime
western diet, avec pour conséquence une réduction qui tend a étre significative (p=0.08)
d’environ 30% de la surface relative de la plaque dans la racine aortique. Elle confirme donc
le bénéfice du SADI-S chez ces souris. En revanche, nous n’avons pas observé d’effet significatif
du SADI-S chez les souris femelles, qui partent d’un poids corporel inférieur et chez lesquelles

la dyslipidémie induite par le régime était moins importante.
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Atherosclerosis developpment is reduced in male LDL receptor deficient mice after single

anasotmosis duodeno-ileal bypass with sleeve gastrectomy

ABSTRACT

Introduction: Bariatric procedures are thought to enhance cardiovascular health and subclinical
atherosclerosis markers by modulating plasma lipid levels. Notably, the single anastomosis duodeno-
ileal bypass with sleeve gastrectomy (SADI-S) exerts a potent metabolic effect, yet its impact on
atherosclerosis remains unexplored. Moreover, no study has directly investigated the effect of

bariatric surgeries on atherosclerotic plaques.

Methods: LDL receptor-deficient (LDLR”") mice served as atherosclerosis model. Male and female LDLR
 mice underwent either SADI-S or laparotomy alone (Sham surgery) and received a cholesterol-
enriched diet (western diet) from 6 to 12 weeks post-surgery. Atherosclerosis was histologically

assessed as the ratio of Oil red O-positive plaque area to the total aortic root or arch surface.

Results: In males, SADI-S induced a sustained 33% body weight loss compared to Sham mice. The
introduction of a western diet led to a significant increase in plasma cholesterol and triglyceride levels
in male Sham mice, which was mitigated following SADI-S. In male mice, SADI-S was associated with a
reduced surface area of Qil red O-stained aortic lesions in the aortic root compared to Sham mice (13.2
+2.0% vs. 20.7 £ 2.0%, p=0.086). A similar trend was observed in the aortic arch. Conversely, these

findings were not replicated in females.

Conclusion: SADI-S effectively prevents atherosclerosis in male LDLR”" mice. Nevertheless, the
existence of sexual dimorphism in response to SADI-S necessitates further investigation. These results
highlight the clinical significance of SADI-S in enhancing cardiovascular health within the context of

obesity management.
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INTRODUCTION

Nowadays, obesity is a major public health concern. Visceral adiposity favors atherosclerosis, notably
through its association with other cardiovascular risk factors including dyslipidemia, hypertension and
type 2 diabetes (1,2). As a result, obesity is associated with an increased risk of macrovascular

complications and cardiovascular mortality (3,4).

Bariatric surgeries are among the treatments of choice for obesity. These last years, interest
concerning the beneficial impact of these procedures on metabolic comorbidities have grown beyond
their sole effect on weight loss, emphasizing their status as “metabolic surgeries” (5). Since the first
attempts to decrease plasma cholesterol levels in the early 60’s by manipulating the digestive tract (6),
it is now clear that bariatric surgery improves dyslipidemia (1,7). By manipulating plasma lipid levels,
these procedures are believed to improve the cardiovascular health and markers of subclinical
atherosclerosis such as intima-media thickness, flow-mediated dilation or pulse-wave velocity (8,9).
Ultimately, bariatric surgery improves long-term survival compared with patients living with obesity

(10), especially though a decreased cardiovascular mortality (3).

Bariatric procedures are in constant evolution. For instance, the Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) is the
best-studied bariatric procedure and is considered the gold standard. However, weight regain in up to
20% of patients especially in patients with body mass index (BMI) >50 Kg/m? (11) highlights the need
for alternative procedures. The single anastomosis duodeno-ileal bypass with sleeve gastrectomy
(SADI-S) has been described in 2007 by Torres and colleagues (12). Briefly, it consists of a food
derivation through a duodeno-ileal anastomosis after duodenal trans-section, rearranging the bowel
anatomy into a biliary limb and a common limb (200 to 350 cm) (13,14), associated with a sleeve
gastrectomy. In observational studies, SADI-S has a stronger metabolic impact than RYGB in terms of
dyslipidemia resolution (15) and diabetes remission (15,16). However, the impact of metabolic

improvement after SADI-S on the development of atherosclerosis has never been investigated.
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Furthermore, beyond indirect clinical markers of atherosclerosis, no study has directly assessed the

impact of bariatric surgeries on the atherosclerotic plaque.

Recently, we reported the first murine model of SADI-S, aiming to decipher the mechanisms underlying
the metabolic impact of this surgery and to study its consequences (17). Especially, in Ob/Ob mice, we
showed that SADI-S led to a stronger decrease in plasma cholesterol level than RYGB (18). The aim of
the present study was therefore to assess the impact of SADI-S in preventing the development of
atherosclerotic plagque in an LDL receptor (LDLR) deficient mice as a model of atherosclerosis

development fed with lipid enriched diet.
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MATERIAL AND METHODS

Animal model

LDLR-deficient (LDLR”") mice were used for the present study as a model of atherosclerosis. Biefly, LDL
- were obtained after successive breeding of C57BL/6N-LDLR™M2EVCOMMWE/jag from EMMA mouse
repository consortium (Munich, Germany) with B6.Cg-Tg(ACTFLPe)9205Dym/) and B6.C-Tg(CMV-
cre)1Cgn/J from Charles River Laboratories (Saint-Germain Nuelles, France) to remove the exons 6 to

10 of the LDLR gene.

To induce weight gain prior to surgery, ten-weeks-old males and females LDLR”" mice were kept under
high-fat diet (HFD) (60 Kcal% fat from Research diets, Inc. New Brunswick, USA: caseine 25.8%, L-
cystine 0.4%, maltodextrin 16.5%, sucrose 9.4%, fiber 6.5%, lard 31.7%, soybean oil 3.2%, mineral 6.5%,
vitamin 6.8%) with additional free access to 20% fructose containing water during 12 weeks. Mice of

both sexes then undergone either a SADI-S, or a laparotomy alone (the Sham group).
Surgeries

Surgeries were performed under general anesthesia, induced and maintained by isoflurane, as
described previously (17). Analgesia was ensured with a subcutaneous injection of buprenorphine (0.1
mg/Kg). For the SADI-S procedure, a sleeve gastrectomy was performed using two titanium clips
anchored by a single 8/0 non-absorbable running suture after removal of the stomach’s great
curvature. After exclusion of the duodenum by ligation with a 6/0 non-absorbable suture cord
proximally to the main bile duct, a two-layer iso-peristaltic duodeno-ileal anastomosis was performed
using 8/0 non absorbable suture cord, creating a 12 cm common limb (17). For sham experiments,
mice were kept under general anesthesia followed by a laparotomy the same time as the SADI-S

procedure.
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This protocol has been approved by the local ethic committee for animal experimentation (ref CEEA-

PdL n°06).

General post-operative care and lipid-enriched regimen

Mice were kept in a 30°C incubator for seven days and in individual cages during the whole post-
operative follow-up. Sub-cutaneous injections of buprenorphine, antibiotics (amoxicillin, 15 mg/Kg)
and prokinetics (metoclopramide, 1 mg/Kg) were continued twice a day for three days. Vitamin (B1,
B9, B12, A, D, E, K, 800 mg/180 mL of water) and iron (0.5 mL/kg subcutaneous, daily)
supplementations were pursued until the end of the experiment (17,19). Mice and their food were

weighed weekly, and the food intake was calculated by subtracting the food that remained in the cage.

Mice were given free access to solid food (HFD) three days after surgery. The same regimen was
pursued until 6 weeks after surgery, i.e. until weight stabilization in all groups. Then, to induce
atherosclerosis, high-fat diet was switched to western diet (WD) (TD.88137, 42% from fat, Envigo,
Madison, USA, 5.2% proteins, 42.7% carbohydrates, 42% fat, 0.2% cholesterol) for the subsequent six

weeks.

