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Abstract

Zizyphus lotus L. is a Mediterranean plant and widely consumed for its beneficial
medicinal properties. We assessed the effects of Zizyphus lotus L. fruit on diet-
induced obesity in mice. Male C57BL/6J mice received either a standard diet or a
high-fat diet, HFD (30% of palm oil, w/v) or a HFD-containing Zizyphus lotus L. fruit
powder (10%, w/w) for six weeks, followed by another six weeks period on HFD and
Zizyphus lotus L. aqueous extract (1%, w/v). Hepatic expression of key genes
involved in fatty acids and glucose metabolism were assessed. The mRNA expression
of three pro-inflammatory genes, i.e., IL-6, IL-1 and TNF-a in liver and peritoneal
white adipose tissue using real-time PCR were also studied. Zizyphus lotus L. did not
decrease the degree of obesity in obese mice; however, it improved glucose tolerance
test, homeostatic model assessment of insulin resistance value and decreased fasting
glucose, plasma total triglycerides and cholesterol concentrations in obese mice.
Similarly, Zizyphus lotus L. fruits increased hepatic mRNA expression of PPAR-a
and CPT-1a and decreased the mRNA expression of FAS, ACC-1, IL-6, IL-1p and
TNF-0. These findings showed that Zizyphus lotus L. fruits improved insulin
sensitivity, glucose tolerance, dyslipidemia, fatty liver disease and the inflammatory
status, but not the severity of HFD-induced obesity in mice.

Keywords: Zizyphus lotus L., high-fat diet, obesity, insulin, inflammation.
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Résumé

Zizyphus lotus L. est une plante méditerranéenne largement consommée pour ses
propriétés médicinales bénéfiques. Nous avons évalué les effets des fruits de cette
plante sur I'obésité induite par un régime hypergras chez un modele animal de souris.
Les souris males C57BL /6J ont recu soit un régime standard, soit un régime
hypergras, HFD (30% d’huile de palme, p/v) ou du HFD contenant une poudre de
fruit Zizyphus lotus L. (10%, p/p) pour six semaines, suivies d'une autre période de six
semaines de HFD contenant un extrait aqueux de fruit Zizyphus lotus L. (1%, p/v).
L'expression hépatique de génes clés impliqués dans le métabolisme des acides gras et
de glucose ont été évaluées. L'expression de I'ARNm de trois genes pro-
inflammatoires, a savoir IL-6, IL-1p et TNF-a dans le foie et tissu adipeux blanc
péritonéal par PCR, a été également étudiee. Zizyphus lotus L. n'a pas diminué le
degré de I’obésité chez les souris obeses; Cependant, elle a amélioré la tolérance au
glucose, I’'indice HOMA-IR et a diminué la glycémie, les concentrations plasmatiques
en triglycérides et en cholestérol totaux chez les souris obeses. De maniére similaire,
les fruits Zizyphus lotus L. ont augmenté I’expression hépatique de PPAR-a et de
CPT-1a et ont diminué 1’expression de ’ARNm de FAS, ACC-1, IL-6, IL-1P et TNF-
a. Ces résultats ont montré que les fruits Zizyphus lotus L. ont amélioré la sensibilité a
Iinsuline, la tolérance au glucose, la dyslipidémie, la stéatose hépatique et I'état
inflammatoire, mais non la gravité de l'obésité provoquée par le régime hypergras
chez la souris.

Mots clés: Zizyphus lotus L., régime hypergras, obésité, insuline, inflammation.
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Introduction

L’incidence de I’obésité est de plus en plus en augmentation chez toutes les
tranches d’age dans les pays industrialisés et en voie de développement (Bhurosy
etJeewon 2014,Zandoné et al. 2017). Globalement, la prévalence de l'obésité a triplé
depuis 1975, avec 671 millions d'adultes et 124 millions de jeunes (5-19 ans) ont été
estimés étre touchés en 2016 (Collaboration 2016). Globalement, la prévalence de
I'obésité a augmenté de 28% chez les adultes et de 47% enfants entre 1980 et 2013(Ng
et al. 2014). En Algérie, la prévalence de I’obésité a atteint 24,9% (12,7% pour les
hommes et 66,4% pour les femmes) en 2017(Fafa et al. 2017).

L’ obésité est estimée par I’indice de masse corporelle (IMC), lorsqu’il est
supérieur ou égal & 30 kg/m? (Poutier et al. 2017). L’IMC représente le poids de la
personne (en kilogrammes) divisé par le carré de sa taille (en metres) (Oliveros et al.
2014). L’obesité affecte le fonctionnement de différents systemes d'organes,
raccourcissant la durée de vie, ainsi des études épidémiologiques ont identifié un IMC
élevé comme facteur de risque pour un ensemble croissant de maladies chroniques,
notamment les maladies cardiovasculaires, le diabéte de type 2, la maladie de foie,
I’insuffisance rénale chronique et différents types de cancer (Berrington de Gonzalez
et al. 2010,Collaboration 2011). Entre 1980 et 2014, I'MC moyen a augmenté chez
les hommes et les femmes des pays anglophones a revenu élevé, chez les femmes en
Afrique du nord et australe et au Moyen-Orient a revenu élevé (Collaboration 2016).
En Europe, les prévalences sont différentes et variés a travers le continent allant de
18-19% de la population, a des niveaux éleves de 28-30% (Blundell et al. 2017). En
Amérique latine centrale, dans les Caraibes, les pays anglophones a revenu élevé, en
Mélanésie, Polynésie et Micronésie, en Asie du Sud-Est, I'Amérique latine andine, les
prévalences de I’obeésité selon I’IMC ont fortement augmenté chez les femmes entre
1980 et 2014(Collaboration 2016).