Eighty-four days (D84) after surgeries, mice were anesthetized intraperitoneally with ketamine plus
xylazine, (80/10 mg/kg), and were euthanized by cervical dislocation after cardiac punction. Thoracic
aorta was collected under binocular microscope after PBS flushing of the arterial three, and gonadal

and sub-cutaneous white adipose tissues were weighted.

Plasma biochemical measurements

Blood samples were harvested at the tail before surgery, and then 28 and 56 days thereafter, and by
cardiac punction at D84 in EDTA-coated tubes after three hours of fasting to ensure gastric emptying.
Colorimetric kits (Sobioda, Montbonnot-Saint-Martin, France) were used to measure plasma

cholesterol and triglycerides levels.
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Aortic atherosclerosis lesions determination

Atherosclerosis was evaluated on the aortic root and the aortic arch independently, as described
previously (20,21). For each mouse, aortic arch and root were separately included in optimal cutting
temperature (OCT) compound and immediately snap-frozen in isopentane. Five micrometer
transversal (aortic root) and sagittal (aortic arch) cryosections were performed, and were stained with
Oil red O and hematoxylin colorations for aortic plague quantitation. Atherosclerosis was expressed as
the ratio between the surface of the Oil red O positive areas (plaque) and the total surface of the aortic
root or arch. Values are expressed as the mean of the measurements of three experimentators blinded

of the experimental condition, on NDP.vew2 software (Hamamatsu Photonics K.K., Shizuoka, Japan).

Statistical analyses

Values are presented as mean * standard error of the mean. Comparisons were done using Mann-
Whitney test or two-way ANOVA with Sidak’s test for multiple comparisons using Graphpad Prism
software version 8.0.1 (Graphpad Software, San Diego, CA, USA). A p-value <0.05 was considered

significant.
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RESULTS

General post-operative follow-up

Males and females LDLR”" mice were subjected either to SADI-S or Sham surgery after 12 weeks under
HFD. At the time of surgery, mean ages were 44.1 + 0.4 weeks in males and 44.5 + 0.1 weeks in females.
The day of surgery, male mice had a mean body weight superior to 40g that was comparable between
males SADI-S and Sham mice (44.2 + 3.3 vs. 40.9 = 4.0 g in Sham mice, Figure 1A), while females
weighted lighter, without significant differences between surgical conditions (29.6 + 2.8 vs. 32.7+ 2.9
g, Figure 1G). In male mice, body weight decreased significantly after SADI-S compared with Sham mice
from day 7 after surgery. Body weight loss reached approximately 40% and remained stable under HFD
while body weight was conserved in Sham mice (Figure 1B). After the introduction of WD at day 42
after surgery, a weight loss of approximately 33% was maintained in the long-term in the SADI-S group.
Accordingly, the SADI-S significantly decreased the weight of gonadal (383 + 40 vs. 1176 + 236 mg,
p=0.029) and sub-cutaneous (368 + 48 vs. 1574 + 333 mg, p=0.029) white adipose tissues at D84 in
males (Figure 1C). Interestingly, these changes occurred while SADI-S was associated with a
significantly increased food intake compared with Sham-operated mice from day 56 after surgery
(cumulated food intake at D84 (366 + 52 vs. 255 + 34 g, p=0.0031, Figure 1D) as we previously

demonstrated in this model (17).

SADI-S induced no significant total body weight loss compared to Sham surgery in female mice under
both HFD and WD (Figure 1H). At the end of follow up, female SADI-S mice weighted 89.9 *+ 8.5 % of
their initial body weight. A trend toward a decreased weight of both gonadal and sub-cutaneous fat
pads was nevertheless observed (Figure 11). SADI-S had no significant effect on food intake, although

food intake tended to be higher than in Sham mice (Figure 1J).
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Plasma lipids levels

As expected, LDLR”" mice had elevated initial plasma lipid levels (22). Plasma cholesterol level after 12
weeks of HFD was not significantly different between sexes, but tended to be higher in males than in
females (6.63 + 0.71 vs. 5.26 + 0.51 g/L, p=0.086). Within sexes, cholesterolemia was comparable
between SADI-S and Sham mice at baseline. Plasma triglycerides level was similar between sexes, and

did not significantly differ between surgical conditions.

In male mice, no significant difference was observed between SADI-S and Sham mice at day 28 after
surgery (Figure 1E). WD introduction resulted in a strong elevation in plasma cholesterol level in Sham
mice, however, SADI-S partially prevented this increase (8.90 + 1.51 vs. 13.43 + 2.13 g/L at D84,
p=0.094). SADI-S did not affect plasma triglycerides under HFD, however, tended to prevent the
increase in triglyceridemia observed in Sham mice after the introduction of WD (1.50 £ 0.40vs. 3.32
0.49 g/L at D84, p=0.11, Figure 1F). In female mice, SADI-S did not significantly affect plasma
cholesterol or triglyceride levels (Figure 1K-1L). WD introduction resulted in a milder

hypertriglyceridemia than in males and had no impact on plasma triglycerides level.

Impact of SADI-S on atherosclerosis

The impact of SADI-S on the atherosclerotic plaque development in the aortic root and arch was then
studied (Figure 2A to 2D). In male mice, SADI-S was associated with a lower surface of Qil red O-stained
aortic lesions in the aortic root compared with Sham mice (13.2 + 2.0 vs. 20.7 + 2.0 %, p=0.086). The
surface of lesions in the aortic arch also tended to decrease after surgery (10.1 + 3.7 vs. 15.5 + 5.0%,
p=0.42). Conversely, no difference was observed on females between SADI-S and Sham operated mice

in both aortic sites.
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DISCUSSION

This study reports that in male LDLR” mice, the SADI-S decreases the atherosclerotic plaque
development induced by a lipid enriched diet. This benefic impact was observed in parallel with an
improved plasma lipids level. However, these observations were not reproduced in female LDLR”

mice.

Dyslipidemia is present in 60% of patients living with obesity (1), and is classically characterized by
elevated serum triglycerides concentration, a moderate increase in low-density lipoprotein cholesterol
(LDL-c) concentrations, and low high-density lipoprotein cholesterol (HDL-c) concentration (21).
Conversely, bariatric surgeries are known to improve lipid homeostasis (1,7). Procedures involving
malabsorption, such as RYGB, induce the greater benefit (7). Studies have suggested that RYGB was
associated with an improvement of subclinical atherosclerosis and endothelial function (8). However,
these clinical studies only reported indirect measures such as arterial stiffness (9), intima-media
thickness (23,24) and flow-mediated vasodilatation (25,26), and a direct measure of the

atherosclerotic plaque has never been published.

The SADI-S, an alternative to RYGB in patients with extreme BMI, has been associated with strong
metabolic benefits, especially a higher rate of dyslipidemia resolution (83 versus 45% after RYGB,
p=0.0001 in the study of Torres et al. (15)). While this procedure has recently been approved by the
International Federation for the Surgery of Obesity and Metabolic Disorders (IFSO), its long-term
results remain to be studied (27), and its impact on atherosclerosis development has never been

reported.

Our main result is that SADI-S decreased the surface of aortic atherosclerotic lesions induced by 6
weeks of WD in male LDLR”" mice by approximately 35%. LDLR”" mice, which were initially developed
in 1993 by Ishibashi et al., naturally display elevated plasma cholesterol levels (22), and are prone to

develop atherosclerosis under cholesterol-enriched diet (28). Therefore, they are used as a classic
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mouse model to study atherosclerosis. In the present study, we focused on the impact of bariatric
surgery on the prevention of atherosclerosis rather than its reversal. For this purpose, we introduced
an atherosclerosis-inducing regimen, i.e. cholesterol-enrichied diet (WD), in the post-operative period
after weight stabilization (6 weeks). This protocol allowed 1/ to focus on the prevention rather than
the regression of the atherosclerotic plaque, because candidate to bariatric surgeries more often do
not already display atherosclerosis, and 2/ to avoid changes related with acute weight loss following
SADI-S. Our previous studies on different mice models (17,18), as well as preliminary experiments,
suggested that body weight was stable or the body weight loss was less pronounced after the fifth
post-operative week. Interestingly, we saw that, in male mice, SADI-S decreased but not totally
prevented the development of atherosclerosis. First, this highlights the importance of the multimodal
management of obesity, of which bariatric surgery is one among multiple aspects. Second, this reflects
the fact that, compared with the general population, patients who underwent bariatric surgery remain

at higher risk of cardiovascular events and death and long-term follow-up is required (3).

As expected, in male mice, the beneficial effect of SADI-S on the atherosclerotic plaque was associated
with weight loss and improved plasma lipid profile. Interestingly, in the long-term, male SADI-S mice
displayed an approximately 33% reduction of their initial weight loss, which is in accordance clinical
observations (29,30). Although the effect was weak in naturally hypercholesterolemic LDLR” mice
under HFD (28 days after surgery), SADI-S efficiently prevented the strong hypercholesterolemia
induced by WD. In accordance, our previous study showed that SADI-S had a strong
hypocholesterolemic effect on male Ob/Ob mice fed with standard diet (18). In agreement with clinical

studies (29,31), SADI-S also prevented hypertriglyceridemia induced by WD.

The mechanistic explanation for plasma lipid and atherosclerosis improvement after SADI-S were not
assessed in the present study, although we have previously shown that hypocholesterolemia after

SADI-S was induced by a combination of reduced intestinal cholesterol absorption and increased
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plasma cholesterol epuration (18) in accordance with other studies in different malabsorptive
procedure (32—-34). Interestingly, we also observed that these effects occurred despite the fact that
SADI-S mice had a higher cumulated food-intake than Sham mice. We have previously described such
overfeeding after SADI-S (17), hypothesizing that this could be a compensatory mechanism against
malabsorption induced by SADI-S. Conversely, SADI-S resulted in food restriction in leptin-deficient
mice (18), thus, leptin could play a role in this adaptation. Although this represents a limit to our model,
the fact that SADI-S-mediated beneficial impact on lipid homeostasis and atherosclerotic plaque is of
interest independently from food restriction is of interest. This observation strengthens the
assumption that “malabsorptive mechanism” plays a major role in lipid improvement by contrast with
“purely restrictive” surgeries, as suggested by clinical studies (7). Remarkably, the hypocholesterolemic
effect as well as the decreased atherosclerotic development after SADI-S occurred despite the absence
of the LDLR in male LDLR” mice. It has been previously suggested that the intestinal LDLR, which is
upregulated after bariatric surgery, plays a critical role in the hypocholesterolemic effects of RYGB
(35,36). This finding suggests that SADI-S impacts plasma cholesterol levels differently from RYGB,
especially as surgical montage are fundamentally different, SADI-S lacking the alimentary limb in which

LDLR overexpression is the strongest.

Surprisingly, the benefits of SADI-S observed in males were not reproduced in female LDLR”" mice. In
the present study, we sought to study female in addition to male mice because the impact of bariatric
surgeries in female animal models have been poorly studied. SADI-S had no significant impact on total
body weight, although a trend toward a decrease in fat pads weight was observed. This observation
likely results from a lower initial body weight in females (approximately 30g) compared with males
before surgery. The constant weight could suggest that our SADI-S model does not induce weight loss
beyond a certain weight setpoint, as it is also suggested in males which exhibit a constant weight loss.
Furthermore, hyperlipidemia and atherosclerosis were not prevented after SADI-S in female LDLR”"

mice. While the reasons of this sexual dimorphism are unclear, more severe aortic root atherosclerosis
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burden have been observed previously in female LDLR”" mice compared to males under cholesterol-
enriched diet (20,37,38). Comparable plasma cholesterol or triglyceride levels have been associated

with larger aortic root atherosclerosis in females LDLR”" (38).

Our limits include the fact than we only studied aortic root and arch atherosclerosis. While aortic root
is the most studied site in murine models, it is known that variable responses can be observed at
different vascular sites such as the brachiocephalic trunk (39). Another limit could be the fact that mice
operated in the present studies were not obese (<40g), especially females. However, we aimed to
study the metabolic impact rather than weight loss of surgery in this study, and previous studies

suggested that aortic root atherosclerosis was not correlated with body weight (38).

CONCLUSION

This study shows that SADI-S is associated with the prevention of atherosclerosis development induced
by high-cholesterol regimen in LDLR” male mice, related with an improved plasma lipid profile. These
results strengthen the clinical significance of the plasma lipid lowering effect of this surgery. A
contrario, these observations were not reproduced in females LDLR”" mice, and future studies are

needed to better understand this sexual dimorphism.
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FIGURES

Figure 1. General post-operative follow-up and plasma lipid levels
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In male LDLR”" mice: A) Initial body weight and B) body weight change after surgery; C) gonadal and

sub-cunatous adipose tissue 84 days after surgery; D) cumulated food intake; E) plasma cholesterol

and F) triglycerides levels after surgery. In female LDLR”- mice: G) Initial body weight and H) body

weight change after surgery; I) gonadal and sub-cunatous adipose tissue 84 days after surgery; J)

cumulated food intake; K) plasma cholesterol and L) triglycerides levels after surgery. Values for each

sex were compared with Mann-Whitney test or two-way ANOVA (Sidak’s test for multiple

comparisons). N = 3-4 mice per group.

SADI-S: Single anastomosis duodenoileal bypass with sleeve gastrectomy, WAT: White adipose

tissue.
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Figure 2. Atherosclerosis measurement
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A) Representative aortic root transversal cross-sections after Qil red O staining in LDLR” mice of both
sexes after surgeries, and B) corresponding quantification of atherosclerotic lesions in percentage of
the total aortic area. B) Representative aortic arch sagittal cross-sections after Qil red O staining in
LDLR”" mice of both sexes after surgeries, and B) corresponding quantification of atherosclerotic
lesions in percentage of the total aortic area. Values for each sex were compared with Mann-Whitney
test. N = 2 — 4 mice per group.

SADI-S: Single anastomosis duodenoileal bypass with sleeve gastrectomy
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Discussion - Perspectives

Les chirurgies bariatriques exercent un effet bénéfique sur les comorbidités
métaboliques associées a I'obésité. En plus de leur impact sur I'homéostasie glucidique,
particulierement mis en avant dans le cadre de la chirurgie métabolique, un effet sur la
dyslipidémie est observé qui dépend du type de chirurgie : seules les chirurgies ayant une
composante dite « malabsorptive » réduisent la concentration sanguine de cholestérol total
et de LDL-C (40,105). C’est pourquoi il nous a semblé important de mieux comprendre les

mécanismes mis en jeu lors de ce type de chirurgie qui conduisent a cet effet positif.