L’ obésité constitue un facteur de risque pour beaucoup d’autres pathologies
qui souvent peuvent ruiner le mode de vie du patient et méme aggraver son pronostic.
Ces troubles sont le diabete de type 2, I’hypertension artérielle, les maladies
cardiovasculaire, et certaines formes de cancer (Tsai et al. 2011). L’obésité est
également fortement associé au syndrome meétabolique (SM), qui comprend des
complications telles que I’intolérance au glucose, la résistance a I’insuline (IR), la
dyslipidémie, et la maladie de foie (Panchal et al. 2014). L’obésité constitue un

probléeme mondial et présente une épidémie inquiétante dans les pays développés
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Introduction

aussi bien que les pays en cours de développement (Swinburn et al. 2011). Il est
estimé qu'en 2025, 268 millions d'enfants agés de 5 a 17 ans seraient en surpoids, dont
91 millions d'obéses dans le cas ou il n’y aura aucune intervention a I’heure actuelle
pour combattre I’obésité (Lobstein etJackson 2016). Ainsi, Il est estimé que le nombre
probable d'enfants atteints de comorbidités liée a lI'obésité en 2025 serait: I’intolérance
au glucose (12 millions), le diabéte de type 2 (4 millions), I’hypertension (27

millions) et la maladie de foie (38 millions)(Lobstein etJackson 2016).

L’ obésité est une maladie chronique et multifactorielle, est causée par des
facteurs génetiques, environnementaux et/ou une intéraction entre facteurs génetiques
et environnementaux (Poutier et al. 2017,Siriwardhana et al. 2013). Les enfants de
peres obéses sont plus a risque de développer des maladies métaboliques plus tard
dans la vie, indépendamment du poids de leur mere (Lake et al. 1997), L’adoption de
mauvaises habitudes alimentaires (Cohan 2003), la sédentarité (Oppert 2004), le
tabagisme (Jusot et al. 2008), et le stress (Dallman 2010) sont parmi les facteurs
pouvant favoriser le développement de I’obésité. Il est bien connu que les personnes
obeses ont tendance a étre seédentaires et a manger moins de fruits et légumes
(Tjepkema 2006). L'émergence de I’obésité peut étre favorisée par plusieurs facteurs
liés au style de vie moderne qui impliqgue moins d'activité physique qui est di a
I’expansion de développements technologiques dans les usines et d'ingénierie qui ont
détourné la majorité de la population vers la sédentarité d’une part et la
consommation des aliments raffinés riches en hydrates de carbone et les graisses,
augmentant ainsi leur densité énergétique et diminuant leur indice de satiété d’autre
part (Prentice etJebb 2004,Astrup etBrand-Miller 2012).

La prévalence de l'obésité et leurs altérations métaboliques associés sont
considérées a I’heure actuelle comme une menace pour la santé publique (Landsberg
et al. 2013). Ainsi, il existe un grand besoin de thérapies efficaces pour combattre
I’obésité. Des programmes d'exercices et plusieurs régimes alimentaires sont
disponibles pour la perte de poids et la prévention de la reprise de poids, cependant,
les résultats sont souvent lents et décevants (Apovian et al. 2013). De plus, des
interventions médicales telles que les médicaments sont souvent prescrits mais qui ont
des complications et des effets indésirables (Hassan etEl-Gharib 2015). Par

conséquent, il existe un énorme défi pour la communauté scientifique de rechercher
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des traitements efficaces, disponibles, et peu couteux pour les individus et les

gouvernements.

Au cours des deux derniéeres décennies, les substances chimiques dérivées des
plantes ont suscité l'intérét des milieux publics et scientifiques pour leur réle dans le
maintien de la santé et la prévention des maladies. Les polyphénols dérivés de
nombreux composants de l'alimentation humaine figurent parmi les principaux
composés phytochimiques, et certaines de leurs propriétés préventives et
thérapeutiques potentielles ont fait l'objet de nombreuses études (Meydani etHasan
2010). Plusieurs études epidémiologiques suggerent qu'un apport élevé daliments a
base de plantes riches en composes polyphénoliques est associée a une diminution de
I'inflammation et un risque plus faible de maladies chroniques (Tangney etRasmussen
2013,Willcox et al. 2004).

Le but de ce projet était d'étudier si les composes polyphénoliques des plantes
riches en polyphénols modulent les marqueurs de I'obésité et ces altérations in vivo, et
d'explorer les mécanismes d'action sous-jacents. Dans cette optique, nous avons choisi
d’étudier I’effet de fruit d’une plante méditerranéenne tres répandue en Algérie qui est
Zizyphus lotus L. (ZL). Cette espéce a fait I’objet de plusieurs études dans lesquelles
étaient montrées sa richesse en composeés actifs et ses activités biologiques bénéfiques

dans I’organisme.

Pour cela, l'objectif central de ce projet est d'‘évaluer I'efficacité des fruits ZL
dans la prévention de I’obésité et ces altérations dans un modéle animal de souris, et
d'explorer les voies par lesquelles les composés actifs de ZL sont capables d'atténuer

voir prévenir la sévérité de I’obésité.

Par conséquent, nous avons soumis les hypothéses suivante pour ce travail :(1)
La consommation de ZL peut prévenir la prise de poids ; (2) La consommation de ZL

peut prévenir le diabete et la maladie de foie.
Ce travail de thése entre dans une collaboration scientifique entre :

- Le laboratoire des Produits Naturels, (Laprona) Faculté des Sciences de la Nature et

de la Vie et de la Terre et de I’Univers, Université Abou Bekr Belkaid, Tlemcen.
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- Le laboratoire « Lipides et Signalisation Cellulaire », Physiologie de la Nutrition
&Toxicologie (NUTox), UMR 1231 INSERM/Université de Bourgogne-
FrancheCompté (UBFC)/Agro-Sup, Dijon, France sous la direction du Professeur
Naim akhtar Khan.

Nous avons choisi d’étudier I’effet anti-obesité des fruits ZL in vivo, et pour ce faire :

1/- Nous avons utilisé un régime alimentaire riche en matiéres grasses (30% d'énergie
provenant de I’huile de palme) supplémenté en fruit ZL, et nous I’avons donné a des
souris. Cette étude a duré 16 semaines. Pendant tout ce temps, nous avons pesé les
animaux chaque 3 jours et I’alimentation consommee chaque 24 heures.

-Apreés sacrifice :

1/- Nous avons évalué I’effet de ZL sur la glycémie et I’insulinémie.

2/- Nous avons évalué I’effet de ZL sur la triglycéridémie et la cholestérolémie.