Dans notre premiere étude (article n°1), nous avons cherché a savoir si le LDLR
intestinal, étant donné son role majeur dans la régulation du métabolisme du cholestérol et
sa surexpression connue dans la muqueuse intestinale aprés RYGB (76,294), était impliqué
dans les effets hypocholestérolémiants de cette chirurgie. En effet, sa surexpression chez des
souris transgéniques s’accompagnait d’une réduction de 50% de la cholestérolémie sous
régime standard, d’une prévention de I’hypercholestérolémie induite par un régime
athérogénique supplémenté en cholestérol, et d’'une augmentation de I’excrétion fécale du
cholestérol (294). L'implication d’une autre protéine centrale du métabolisme du cholestérol,
PCSK9, avait déja été testée au laboratoire par l'utilisation d’'un modele murin déficient
(PCSK97), qui a exclu son implication. Notre premiére étude démontre que le LDLR intestinal
est un acteur clé dans les effets hypocholestérolémiants du RYGB. En effet, les souris
présentant une déficience spécifiguement intestinale en LDLR présentaient une

cholestérolémie significativement plus élevée apres RYGB que les souris controles.
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Aprés RYGB, une hyperplasie de la muqueuse intestinale, interprétée comme un
phénoméne adaptatif, est observée chez I'homme (78,309), le rat (78,302) et la souris
(expérience de I’équipe non publiée). Elle est principalement étudiée dans I'anse alimentaire
puisque, chez ’homme, cette anse est plus facilement accessible aux biopsies. L’association
de la surexpression du LDLR et de cette hyperplasie aprés RYGB avait pu faire évoquer
I’hypothéese d’un lien entre ces deux phénomeénes, et avait été proposée comme explication a
la baisse de la cholestérolémie aprés RYGB. En effet, la surexpression intestinale du LDLR chez
des souris transgéniques dans I'étude de Meoli et al. était associée a une augmentation de la
longueur totale de l'intestin, une augmentation de I'expression de génes impliqués dans la
prolifération muqueuse ainsi que des génes impliqués dans la synthése du cholestérol (294).
D’autres ont montré que I'expression du LDLR était augmentée dans les polypes intestinaux
sur modele murin et que I'accumulation intracellulaire de cholestérol jouait un réle dans la
prolifération cellulaire qui conduit a la formation de ces polypes (310). Cependant, notre
étude montre que I'absence du LDLR ne prévient pas I’hyperplasie muqueuse observée apres
RYGB. D’autre part, nous suggérons également que cette hyperplasie n’est pas suffisante a
elle seule pour expliquer la totalité du phénotype observé aprés RYGB puisque malgré
I'absence de différence d’hyperplasie, la cholestérolémie reste plus élevée chez les souris

iLDLR™".

Notre équipe a montré précédemment que chez la souris, le RYGB induisait une
augmentation de I'excrétion fécale du cholestérol, notamment en lien avec une augmentation
de I'épuration du cholestérol plasmatique (155). Cette observation était complétée par celle
que I"épuration du cholestérol par la voie du TICE était significativement augmentée apres

RYGB, sans modification de son élimination par la voie hépatobiliaire. Puisque le LDLR joue un
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réle central dans la voie du TICE (244), une hypothése aurait pu étre que sa déficience puisse
prévenir I'induction du TICE observée aprées RYGB. Dans notre étude, les dosages plasmatiques
et fécaux du D7-cholestérol exogéne administré par voie intraveineuse montrent que sa
clairance plasmatique et son excrétion fécale sont augmentées dans les mémes proportions
chez les souris iLDLR” et leurs contréles. Ce résultat suggére donc que la déficience en LDLR
intestinal n’altére pas I'épuration du cholestérol plasmatique aprés RYGB. Une des hypothéses
pourrait étre que I'absence d’induction du TICE puisse é&tre compensée par une augmentation
de I'épuration biliaire du D7-cholestérol, bien que I'absence de modification de I'expression
hépatique du transporteur hétérodimérique ABCG5/G8 plaide en défaveur de cette
hypothéese. Le dosage du Ds-cholestérol biliaire (recueilli par canulation biliaire) et au sein d’'un
perfusat riche en accepteurs de cholestérol perfusé dans l'intestin (mesure direct du TICE)
comme décrit précédemment (244,274) pourrait en apporter la réponse. Ces échantillons (bile
et perfusats intestinaux) ont été recueillis chez nos souris iLDLR”- et leurs contrdles aprés
RYGB et chirurgie Sham, et ces analyses pourraient étre réalisées si nécessaire. Cependant, la
distinction du TICE et de la voie hépatobiliaire ne nous a pas semblé nécessaire en |'état dans
notre étude puisque la différence de cholestérolémie observée entre les deux génotypes ne

résultait pas de I’épuration totale du cholestérol plasmatique.

La conservation de l'induction de ces deux mécanismes, hyperplasie intestinale et
épuration du cholestérol plasmatique, aprés RYGB chez les souris iLDLR”" peut faire suspecter
I’existence de mécanismes de compensations. Ceux-ci pourraient étre une limite de notre
model. D’une part, il est possible que la déficience en LDLR intestinal puisse étre compensée
par la fonction du LDLR hépatocytaire, son site majeur d’expression (226). Le contraste entre

un effet majeur sur la cholestérolémie en cas de surexpression du LDLR intestinal (294) et une
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hypercholestérolémie trées modérée dans notre modele déficient pourrait étre en faveur de
cette hypothese. Si une telle compensation existe, nos résultats suggerent un phénomene
post-traductionnel puisque I'expression du LDLR hépatique n’était pas significativement
modifiée entre les différentes conditions dans notre étude. Bien que la caractérisation
phénotypique du modéle iLDLR”- dépasse le cadre de ce projet et fait I'objet d’'une étude
spécifique en cours au laboratoire, un élément de réponse pourrait étre apporté par I'étude
de I'impact du RYGB chez des souris présentant une déficience totale en LDLR (souris LDLR7").
Ces souris ont également I'avantage de présenter une hypercholestérolémie marquée (311),
ce qui pourrait permettre d’accentuer les différences observées. Pour répondre a ces
questions, nous étudions au moment de I’écriture de ce manuscrit un groupe de souris LDLR"

/- opérées d’un RYGB ou d’une intervention Sham.

Une compensation de I'absence du LDLR intestinal par d’autres transporteurs
entérocytaires du cholestérol est également possible. Cette hypothése est particulierement
rendu plausible par le fait que seule I'inhibition aigue du LDLR (par de la PCSK9 recombinante)
entraine une réduction de 35% de I’activité du TICE, alors que le TICE n’est pas altéré dans un
modeéle murin porteur d’'une déficience constitutionnelle (modéle knockout), ce qui suggere
que ces mécanismes seraient mis en place en cas de déficience chronique (244). La réalisation
d’un RYGB sur un modele de souris ayant un knockout inductible du LDLR au niveau intestinal
spécifiguement, permettant une inhibition aigue et ciblée, pourrait étre une piste permettant
de répondre a cette question. La nature de ces transporteurs est encore inconnue (279). Dans
notre étude, I'absence d’induction significative chez les souris iLDLR”" de I’expression génique
des transporteurs classiques pouvant permettre l'internalisation du cholestérol au poéle

basolatéral de I'entérocyte, a savoir SB-Bl, LRP1 et CD36, ainsi que des protéines d’efflux,
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ABCB1A/1B et ABCG5/GS8, plaide en faveur d’autres mécanismes. La recherche de ces
transporteurs non connus aprés RYGB chez les souris iLDLR”, par exemple par I'utilisation
d’approches sans a priori (approches « omiques »), pourrait permettre d’identifier de
nouvelles cibles moléculaires intestinales jouant un réle dans la régulation de Ia

cholestérolémie et pourrait constituer une des perspectives de ce projet.