3/- Nous avons évalué I’effet des extraits de ZL sur les acides gras (AG) hépatiques.
2- Nous avons évalué I’effet des extraits de ZL sur I’expression des genes de

I’inflammation et de métabolisme.
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2.1/- Pathogenese de I'obésité :

2.1.1/- Le tissu adipeux :

L’étude de tissu adipeux (TA), est essentielle a la compréhension des
anomalies métaboliques associées au developpement de l'obésité (Vazquez-Vela et al.
2008).

2.1.1.1/- Généralités :

L'organisation mondiale de la santé définit I'obésité comme une accumulation
de lipides anormale ou excessive qui présente un risque pour la santé (Organization
2003). Le pool de TA chez les mammiferes est composé d'au moins deux types de
graisse fonctionnellement différents: blanc (TAB) et brun (BAT) (Cypess et al. 2009).
Le BAT est important pour la dépense énergétique basale et inductible sous forme de
thermogeneése et est présent chez les rongeurs tout le long de la vie, tandis que chez
les humains, le BAT se trouve principalement chez les nourrissons et les jeunes
enfants, et il a été considéré comme essentiellement inexistant et sans pertinence

physiologique chez les adultes (Cypess et al. 2009,Cannon etNedergaard 2004).

Lorsque la consommation alimentaire est accru et/ou les dépenses
énergétiques sont réduites, I'énergie excédentaire est efficacement déposée dans le
TAB sous forme de triglycérides (TG), cependant, lorsque I’apport alimentaire est
faible et/ou les besoins en énergie augmentent, les réserves lipidiques sont libérées
(Sethi etVidal-Puig 2007). Sur le plan anatomique, le TAB comprend deux dépdts
principaux, le TAB sous-cutané (SAB) et le TAB viscéral (VAB) autour des organes
internes. Le VAB est concentré dans la cavité abdominale, est ensuite subdivisé en
dépdts mésentériques, omentals, périrénaux et péritonéaux (Gesta et al. 2007,Konrad
2012). Le SAB est situé dans plusieurs sites sous la peau et, chez I'hnomme, des amas
de SAB existent dans les régions du corps supérieures (abdomen profond et
superficiel) et inférieures (glutéofémorales)(Kwok et al. 2016). Cliniquement, il a été
démontré que le SAB conféere certains effets bénéfiques sur le métabolisme (Tran et
al. 2008). Le BAT est une forme spécialisée qui participe a la thermogenese sans
frisson par l'oxydation des lipides (Richard etPicard 2011). La couleur brune distincte
de BAT est attribuée a sa densité mitochondriale élevée, essentielle pour la génération
de chaleur et I’oxydation des lipides (Choe et al. 2016). Entre TAB et BAT se trouve
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le tissu adipeux « Brite, en anglais » (brun et blanc) ou Beige, qui est une sous-
population de TAB qui a adopté les caractéristiques de la BAT, notamment une
expression accrue de I'UCP-1, la densité mitochondriale et la vascularisation au cours
d'un processus appelé la thermogénése adaptative, ou «brunissement», lors de la
stimulation par les basses températures (Harms etSeale 2013). Des dép6ts de TA
métaboliquement actifs présentant des caractéristiques analogues au TA beige ont été
trouvés chez des humains adultes en bonne santé dans les régions cervicale,

supraclaviculaire, axillaire et paravertébrale (Nedergaard et al. 2007).

Le TA est le plus grand organe du corps, méme les hommes et les femmes
adultes maigres ont au moins 7 a 10 livre de graisse, et chez les personnes trés obeses,
les graisses peuvent représenter 100 livre ou plus de poids corporel (Tran etKahn
2010). Des études portant sur la composition corporelle ont utilisé un certain nombre
de méthodes différentes pour quantifier I'adiposité régionale, comme la méthode de
Dual-energy x-ray absorptiometry (DEXA) (Figure 1)(Wiklund et al. 2008).

Il 'y a de plus en plus des preuves que les différences régionales dans la
distribution des graisses corporelles sont des prédicteurs fiables de la prédisposition
aux complications métaboliques chez les obéses (Karpe etPinnick 2015). Il existe
deux types dominants de distribution des graisses chez les obeses: la forme féminine,
nommeée l'obésité gynoide, et la forme masculine, ou obésité androide (Palmer
etClegg 2015), bien que les deux formes se produisent chez les hommes et les
femmes, I'obésité androide est beaucoup plus fréquente chez les hommes et I'obésité
gynoide est beaucoup plus fréquente chez les femmes ; Les personnes atteintes de
I'obésité androide ont généralement un abdomen élargi tandis que la forme gynoide, la
graisse est déposée préférentiellement dans les hanches, les fesses et les cuisses
(Vanltallie 1998). Un profil d'obésité androide, ou les dép6ts adipeux autour de
I'abdomen prédominent, augmente considérablement le risque de maladie cardiaque et
de I'IR (Yusuf et al. 2005). En particulier, le compartiment VAB (Fox et al. 2007).
Premiérement, en raison de sa vascularisation, il peut moduler les organes
périphériques par la libération des acides gras libre (AGL) et d'adipokines dans la
veine porte, et deuxiémement, parce que ce dépbt est plus sujet a l'infiltration des
macrophages et a lI'inflammation (Romacho et al. 2014). De plus, une transplantation
intra-abdominale de SAB chez des souris obeses a prévenu l'intolérance au glucose et

I'inflammation systémique (Hocking et al. 2015).
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Le TAB est un tissu conjonctif lache spécialisé qui est abondamment chargé
d'adipocytes, qui sont des cellules différenciées spécialisées dans le stockage des
graisses (Wang et al. 2008). Les adipocytes contiennent de grandes gouttelettes
lipidiques simples qui semblent constituer la majorité du volume cellulaire, alors que
le cytoplasme et le noyau se trouvent a la périphérie de la cellule (Moreno-Navarrete
etFernandez-Real 2017).

Abdominal . o6

fat mass !ﬂ' i
i

Fat mass

Figure 1. Estimation de la masse adipeuse abdominale et gynoide par DEXA a
partir du scanner corporel total (Wiklund et al. 2008).
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1.1.2/- Fonctions physiologiques de TAB :

La vision classique de la fonction de TAB est qu'il fournit une réserve de
carburant a long terme qui peut étre mobilisée pendant la privation de nourriture avec
la libération des AG pour l'oxydation dans d'autres organes (Trayhurn etBeattie
2001). D'autre part, il agit comme une source d'énergie et libere des lipides sous
forme d'acides gras non estérifiés (AGNE) lorsqu'il s’agit d’une demande de I’énergie
(Kwok et al. 2016). Cependant, TAB est maintenant connu pour é&tre un producteur
biologiquement actif de substances et est par conséquent reconnu comme un organe
endocrinien, indiquant ainsi un réle dans la régulation du métabolisme énergetique
(Fonseca-Alaniz et al. 2006).

Les fonctions de TAB peuvent étre classeées en trois. Tout d'abord, il est lié au
métabolisme des lipides, y compris le stockage des TG et la libération des AG;
Deuxiemement, il catabolise les TG pour libérer du glycérol et des AG qui participent
au métabolisme de glucose dans le foie et dautres tissus; Enfin, les adipocytes
sécretent les adipokines, qui comprennent des hormones, des cytokines et d'autres
protéines ayant des fonctions biologiques spécifiques (Vazquez-Vela et al. 2008). La
fonction principale de TAB est de maintenir une homéostasie énergétique (Kwok et
al. 2016). En peériode de bilan énergétique positif, le TAB stock I'exces de lipides sous
forme de TG afin d'éviter le dépdt des lipides ectopiques et les complications
métaboliques indésirables observés chez les individus lipodystrophiques (Fiorenza et

al. 2011) et les souris modeles (Savage 2009).

Des preuves démontrent que le TAB sécréte plus de 50 hormones et molécules
de signalisation, appelées collectivement adipokines, qui exercent leurs réles
biologiques de maniere autocrine, paracrine ou systémique et influent sur plusieurs
processus physiologiques de I'énergie, le métabolisme de glucose et I'immunité (Waki
etTontonoz 2007). Le TAB régule I'appétit et I'équilibre énergetique, et est également
impliqué dans la régulation de la fonction neuroendocrinienne et immunitaire,

stéroide sexuel et glucocorticoide (Ahima etFlier 2000).

Les adipocytes jouent un role primordial dans le contréle de I'homéostasie
énergétique. Ces cellules sont non seulement le premier choix pour le stockage et
I'utilisation de I'énergie, mais elles détectent également les besoins énergétiques et

sécretent des hormones et des lipides qui se coordonnent pour réguler d'autres tissus
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(Reilly etSaltiel 2017). Les adipocytes stockent I'énergie sous forme de TG pendant
I'abondance des calories et facilitent leur récupération pendant les périodes de penurie
alimentaire et de déficit calorique, telles que le jelne, la famine et I'exercice intense
(Lafontan etViguerie 2006).

Le TAB n'est ni uniforme ni inflexible car il subit un remodelage constant,
adaptant la taille et le nombre des adipocytes aux changements de la disponibilité des
nutriments et du milieu hormonal (Wronska etkKmiec 2012). Un réseau dense de
capillaires dans le TAB fournit une distribution adéquate de substrats et d'oxygene et
assure des voies suffisantes pour la libération des hormones, de cytokines et d'une
multitude d'autres agents biologiques agissant de maniere endocrine (Sharbati et al.
2010). Le TAB se développe en augmentant le volume des adipocytes pré-existants
(hypertrophie adipeuse), en générant de nouveaux petits adipocytes (hyperplasie), ou
par les deux (Arner et al. 2010). L hypertrophie se produit avant I'hyperplasie pour
répondre a la nécessité d'une capacité de stockage de graisse supplémentaire dans la
progression de l'obésité (Faust et al. 1978). L'hypertrophie et I'hyperplasie des
adipocytes sont régulées par des facteurs environnementaux et génétiques
(Spiegelman etFlier 2001).

Outre les adipocytes, le TAB contient une matrice de tissu conjonctif, un tissu
nerveux, des cellules stromovasculaires et des cellules immunitaires, ces composants
fonctionnent comme une unité intégrée, faisant du TAB un veritable organe

endocrinien (Frayn et al. 2003).

En plus de ses roles dans le stockage de I'énergie, le TAB est de plus en plus
reconnu comme un organe immunitaire important (Stolarczyk 2017). Le TAB sécréte
plusieurs, cytokines et une gamme variée d'adipokines impliquées dans l'inflammation
comme le TNF-a, I’IL 1B et I'IL-6 (Trayhurn etWood 2004). Ces facteurs et d'autres
(par exemple, I'entrée neurale sympathique a également été montré pour reguler la
prolifération des adipocytes), travaillent en synergie pour maintenir les niveaux
d’adiposité, en effet, des études récentes suggerent que le TNF-a dans le TAB humain
sert de régulateur important de la taille et du nombre des adipocytes chez les sujets
sains (Arner et al. 2010). L'adipokinome (qui, avec les lipides libérés, tels que les AG
et les prostaglandines, constitue le sécrétome des adipocytes) comprend les protéines
impliquées dans le métabolisme lipidique, la sensibilité a l'insuline, le systéme du
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complément alternatif, I'némostase vasculaire, la régulation de la pression artérielle et

I'angiogenese et la régulation de I'équilibre énergétique (Trayhurn etWood 2004).

Les cytokines libérées du dépdt adipeux peuvent également influencer le
métabolisme local et systémique, mais légerement différent des autres adipokines.
D’abord, les cytokines peuvent étres secrétées directement a partir du TAB, mais sont
également libérées par d'autres populations cellulaires dont les cellules vasculaires
stromales tels que les pré-adipocytes, les fibroblastes et les cellules immunitaires
(macrophages, cellules dendritiques et cellules T) (Booth et al. 2016). Deuxiemement,
les cytokines sont impliquées dans la signalisation cellulaire, mais principalement
jouent un réle dans la régulation immunitaire et sont géneralement des facteurs de
croissance pour les populations des cellules non immunitaires (Booth et al. 2016). Le
dysfonctionnement de TAB joue un réle central dans le développement de I’IR, du
diabete de type 2 et des maladies cardiovasculaires (Romacho et al. 2014).
L'expression des différents adipokines est altérée dans de nombreuses conditions
cliniques telles que l'obésité et le diabete, ce qui indique leur réle central dans le

contréle métabolique de ces maladies (Proenca et al. 2014).
1.1.3/- TAB, obésité et inflammation :