De facon intéressante, notre étude montrait que le RYGB ne s’accompagnait pas, chez
les souris iLDLR”", d’'une réduction de I'absorption intestinale du cholestérol, contrairement
aux souris contréles. Notre hypothese est que la conservation d’une absorption intestinale
élevée participe a réduire les effets hypocholestérolémiants du RYGB. Ce résultat suggere que
la baisse de I'absorption du cholestérol luminal apres chirurgie malabsorptive observée par
nous et par d’autres équipes (155,289,290) met en jeu des mécanismes complexes au-dela
d’une simple réduction de la longueur de I'intestin parcouru par les lipides alimentaires, dont
le LDLR pourrait faire partie. En effet, les données de la littérature suggérent qu’une relation
inverse pourrait exister dans I'entérocyte entre I'absorption luminale du cholestérol et sa
captation au pole basolatéral de I'entérocyte: la surexpression du LDLR intestinal
s’accompagne d’une diminution de I'expression génique de NPC1L1 (294), alors que
I'inhibition de I'absorption du cholestérol luminal par I'ezetimibe s’accompagne d’une
surexpression du LDLR au pole basolatéral (312). Si dans notre étude, cette persistance d’'une
absorption élevée aprés RYGB chez les souris déficientes ne s’accompagnait pas d’'une
surexpression génique de NPCI1L1, il n’est pas exclu que des modifications post-
traductionnelles soient impliquées. La limite de notre étude sur cette mesure de I'absorption
du cholestérol est qu’elle est estimée par I'utilisation des ratios plasmatiques sitostérol et

campestérol sur cholestérol, bien que cette estimation soit communément admise dans la

255



littérature (313). Cependant, la mesure directe de I'absorption intestinale (méthode du dual
isotope ratio (314)) aprés gavage de cholestérol marqué sur un petit nombre d’individus dans

notre étude (résultats non présentés) semble confirmer ces résultats.

L’absence d’effet du RYGB sur I'absorption intestinale chez les souris iLDLR”- devrait
étre accompagnée d’une réduction des effets de la chirurgie sur I'excrétion du cholestérol.
Cependant, une augmentation de I'excrétion fécale du cholestérol était observée chez les
souris iLDLR7- de la méme maniére que chez les souris contrdles, comme il a déja été suggéré
apres RYGB dans d’autres études (155,289,301). C’est la raison pour laquelle nous avons
mesuré |'excrétion fécale des acides biliaires, puisqu’il s’agit également d’une voie
d’élimination du cholestérol, et puisque les chirurgies bariatriques exercent un impact sur le
métabolisme des acides biliaires (qui sera discuté plus loin). Nos résultats chez les souris Sham
prises isolément montrent que les souris iLDLR”" ont une excrétion fécale des acides biliaires
significativement plus élevée, sans modifications significative de leur composition, ce qui
suggere un métabolisme des acides biliaires propre. De la méme maniere, Meoli et al.
montraient que la surexpression intestinale du LDLR s’accompagnait d’'une modification
significative de I'expression de génes cibles impliqués dans le métabolisme des acides biliaires,
dont une réduction de I'expression hépatique de CYP7A1 (294). Aprés RYGB, nous avons
observé une augmentation d’environ 100% presque significative (p=0.06) de I'excrétion fécale
d’acides biliaires aprés RYGB comme il a déja été décrit (315). En revanche, le RYGB n’induisait
pas d’augmentation de I'excrétion des acides biliaires en comparaison des souris Sham chez
les souris iLDLR". Cette observation s’accompagnait d’une modification de la composition des
acides biliaires fécaux aprés RYGB qui différait entre les souris iLDLR** et iLDLR”". Alors que

I’excrétion de CA augmentait apres chirurgie dans les deux conditions (néanmoins non
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significativement chez les souris iLDLR”), I'excrétion de B-MCA, qui est un acide biliaire
hydrophile (316), était fortement induite chez les souris iLDLR** uniquement. Plusieurs études
rapportent un pool d’acides biliaires plus hydrophiles aprés chirurgie bariatrique
(155,317,318). Il est également suggéré que des acides biliaires hydrophiles sont associés a
une réduction de I'absorption intestinal du cholestérol (293). Ainsi, I'absence d’induction de
I’excrétion de B-MCA chez les souris iLDLR”" pourrait également &tre impliqué dans la

réduction des effets du RYGB sur I'absorption intestinale chez ces souris.

L’ensemble des mécanismes adaptatifs au RYGB étudiés chez les souris iLDLR*/* et

iLDLR- sont résumés dans la Figure 28.
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Figure 28. Résumé des conséquences fonctionnelles, adaptatives et métaboliques d’une déficience
spécifiguement intestinale en LDLR apres RYGB.
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Cette premiere étude avait pour objectif d’apporter des éléments de connaissance
fondamentales concernant la chirurgie malabsorptive de référence, c’est-a-dire le RYGB. Par
la suite, nous nous sommes intéressés a une autre chirurgie encore a I'étude, le SADI-S, qui
pourrait exercer un fort impact sur les comorbidités métaboliques (158), par la transposition
de cette chirurgie chez la souris, sa comparaison avec le RYGB et I'étude en particulier de son

impact sur le métabolisme du cholestérol.

Le choix du modele murin pour I’étude de cette chirurgie (article n°2) a été notamment
motivé par le fait que nous possédions déja au laboratoire les modeles de SG et de RYGB et
que sa mise en place pourrait permettre la réalisation de nouvelles études sur des modeles
génétiquement modifiés. Comparativement au RYGB qui demande la réalisation de deux
anastomoses, nous attendions une simplification du geste chirurgical, une réduction du temps
opératoire, une amélioration de la survie et des effets métaboliques forts, comme il a été

suggéré dans les études chez ’'homme (33,158).

Dans notre expérience, la durée opératoire de notre modele de SADI-S est en moyenne
de 60 a 70 minutes (selon le poids des souris), ce qui est significativement plus court que pour
la réalisation du RYGB pour des souris du méme poids (70 a 80 minutes). La mise au point
d’une SG par I'utilisation de clips (147) contrairement a la technique précédente par un surjet

continu, a grandement contribué a réduire cette durée opératoire.

La survie a J5 de la chirurgie, qui est fortement corrélée a la survie a long terme, est
supérieure a 75%, voire de 100% pour les dernieres séries réalisées, pour des souris DIO
d’environ 40g. Cette survie est globalement supérieure a celle obtenue apres RYGB (70 a 90%

dans notre expérience). Un entrainement rigoureux et régulier est nécessaire a I'amélioration
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de la survie post-opératoire. La principale cause de mortalité était, au début de notre
expérience, la déclaration d'une péritonite biliaire par distension de I’anse biliaire,
reproduisant le syndrome de I'anse afférente observé en clinique (182), et qui survient
généralement 48 heures aprés l'intervention. Dans le cas de notre modele, elle résulte
habituellement d’'une opposition entre la bile et la nourriture qui reflue dans I'anse biliaire.
Cette complication est prévenue par la réalisation d’'une anastomose duodéno-iléale iso-
péristaltique : I'anse biliaire doit rejoindre I'anastomose sur son c6té gauche afin que la bile
accompagne |'alimentation dans I'anse commune, qui doit étre déclive, sans s’y opposer. Chez
la souris, puisque la position de la derniére anse est variable et souvent située a gauche de
I’'abdomen contrairement a ’'homme (319), il peut étre nécessaire de réaliser un volvulus de
I'intestin gréle pour parvenir a cette configuration. L'autre cause de mortalité la plus
fréquente est la fistule de I'anastomose, bien que dans la majorité des cas aucune anomalie
n'était retrouvée a I'autopsie, en accord avec d’autres auteurs (149). La mortalité a long terme
par malnutrition sévere reste rare dans notre expérience, contrairement a celle décrite dans
la littérature aprés BPD-DS chez la souris (151), et nous a encouragé a conserver une anse
commune mesurant environ 1/3 de la longueur totale de I'intestin gréle (10-14 cm en fonction
des lignées) qui reproduit les proportions réalisées chez ’homme (33,162). Pour limiter les
déficiences qui résultent de la malabsorption (320,321), les supplémentations vitaminiques et
ferriques précédemment décrites pour le RYGB (148) sont un également apport majeur pour

ce modele.

La comparaison du SADI-S avec le RYGB sur un modeéle de souris Ob/Ob (article n°3)
reproduisait dans notre étude les observations cliniques publiées. Le SADI-S conduisait a une

perte de poids corporel d’environ 40%, ce qui est comparable avec les grandes séries
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disponibles qui rapportent pour la plupart une perte de poids entre 35 entre 40%
(168,173,175,188). Il est intéressant de noter que cette perte de poids était reproduite chez
les souris males dans notre étude suivante (article n°4) sur un modele DIO avec un suivi plus
long (12 semaines), avec cependant une petite reprise de poids a la 7¢ semaine (aprés
changement de régime) et une stabilisation autour de 33% du poids initial (qui se situait
autour de 40 g dans cette étude versus 50 g sur le modele Ob/Ob). Ces résultats suggerent
gu’une situation d’équilibre est atteinte autour de la 5¢ semaine post-opératoire. La perte de
poids induite par le SADI-S était significativement supérieure a celle du RYGB chez les souris

Ob/Ob, comme suggéré par les études comparatives chez I’homme (158,180,197).

Nous avons également observé que le SADI-S, du fait de la SG qui y est associée,
s’accompagnait d’une réduction de la prise alimentaire en comparaison des souris Sham et
RYGB chez les souris Ob/Ob. L'absence de restriction alimentaire significative dans notre
modele de RYGB a déja été décrite et constitue une des limites connues de ce modele, en
rapport avec I'absence de confection d’une petite poche gastrique (148,155). L’étude d’un
groupe de souris pair-fed montrait que cette restriction alimentaire aprés SADI-S n’était pas
suffisante pour expliquer la perte de poids et les bénéfices métaboliques observés. Il est
également intéressant de noter que sur les modeles différents des souris Ob/Ob utilisés dans
nos autres études (article n°2 et article n°4), cet effet restrictif était transitoire aprés SADI-S
et une hyperphagie était observée aprées la 4° semaine, qui peut étre considérée comme un
phénoméne adaptatif a la malabsorption induite par la chirurgie. La raison de cette différence
entre lignées murines n’est pas élucidée. Une hypothése pourrait étre une modification du
signal de la leptine, absente chez les souris Ob/Ob. Une autre possibilité pourrait étre une

modification de I'appétence des aliments qui differe selon le type de souris utilisées (322). A
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noter que chez des souris DIO, la SG dans notre expérience ne s’accompagnait pas d’une
réduction de la quantité d’aliments ingérés, mais plutét d’une modification des

comportements de prise alimentaire (148).

Nous avons également mis en évidence une amélioration importante de ’homéostasie
glucidigue aprés SADI-S chez les souris Ob/Ob, qui était significativement supérieure a celle
observée aprés RYGB. L'amélioration de la tolérance au glucose lors d’un test de tolérance
orale apres SADI-S, déja observée chez I'homme (192), était également reproduite par
I'injection intrapéritonéal d’une solution glucosée. Cette observation suggere que la réduction
de I'absorption du glucose par une anse commune courte (168) n’est pas responsable a elle
seule de cette amélioration. La diminution importante de 'HOMA-IR apres SADI-S et de
I'insulinémie a jeun, également déja suggérées dans la littérature (158,169), plaident en faveur
d’une réduction de l'insulino-résistance. D’autre part, nous n’avons pas constaté de
modification de la taille des ilots de Langerhans en analyse histologique du pancréas ni de
modification significative de 'HOMA-B (qui refléte la fonction des cellules béta du pancréas)
entre les conditions (résultats non présentés), ce qui plaide plutét en défaveur d’une

amélioration de la sécrétion d’insuline apres SADI-S.

On sait qu’aprés chirurgie bariatrique, une amélioration de ’lhoméostasie glucidique
est observée tres précocement avant méme la perte de poids, et qu’ainsi plusieurs autres
mécanismes sont responsable d’'une amélioration de la glycémie (61). Une des principales
limites de notre modeéle réside dans le fait que, étant donné la forte différence de diminution
du poids corporel entre RYGB et SADI-S, notre étude ne nous permet pas de savoir
I'importance qu’exercent ces mécanismes indépendants de la perte de poids. Nous n’avons
malheureusement pas pu, pour des raisons techniques, réaliser de dosage des
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entérohormones qui aurait pu apporter un élément d’explication supplémentaire a cette
amélioration apres SADI-S, d’autant plus que les effets de cette chirurgie sur la sécrétion de

GLP-1 notamment ont été tres peu étudiés (175,191,193).

Cette différence importante entre SADI-S et RYGB en termes de poids corporel et
d’amélioration de la glycémie est notamment liée au fait que le RYGB exercait un effet faible
sur les souris Ob/Ob, ce qui constitue la principale limite de cette étude. En effet, la perte de
poids de seulement environ 6% était inférieure a celle observée chez des souris DIO comme
dans I'article n°1 ou nos expériences publiées précédemment (148,155) qui est d’environ 25%,
et de facon similaire I'amélioration de la glycémie a I’état nourri et de la tolérance au glucose
était moindre. Ce faible impact du RYGB chez les souris Ob/Ob sur le poids corporel et/ou la
tolérance au glucose par rapport aux souris DIO a déja été décrit dans la littérature (323,324).
Cette observation semble résulter du déficit en leptine: on sait que la concentration
plasmatique de leptine est diminuée aprés RYGB chez les patients ce qui suggére une
augmentation de la sensibilité a la leptine aprés chirurgie (325), et d’autre part la
supplémentation en leptine chez des souris Ob/Ob opérées d’un RYGB rétablit la perte de
poids (324). Néanmoins notre choix s’est porté sur ce modéle pour cette premiére étude
notamment compte tenu de la facilité d’obtention d’une obésité majeure (>50 g) (145), qui
reproduit le contexte dans lequel le SADI-S pourrait étre une alternative au RYGB, et des
comorbidités associées (insulinorésistance, stéatose hépatique (326)), qui sont plus difficiles
a obtenir sous régime hyperlipidique (dans notre expérience environ 12 semaines de régime

sont nécessaires a I'obtention d’un poids de 40 g).

Afin de prendre en compte cette limite, nous avons également effectué cette
comparaison chez des souris C57BI6 sous régime high fat afin de comparer les effets du SADI-
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S avec un modele de RYGB dont I'impact est plus important (résultats non publiés, présentés
en Figure 29). Dans cette expérience, le RYGB induisait une perte de poids comparable a nos
résultats ultérieurs qui restait significativement inférieure a celle induite par le SADI-S. Le
SADI-S conservait également un effet supérieur au RYGB concernant I'amélioration de la

glycémie a I'état nourri et la tolérance au glucose.
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Figure 29. Comparaison des effets du SADI-S et du RYGB chez des souris C57BI6 aprés 12 semaines de régime
High Fat. A) Poids corporel initial et B) son évolution post-opératoire. C) Prise alimentaire cumulée. D) Suivi
longitudinal de la glycémie a I’état nourri. E) Test de tolérance orale au glucose. ). Test de Kruskall-Wallis ou

ANOVA deux facteurs avec test de Sidak pour comparaisons multiples. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (SADI-

S vs. Sham). $ p<0.05, $$ p<0.01, $5$ p<0.001 (RYGB vs. Sham). £ p<0.05, ££ p<0.01, £££ p<0.001 (SADI-S vs.

RYGB). N = 5 a 10 animaux par groupes.