L'obésité est maintenant acceptée comme une maladie inflammatoire
chronique de bas grade liée a des troubles métaboliques, y compris le diabéte de type
2 et I’IR (Stolarczyk 2017). 1l existe actuellement une pandémie mondiale d'obesité
qui menace la santé de la population en la prédisposant au diabéte, aux maladies
cardiovasculaires et au cancer (Heymsfield etWadden 2017). De plus en plus, des
publications suggérent que le systeme immunitaire est un régulateur essentiel de la
physiologie adipeuse normale et de la réponse aux aliments gras (Ferrante 2013).
Cette observation a conduit au développement de nouvelles thérapies dirigées vers
I’immunothérapie pour le traitement de l'obésité et ses séquelles inflammatoires
associées (Hill et al. 2018). Une expérimentation poussée sur des modéles animaux
montre que I'expansion du TA induit une réponse immunitaire complexe et large
impliquant a la fois le systeme immunitaire inné et adaptatif, jouant un réle essentiel
dans la régulation du métabolisme de glucose et de I'inflammation (McLaughlin et al.
2017).

10
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Une inflammation ou une méta-inflammation associée a une maladie
métabolique est présente dans de nombreux tissus impliqués dans la régulation des
éléments nutritifs (Reilly etSaltiel 2017,Hotamisligil 2017). Depuis le début des
années 1970, le TA est reconnu comme un lien entre I'inflammation et le métabolisme
et la découverte que le TNF-a est fortement induit dans le TA des souris obéses et des
humains (Hotamisligil et al. 1995,Hotamisligil et al. 1993), avec les adipocytes étant
une source prédominante de cette cytokine, ont été le premier lien évident entre
I'obésité, le diabéte et l'inflammation chronique (Hotamisligil et al. 1994). Ces
données ont été a l'origine d'un grand nombre d'études qui ont révélé I’existence de
complexe voies de signalisation inflammatoires et intégrés dans le TA qui contribuent
a la modification de I'noméostasie métabolique (Vandanmagsar et al. 2011,Solinas et
al. 2007,Xu et al. 2013). Il est intéressant de noter que l'inflammation s'est averée
nécessaire pour une expansion et remodelage appropriés du TA dans trois modéles de
souris différents sous un régime hypergras dans les premiéres étapes, exercant un
impact positif sur le métabolisme (Asterholm et al. 2014). Cependant, un état
chronique d’IR dans I'obésité a été trouve médié par Les réactions pro-inflammatoires
induites par les macrophages (Friedman 2016). Le déclenchement de l'inflammation
du TA pourrait étre initié a partir de différents signaux intrinseques, notamment des
substances dérivées de [I’intestin, la mort et I'hypoxie des adipocytes, la
mécanotransduction résultant du remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) ainsi

que la dérégulation des adipokines (Reilly etSaltiel 2017).

Les cellules immunitaires résidant dans le TA sécrétent activement de
nombreuses cytokines pro et anti-inflammatoires (Chawla et al. 2011,Huh et al.
2014). Les cytokines anti-inflammatoires aident a maintenir la sensibilité a l'insuline
dans le TA des sujets maigres, tandis que l'accumulation de cytokines pro-
inflammatoires dans l'obésité conduit a I’IR (Chawla et al. 2011,Huh et al. 2014).
Chez les souris C57BL/6, une réponse inflammatoire était spécifiquement induite
dans le TA mais pas dans les autres tissus métaboliques par un bref régime (1
semaine) riche en graisses (Lee et al. 2011). Cependant, au cours d’un régime
hypergras & long terme, les réponses pro-inflammatoires ont également été
considérablement induites dans d'autres tissus métaboliques, notamment le foie et les
muscles (Lee et al. 2011). Ces résultats suggerent que les réponses inflammatoires

dues a un apport énergetique excessif sont principalement initiées dans le TA et

11
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gu'une inflammation chronique de TA induit par la suite une inflammation dans
d'autres organes métaboliques, tels que le foie, les muscles et le pancréas (Choe et al.
2016). Par conséquent, il est probable que I'inflammation soit un facteur causal de la
résistance généralisée a l'insuline systémique dans le cadre de I'obésité (Choe et al.
2016).

L'inflammation est une série de réactions cellulaires et humorales visant a
défendre le corps contre diverses agressions, y compris l'infection et les lésions
tissulaires, et a rétablir I'intégrité fonctionnelle et morphologique des tissus affectés
(Mraz etHaluzik 2014). Au cours des deux derniéres décennies, la recherche d'un
mécanisme reliant la pathogenése de I'obésité a I’IR et au diabéte a révélé une relation
étroite entre I'excés de nutriments et l'activation du systéme immunitaire inné dans la
plupart des organes liés a I'noméostasie énergétique (Saltiel etOlefsky 2017). En
réponse aux altérations de I'état énergétique, le TAB est remodelé rapidement et
dynamiquement par des changements dans le nombre et/ou la taille des adipocytes,
simultanément, diverses cellules vasculaires stromales dans le TAB subissent des
changements numériques et/ou fonctionnels, contribuant au maintien de la fonction de

TAB en tant que réservoir d'énergie et organe endocrinien (Choe et al. 2016).

Les AG sont toxiques pour les cellules et, au début d’un apport alimentaire
excessif, le stockage efficace des TG dans le TAB protege les autres tissus des dépdts
inappropriés des lipides et est essentiel au maintien de la sensibilité a l'insuline
(Guilherme et al. 2008). Le TA des sujets obéses subit différents processus de
remodelage cellulaire et structurel pour adapter I'apport calorique excessif,
notamment (Pellegrinelli et al. 2016): (a) I'expansion du TA par la régulation de
I'nyperplasie adipocytaire (augmentation du nombre de cellules) et de I'hypertrophie
(augmentation de la taille des cellules)(Wang et al. 2013), (b) infiltration des cellules
immunitaires dans le TA (Ferrante 2013,Weisberg et al. 2003) et (c) remodelage de la
MEC afin de permettre une expansion tissulaire adéquate (Sun et al. 2013). Il est
généralement admis que l'obésité persistante ainsi que l'inflammation chronique et
non résolue sont associées a un déséquilibre de ces mécanismes homéostatiques
adaptatifs, entrainant un dysfonctionnement du TA (Pellegrinelli et al. 2016,Virtue
etVidal-Puig 2010) caractérisée par une altération de la sécrétion des adipokines avec

une augmentation de I'expression des adipokines pro-inflammatoires (Ouchi et al.
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2011), un stockage excessif des lipides et l'adipogenése, ainsi qu'une angiogenese

altérée, une hypoxie et une fibrose locales (Cao 2013,Crewe et al. 2017).