La chirurgie bariatrique exerce un impact sur le métabolisme des acides biliaires. A la
fois chez 'homme et I'animal, il a été montré une augmentation de la concentration
plasmatique des acides biliaires apres RYGB et SG, et ces effets pourraient étre un des
mécanismes responsables des effets positifs observés sur I’homéostasie glucidique
(155,317,327-329). Chez les souris Ob/Ob, nous avons observé une tendance a

I"augmentation de la concentration biliaire et plasmatique des acides biliaires. Le faible effectif
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pourrait expliquer I'absence de significativité statistique. Plus important encore, le SADI-S
s’accompagnait d’'une modification de la composition des acides biliaires plasmatique,
biliaires et fécaux, avec obtention d’un profil plus hydrophile comme il a déja été décrit apres
chirurgie bariatrique (155,317,318). En particulier, il a été suggéré que 'arrivée rapide d’acides
biliaires dans I'iléon distal aprés chirurgie pourrait étre associée a une réduction de la prise
alimentaire, une perte de poids plus important et une amélioration de I'insulinosensibilité en
favorisant la sécrétion de GLP-1 et de PYY via son action sur le récepteur TGR5 (328,330). De
plus, I'activation du récepteur FXR par les acides biliaires apres chirurgie bariatrique a
également été suggéré comme étant un déterminant important de la perte de poids et de
I’'amélioration de la tolérance au glucose (331), notamment par I'activation de sa cible
FGF15/19 (332). Nous avons également constaté apres SADI-S une augmentation significative
de I'expression génique de FGF15 ainsi qu’une tendance a la diminution dans I’'anse commune.
Etant donné son réle suspecté dans les effets des chirurgies bariatriques, il pourra étre

intéressant d’étudier I'impact du SADI-S sur un modele murin déficient pour FXR (331).

On sait qu’en situation d’obésité sont fréquemment observées une diminution de la
richesse du microbiote intestinal et une modification de sa composition (situation qualifiée de
dysbiose) (333,334). L'importance de cette dysbiose dans la physiopathologie de I'obésité est
notamment reflétée par le fait que la transplantation du microbiote fécal d’individus obése
chez la souris s’associe a une prise de poids chez ces animaux supérieure a celle de souris
transplantées avec le microbiote d’individus non obéses (335). Ces altérations sont associées
aux comorbidités métaboliques dont le diabéte de type 2 et I'hypertension (334). La chirurgie
bariatrique exerce un impact bénéfique partiel sur cette dysbiose, qui est maintenu sur le long

terme, avec I'augmentation d’espéces bactériennes associées a un profil métabolique positif
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(334,336,337). Deux études récentes du méme groupe rapportent des effets du SADI-S sur le
microbiote intestinal chez le rat. Dans une premiere étude, le SADI-S, le RYGB et la BPD-DS
modifiaient la composition du microbiote de fagon comparable, indépendamment de la perte
de poids, et conduisaient a une excrétion fécale de métabolites associé a un profil
métabolique favorable, en particulier une augmentation de I’excrétion d’acides gras a chaine
courte associée a une stimulation de la sécrétion de PYY (338). Dans une autre étude, les
auteurs suggéraient que la modifications des espéces bactériennes aprés SADI-S et BPD-DS
variait selon le segment intestinal considéré (anse biliaire, alimentaire ou commune) (339). Si
ces aspects n’ont pas été mis en évidence dans notre étude puisque nous ne possédons pas
I'expertise suffisante au laboratoire pour une étude poussée du microbiote, ils constituent
néanmoins une perspective intéressante qui pourrait étre évaluée avec notre modele. Nous
avons pu mettre en évidence des différences entre SADI-S, RYGB et groupe Sham concernant
la concentration plasmatique et I'excrétion fécale de différents métabolites du microbiote
intestinal (excrétion des acides biliaires secondaires et du coprostanol, concentration
plasmatique des espéces issues du métabolisme du tryptophane et des triméthylamines) qui

suggerent un impact du SADI-S sur le microbiote dans notre modéle.

Dans notre étude, nous avons accordé une importance particuliére a I'impact du SADI-
S sur le métabolisme des lipides. Contrairement aux observations cliniques, le SADI-S et le
RYGB ne modifiaient pas la triglycéridémie chez les souris Ob/Ob, en accord avec nos autres
observations sur le modele RYGB (article n°1, (155)). Cette observation résulte
vraisemblablement de I'absence d’hypertriglycéridémie chez ces souris. Par comparaison,
dans I'article n°4, 'induction d’une hypertriglycéridémie chez des souris LDLR” par un régime

western diet était prévenue par le SADI-S en comparaison du groupe Sham. Chez la souris
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Ob/Ob, nous avons en revanche mis en évidence un fort effet hypocholestérolémiant du SADI-
S qui surpassait celui du RYGB qui reproduit les observations cliniques (158). Nous avons donc
cherché a savoir quels sont les mécanismes associés a cet effet bénéfique sur le métabolisme

des lipides.

Nous mettons en évidence pour la premiere fois que le SADI-S met en jeu deux
mécanismes qui conduisent a la baisse de la cholestérolémie et a une augmentation de
I’excrétion fécale du cholestérol supérieure a celle observée aprés RYGB : 1/ une diminution
de I'absorption intestinale du cholestérol (estimée par les ratios campesterol et sitosterol
plasmatiques), et 2/ une augmentation de [’épuration du cholestérol plasmatique
(augmentation de la clairance plasmatique et de I’excrétion fécale du D;-cholestérol exogene
injecté par voie intraveineuse). Trois hypotheses peuvent expliquer I'augmentation de
I’épuration du cholestérol plasmatique aprés SADI-S : une induction de I’élimination par la voie
hépatobiliaire, une induction du TICE comme observée aprés RYGB dans nos études
précédentes (155), ou une inhibition de la réabsorption du cholestérol épuré par ces deux
voies. Nous n’avons été capable de collecter de la bile que chez un faible nombre de souris
apres SADI-S du fait de difficultés techniques importantes (adhérences post-opératoires du
foie sur 'anastomose), mais ces résultats trés préliminaires pourraient suggérer une induction
de I’élimination hépatobiliaire du cholestérol (résultats non présentés). La mesure de la voie
du TICE que nous avons réalisée par canulation/perfusion de I'intestin chez les souris Ob/Ob
(résultats non présentés) ne suggérait pas d’induction significative de cette voie apres SADI-S.
En accord avec cette observation, le SADI-S conduisait a une diminution de I'expression
génique des acteurs impliqués dans le TICE (le LDLR, ABCG5/G8 (283) et ABCB1A/1B (244)). En

revanche, de maniére intéressante, le SADI-S induisait une forte diminution de I’expression
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génique de NPC1L1 qui prédominait dans I'anse biliaire. Cette derniere observation suggere
un effet direct du SADI-S sur I'absorption intestinale du cholestérol alimentaire et sur la
réabsorption du cholestérol luminal issu de la voie hépatobiliaire et du TICE. Enfin, la
composition des acides biliaires discutés plus haut, plus hydrophiles, pourraient également

contribuer a réduire I'absorption du cholestérol luminal (293).

Il est intéressant de noter que les mécanismes mis en jeu par le SADI-S semblent donc
différents de ceux que nous avions observés sur le modeéle de RYGB. En particulier, la
diminution de I'expression génique du LDLR apres SADI-S suggere que celui-ci pourrait ne pas
jouer un role clé dans les effets de cette chirurgie contrairement a nos observations
précédentes sur le RYGB (article n°1), réserve faite de modeles murins différents (DIO versus

Ob/Ob).

Enfin, pour aller plus loin, nous avons étudié les conséquences de cet effet
hypocholestérolémiant sur la prévention de la formation de la plaque d’athérome sur un
modeéle de souris LDLR”" soumises & un régime enrichi en cholestérol (article n°4) (311). Nos
résultats préliminaires suggérent que sur ce modele, chez les souris males, la prévention de
I"hyperlipidémie induite par le régime western diet est associée a une réduction d’environ 30%
de la surface lésionnelle, ce qui renforce la relevance clinique des effets que nous avons
observé apres SADI-S. Dans cette étude, nous avons choisi d’introduire le régime western diet
6 semaines apres la chirurgie pour s’affranchir des effets potentiels de la perte de poids rapide
et de la restriction alimentaire initiale induites par le SADI-S dans ce modele. De fagon
intéressante, ces résultats préliminaires suggérent une absence d’effet chez les souris LDLR”"
femelles. Il pourrait résulter d’une amplitude d’effet moindre du SADI-S sur I’hyperlipidémie

induite par le régime western diet chez les femelles. Dans notre étude, le régime western diet
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conduisait a une hypercholestérolémie et une hypertriglycéridémie moindre chez les femelles
que chez les males, ce qui pourrait expliquer cette atténuation de I'effet du SADI-S. Les
données de la littérature sont contradictoires concernant I'impact du sexe sur les effets d’'un
régime hyperlipidique chez des souris LDLR”, certains auteurs suggérant une hyperlipidémie
moins sévere chez les femelles (340) ou bien au contraire plus importante (342). De la méme
maniére, certaines études suggérent que les souris femelles LDLR”" sont plus susceptibles de
développer de I'athérosclérose que les males (342,343) avec une tendance a développer des
Iésions de plus grande taille pour des mémes concentrations de lipides plasmatiques (340),
alors que d’autres suggerent au contraire un role protecteur du sexe féminin (344,345). Ces
résultats sont dépendant du type de régime utilisé, du temps passé sous régime et de la région
de l'aorte qui est analysée. Cependant, le dimorphisme sexuel que nous semblons observer

mérite d’étre confirmé sur un effectif plus large.
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Conclusion

Au total, ce projet s’inscrit dans la volonté d’une meilleure compréhension des
mécanismes qui sous-tendent les effets métaboliques des chirurgies bariatriques. Nous avons
mis en évidence que le LDLR intestinal, acteur central du métabolisme du cholestérol, est
impliqué dans les effets hypocholestérolémiants du RYGB. Par ailleurs, nous avons également
mis au point le premier modéle de SADI-S, chirurgie récente associée a une perte de poids et
des effets métaboliques forts, chez la souris. Ce modéle nous a permis de mieux comprendre
les mécanismes mis en jeu, et par I'utilisation d’un modeéle de souris déficientes pour le LDLR,
de montrer que son impact sur le métabolisme lipidique semblait limiter le développement
de la plaque d’athérome chez les souris males. Ce modele, valide et reproductible, pourra
permettre a I'avenir la réalisation d’autres études comparatives avec le RYGB afin de mieux
comprendre les modes d’actions de chaque chirurgie. Bien qu’il soit reconnu par les sociétés
savantes pour ses effets bénéfiques a court et moyen termes, sa comparaison avec le RYGB
chez 'homme, au-dela de notre modele animal, au sein du PHRC national (Pr Maud Robert,
Lyon) en cours apportera des éléments clés sur ses conséquences et sa sécurité a plus long

terme (200).

A court terme, ces études pourraient permettre de mieux adapter les indications
chirurgicales au profil métabolique des patients. A I'avenir, I'identification de ces mécanismes
moléculaires pourraient également permettre la mise au point de traitements qui miment les

effets importants des chirurgies bariatriques sur le métabolisme du cholestérol.
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Impact de la chirurgie bariatrique sur le métabolisme du cholestérol : identification des mécanismes

moléculaires
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Résumé : L'obésité est un probléme majeur de santé
publique qui concerne environ 20% de la population
mondiale. Elle s’associe a de nombreuses comorbidités,
dont le diabéte et la dyslipidémie. La chirurgie bariatrique,
dont les techniques sont en constante évolution, est un
traitement efficace par l'obtention d'une perte de poids
maintenue dans le temps et deffets métaboliques
bénéfiques. L'objectif de ce travail était I'étude des
mécanismes qui sous-tendent les effets bénéfiqgues des
chirurgies bariatriques sur le métabolisme du cholestérol.

Dans un premier temps, nous avons étudié le rble d’'un
acteur central du métabolisme du cholestérol, le récepteur
au lipoprotéines de faible densité (LDLR) intestinal, sur les
effets hypocholestérolémiants du bypass gastrique de
Roux-en-Y (RYGB), qui est la chirurgie de référence. Dans
ce travail, nous avons mis en évidence que chez la souris,
une déficience spécifiquement intestinale en LDLR
s’accompagnait d'une diminution de Tleffet
hypocholestérolémiant du RYGB en rapport avec une
absorption intestinale accrue du cholestérol et une
modification de I'éxcrétion fécale des acides biliaire.

Dans un second temps, nous avons mis au point pour la
premiére fois chez la souris un modéle de Single
anastomosis Duodeno-ileal Bypass with Sleeve gastrectomy
(SADI-S), qui est une chirurgie décrite récemment ayant un
fort impact métabolique. Ce modéle permet une perte de
poids maintenue dans le temps.

La comparaison du SADI-S et du RYGB sur un modéle
de souris Ob/Ob montrait une perte de poids et un bénéfice
métabolique supérieurs aprés SADI-S. L’important effet
hypocholestérolémiant du SADI-S était associé a une
réduction de I'absorption intestinale du cholestérol et a une
épuration accrue du cholestérol plasmatique.

Enfin, des résultats prémilinaires encourageants
suggerent que la prévention de I'hypercholestérolémie
induite par un régime riche en cholestérol aprés SADI-S chez
des souris déficientes pour le LDLR prédisposées a
'athérosclérose est associée a une réduction de la
progression de la plaque d’athérome chez les souris males.

Impact of bariatric surgeries on the cholesterol metabolism: identification of the molecular mechanisms

Keywords: bariatric surgeries, obesity, dyslipidemia, cholesterol

Abstract: Obesity is a major public health issue which
concerns approximately 20% of the population
worldwide. It is associated with multiple comorbidities
including diabetes and dyslipidemia. Bariatric surgeries,
which constantly evolve, have emerged as an efficient
therapy, allowing content weight loss and metabolic
benefits. This work aimed to decipher the molecular
mechanisms involved in the hypocholesterolemic effects
of bariatric surgeries.

In a first time, we studied the role of a major actor of the
cholesterol metabolism, the intestinal low-density
lipoprotein receptor (LDLR), on the hypocholesterolemic
effects of the Roux-en-Y gastric bypass (RYGB), which is
the gold standard procedure. We showed that, in mice,
the intestinal LDLR deficiency was associated with a
reduced hypocholerolemic effect after RYGB related to a
higher intestinal cholesterol absorption and altered

fecal bile acids excretion.

In a second time, we developped, for the first time-in:mice;the
Single anastomosis Duodeno-ileal. . .Bypass--with:Sleeve
gastrectomy (SADI-S), a recently described:procedure.with:a-high
metabolic impact. This model allowed durable weight:oss:;

The comparison between SADI-S and RYGB in Ob/Ob mice
showed that the former induced a higher weight loss and metabolic
benefits. The strong hypocholesterolemic impact of SADI-S was
associated with decreased intestinal cholesterol absorption and an
increased plasma cholesterol epuration.

Finally, promising preliminary results suggest that the
prevention of hypercholesterolemia induced by a cholesterol-
enrichied diet in mice carriying a LDLR deficiency (prone to
develop atherosclerosis) is associated with a reduced progression
of the atherosclerotic plagues in male mice.