Dans le contexte de I'obésité, les adipocytes matures subissent une
prolifération et deviennent hypertrophiques grace a l'accumulation des TG pour
augmenter le nombre et la taille du pool adipocytaire dans le TAB (Brestoff etArtis
2015). Comme la consommation d'énergie continue de depasser son utilisation, le
TAB se développe par hypertrophie et hyperplasie mais finalement, la capacité des
adipocytes a stocker les lipides est perturbée et les lipides se déposent dans d'autres
tissus tels que le foie, ce qui contribue a I'IR systémique (Levine et al.
1998,Christianson et al. 2008). L'IR est une condition dans laquelle des quantités
normales d'insuline sont insuffisantes pour produire une réponse insulinique normale
au niveau adipocytaire, et hépatique (Rains etJain 2011). L'insuline est une hormone
pléiotropique qui a diverses fonctions, y compris la stimulation du transport des
nutriments dans les cellules, la régulation de I'expression des genes, la modification
de l'activité enzymatique et la régulation de I'homéostasie énergétique (De Luca
etOlefsky 2008). L'IR a les caractéristiques suivantes: hyperinsulinémie et
hyperglycémie a jeun, augmentation de I'némoglobine glyquée, hyperglycémie
postprandiale, hyperlipidémie, intolérance au glucose, intolérance a [linsuline,
diminution du taux de perfusion de glucose, augmentation de la production hépatique
de glucose, perte de sécrétion d'insuline , I'hypo-adiponectinémie et I'augmentation

des marqueurs inflammatoires dans le plasma (Ye 2013).

Au cours des derniéres décennies, de nombreuses études ont suggéré que
I'nypertrophie adipocytaire induit un dysfonctionnement du TAB dans I'obésité, tandis
que la mort cellulaire des adipocytes hypertrophiques est considérée comme la cause
de l'infiltration des macrophages dans le TAB (Strissel et al. 2007,Skurk et al. 2007).
Les adipocytes hypertrophiques présentent une expression et une sécrétion accrues de
cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a et I’IL-6 (Jernds et al. 2006). Au
niveau métabolique, les adipocytes hypertrophiques peuvent présenter une capacité
réduite a stocker et a retenir les AG, entrainant des taux élevés d’AG circulants
(Lelliott etVidal-Puig 2004). La lipolyse est élevée au niveau des adipocytes
hypertrophiques di a I’incapacité de l'insuline a I’inhiber augmentant les fuites des
AGL (Verboven et al. 2018). De grandes quantités d'AGL libérés par le TAB de
I’obese sont absorbées par d'autres tissus, tels que le foie et les muscles, ce qui peut
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entrainer une accumulation de lipides ectopiques et une lipotoxicité, ceux qui

provoque un IR systémique (Rutkowski et al. 2015,Verboven et al. 2018).

Les adipocytes hypertrophiques ont été considérés pour longtemps comme la
source des molécules pro-inflammatoires, mais des études chez la souris ont suggéré
que les macrophages dérivés de la moelle osseuse sont les principaux sources
(Weisberg et al. 2003). L'infiltration de TAB par les macrophages représente une
caracteristique importante au cours de I’obésité (van Marken Lichtenbelt et al. 2009).
L'infiltration macrophagique dans le TAB ont fourni un lien entre I’inflammation,
I’obésité et ces comorbidités (Xu et al. 2003). Ces macrophages sont la source
prédominante de TNF-o, IL-6, IL-1p dans le TA murin et humain (Fain 2006). Ces
molécules inflammatoires peuvent avoir des effets locaux sur la physiologie de TAB
en plus de leurs effets potentiels sur d'autres organes, s'ils sont sécrétés (Lehrke
etLazar 2004,Cancello et al. 2004). Dans le TA, ces cytokines ont la capacité de
moduler la lipolyse et la différenciation des adipocytes, Ainsi, ces cytokines ont la
capacité de limiter le stockage des graisses dans le TA et de redistribuer cette graisse
a dautres tissus provoquant la formation des graisses ectopiques (Grant etDixit
2015). TNF-0, IL-1p et IL-6, ont tous été impliqués dans la perturbation de la
signalisation de l'insuline (McArdle et al. 2013).TNF-a et IL-6 inhibent I’expression
de l'adiponectine humaine dans le TA qui a des effets protecteurs au niveau hépatique
(Angulo 2006). Dans I'obésité, I’augmentation de la libération des cytokines pro-
inflammatoires TNFa et IL-6 activent les voies pro-oncogénes (Marra etBertolani
2009). Les macrophages s'infiltrent dans le TAB chez les souris et les humains obéses
(Weisberg et al. 2003,Xu et al. 2003). Les macrophages peuvent étre classés en deux
sous-types distincts: le phénotype «macrophages classiqguement activés», appelé M1,
qui sécrete des cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1B, IL-6, TNF-a et les
«macrophages alternativement actives» «phénotype, appelé M2, qui produit des
cytokines anti-inflammatoires telles que I'IL-10 (Chawla et al. 2011). En plus de
l'infiltration des macrophages dans le TA, l'obésité provoque un changement
phénotypique du phénotype M2 a M1, en corrélation avec L’IR chez la souris et chez
I'hnomme (Lumeng et al. 2007, Wentworth et al. 2010). Les macrophages chez les
souris et les humains normaux représentent environ 5% des cellules de TAB, et ils
constituent jusqu'a 50% de I'ensemble des cellules de TAB au cours de l'obésité

(Weisberg et al. 2003). Le changement phénotypique de ces macrophages est
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influencé par la composition des lipides alimentaires; les AG alimentaires et leurs
médiateurs lipidiques dérivés peuvent influencer la signalisation cellulaire entre les
adipocytes et les macrophages dans le TAB et jouer un rble important dans la
génération du profil des adipokines (Masoodi et al. 2015).

Dans pratiquement tous les tissus, les macrophages participent activement au
maintien de I'homéostasie tissulaire en éliminant les débris cellulaires, en participant a
la surveillance immunitaire des tissus et en résolvant l'inflammation (Medzhitov
etJaneway Jr 2000). Dans le TAB de I’obése, les macrophages entourant les
adipocytes morts, forment également de multiples gouttelettes lipidiques
intracellulaires et activent les programmes transcriptionnels impliqués dans la lipolyse
lysosomale (Xu et al. 2013). La présence de macrophages remplis de lipides dans le
TAB chez les humains et les souris indique que les macrophages tentent de tamponner
et de traiter des quantités excessives de lipides provenant des adipocytes de la méme
maniere que le TAB des sujets maigre (Shapiro et al. 2013,Lumeng et al. 2007). En
plus des macrophages, de nombreux autres types de cellules immunitaires peuplent le
TAB et affectent sa fonction (Brestoff etArtis 2015). En effet, les cellules dendritiques
(Grant etDixit 2015), les mastocytes, les neutrophiles, les cellules B et les
lymphocytes T (Mathis 2013) se sont révelés résider dans le TAB pendant I'obésité et
contribuer au développement de I’inflammation et a I’IR. En particulier, les
neutrophiles et les cellules T CD8+ ont récemment attiré beaucoup d'attention en
raison de I'afflux précoce observé dans le TAB pendant la consommation d’un régime
hypergras et de leur contribution potentielle a l'attraction des macrophages ou a leur
phénotype (Talukdar et al. 2012,Rausch et al. 2008). D'un autre coté, les cellules T
CD4+ régulatrices sont réduites en nombre avant l'accumulation des macrophages
dans le TAB de I’obése (Feuerer et al. 2009).

L’hypoxie est un autre phénomene suggéré d’avoir un réle dans la
pathogenese de I’inflammation au niveau du TAB au cours de I’obésité. Au fur et a
mesure que les adipocytes accumulent les TG et deviennent hypertrophiques, la
vascularisation de TAB se raréfie, entrainant une hypoxie et un stress oxydatif
(Pasarica et al. 2009). De plus, l'augmentation de la consommation d'oxygéne par les
adipocytes subissant une hypertrophie entraine une hypoxie locale relative qui
déclenche l'activation d’une cascade de signalisation d’hypoxie par I'nypoxie (Lee et

al. 2014). Les niveaux d'oxygeéne sont significativement réduits dans le TAB chez les
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rongeurs obeses et sont également plus faibles dans le TAB de I'homme (Trayhurn
2013,Kabon et al. 2004). La masse du TAB se développe sans une augmentation
concomitante du débit sanguin, ce qui peut entrainer une hypoperfusion relative avec
une diminution de I'oxygénation tissulaire (Kabon et al. 2004). Ces changements sont
associés a une mort accrue des cellules adipocytaires et a une production élevée de
médiateurs inflammatoires dérivés des adipocytes (Attie etScherer 2009,0uchi et al.
2011). Face a I’hypoxie, les cellules déclenchent des voies de signalisation pour
s’adapter aux nouveaux changements, cependant, I’hypoxie provoque lI'accumulation
des protéines dans le RE, entrainant un stress dans cet organite, divers stimulus
intracellulaires et extracellulaires, y compris la privation de glucose ou de nutriments,
I'nypoxie, l'infection virale, et une synthese accrue de protéines sécrétoires peuvent
déclencher le stress de RE (Hosogai et al. 2007).

Le role pathogéne du TA semble étre déterminé par sa localisation anatomique
spéecifique. En effet, bien que le SAB et VAB soient associés au profil de risque
métabolique, le VAB est plus fortement corrélé au SM que son homologue sous-
cutané (Koster et al. 2010). En outre, il est associé a une accumulation de lipides
ectopiques dans le foie et le muscle squelettique, qui participe a la résistance locale a
I'insuline et contribue aux complications métaboliques associées (Tchernof etDesprés
2013). Les SAB et VAB difféerent par leurs caractéristiques phénotypiques,
physiologiques et fonctionnelles (Tchernof etDesprés 2013). Des différences
spécifiques dans le profil inflammatoire ont également été rapportées, avec plus de
macrophages (Cancello et al. 2005,0’rourke et al. 2011,Esser et al. 2013),
lymphocytes T(O’rourke et al. 2011,Esser et al. 2013), et des molécules
inflammatoires dans le VAB contre le SAB des individus obéses (Cancello et al.
2005,Esser et al. 2013). De plus, un nombre inférieur de lymphocytes T régulateurs
anti-inflammatoires a récemment été trouvé dans le VAB des individus obéses atteints
de SM (Esser et al. 2013).

Les AG saturés (AGS), tels que I’acide palmitique ou steéarique, activent la
cascade de signalisation de récepteurs, qui jouent un réle essentiel dans I'immunité
innée, conduisant a I’IR (Lee et al. 2003,Song et al. 2006). De plus, les macrophages
humains dérivés de monocytes circulants maintenus dans des conditions hypoxiques
montrent une réponse inflammatoire accrue lorsqu'ils sont exposés au palmitate

(AGS) (Snodgrass et al. 2016). Le remplacement des AGS par les acide gras mono-
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insaturé (AGMI) dans le régime hypergras réduit I'amorgage du pro-IL-1p de TAB et
atténue I’IR (Finucane et al. 2015). Dans les macrophages et les neutrophiles, les AG
poly-insaturés (AGPI) (n-3) sont convertis en lipoxines par la cyclooxygénase-2
acétylée, et ces médiateur ont des activités anti-inflammatoires puissantes (Serhan
2014,Serhan et al. 2000).
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Figure 2. Changement phénotypique des cellules immunitaire au cours
d’obésité (Dalmas et al. 2011).
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1.2/- Le foie et obésité :
1.2.1/- Métabolisme hépatique :
1.2.1.1/- Généralités :

En tant que principal organe de détoxification du corps, le foie joue un rdle
central dans I'hnoméostasie métabolique et constitue un site majeur de synthese, de
métabolisme, de stockage et de redistribution des glucides, des protéines et des lipides
(Bechmann et al. 2012).

Les hépatocytes constituent 92% du volume hépatique et 65% du nombre de
cellules hépatiques, la fraction cellulaire non parenchymateuse restante contient 10%
de cellules stellaires, 20% de cellules de Kupffer et 70% de cellules endothéliales
(Smedsrgd et al. 1990). Les cellules de Kupffer sont des macrophages tissulaires
spécialisés et sont la premiére population de macrophages rencontrée par les agents
pathogenes du tractus gastro-intestinal entrant dans le foie par la veine porte (Kupffer
1876,Fox et al. 1987).

Le foie joue un role central dans I'noméostasie énergéetique globale du corps
grace a sa capacite a métaboliser le glucose et les AG (Reddy etSambasiva Rao 2006).
Lorsque l'apport énergétique est abondant, les mammifeéres brdlent préférentiellement
les glucides pour générer de I'ATP et le surplus de glucose, apres reconstitution des
réserves de glycogeéne, est converti en AG (la lipogenése de novo, DNL) pour la
synthese et le stockage des TG dans le TAB (Reddy etHashimoto 2001).

L'une des fonctions importantes du foie et, dans une moindre mesure, du
cortex rénal est de fournir du glucose dans les conditions de famine (Van Schaftingen
etGerin 2002).

Les processus métaboliques complexes effectués par le foie nécessitent une
quantité considérable d'énergie; le taux métabolique du tissu hépatique (~ 0,28 kcal / g
de tissu par jour) est similaire a celui du cerveau et est prés de 20 fois supérieur au
taux métaboliqgue du muscle squelettique au repos et 50 fois supérieur au taux
métabolique du TA (Klein etJeejeebhoy 2002).

Les AG représentent la forme d'énergie la plus couramment stockées et
circulantes, et les TG sont la forme non toxique des AG; Les AG/TG peuvent
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provenir de quatre sources: la lipogenese, les réserves de TG cytoplasmiques, AG
dérivés des TG des restes des lipoprotéines directement absorbés par le foie et AGNE
plasmatiques libéré par le TAB (Nguyen et al. 2008). Le métabolisme des lipides dans
le foie a 3 aspects différents: (1) la synthese de novo et I’absorption active des AGL ;
(2) le traitement via la B-oxydation et/ou la synthese de novo des TG, et (3)
I'exportation des AGL sous forme de TG et de lipoprotéines de trés basse densité
(VLDL) (Canbay et al. 2007).

La teneur en TG des hépatocytes est régulée par l'activité des molécules
cellulaires facilitant l'absorption des AG hépatiques, la synthese des AG,
I'estérification et I'oxydation des AG hépatiques et I'exportation de TG; De plus, les
AG régularisent le métabolisme global des lipides en liant les récepteurs nucléaires

qui modulent la transcription des genes (Nguyen et al. 2008).

Lorsque la disponibilité en glucose et les niveaux d'insuline sont faibles, il y a
une diminution des réserves de glycogéene hépatique et une réduction de la production
des AG; Dans ces conditions, les TG stockés dans le TA sont hydrolysés en AGL et
mobilises dans le plasma pour atteindre le foie (Reddy etSambasiva Rao 2006). Dans
le foie, ils subissent une oxydation, convertis en corps cétoniques pour étre utilisés

comme carburant par les tissus extra-hépatiques (Hashimoto et al. 2000).

Il est largement connu que le foie est un organe central dans la lipogenese, la
gluconéogenese, cependant, au cours des dernieres décennies, plusieurs conditions
pathologiques ont prouvé I'implication des fonctions métaboliques dans le

dysfonctionnement hépatiques (Bechmann et al. 2012).

Les lipides sont liés a de nombreux processus pathologiques, tels que I'obésité,

le diabéte, les maladies cardiaques et I'inflammation (Lee et al. 2003).

Une régulation stricte des taux des lipides est essentielle pour I'homéostasie
cellulaire et organique, non seulement en termes dutilisation et de stockage de

I'énergie, mais aussi pour prévenir leur toxicité (Karagianni etTalianidis 2015).

Un foie sain n’accumule pas de lipides, mais joue un rble central dans
I’anabolisme des AG et I’exportation vers les organes périphériques, y compris le

TAB, pour le stockage de I’énergie (Postic etGirard 2008). Lors d’une restriction
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alimentaire, le catabolisme des AG hépatiques est également essentiel pour
I’utilisation des AGL libérés du TAB (Montagner et al. 2016).

A l'état de jedne, le foie fournit du glucose pour maintenir la glycémie et
alimente les cellules consommatrice de glucose, comme les neurones, les globules
rouges et les cellules médullaires rénales (Rizza 2010). Post-prandialement, le foie
contribue a une tolérance au glucose normale (Moore et al. 1991). Le foie contribue a
I'tlimination des charges de glucose en augmentant le taux de synthese du glycogene
et en supprimant la production de glucose hépatique; résultant par un passage net de la
production hépatique de glucose a une absorption hépatique de glucose (Moore et al.
2012).

1.2.1.2/- Métabolisme lipidique :
1.2.1.2.1/- Absorption et transport des AG :

Le métabolisme lipidiqgue commence par I'absorption intestinale des lipides qui
se trouvent dans I’alimentation (Bechmann et al. 2012). Puisque les lipides, tels que le
cholestérol et les TG, sont insolubles dans I'eau, ces lipides doivent étre transportés en
association avec des protéines dans la circulation, de grandes quantités d'AG
provenant des repas doivent étre transportées sous forme de TG pour éviter la toxicité
(Feingold etGrunfeld 2018). Afin de traverser la lumiére intestinale au plasma, les
lipides sont émulsifiés et hydrolysés dans la lumiere (Bechmann et al. 2012). Les
lipides hydrolysés sont ensuite absorbés par les entérocytes, ou les lipides sont re-
synthétisés et sont soit secrétés avec des particules de lipoprotéines (chylomicrons
naissants); et lipoprotéines de haute densité, soit stockés sous forme de gouttelettes
lipidiques cytoplasmiques (Hussain 2014). Les chylomicrons naissants sont sécrétés
dans le systeme lymphatique (Timlin etParks 2005), et passe la circulation par la voie
thoracique; ces lipoprotéines sont hydrolysées dans la circulation et les produits sont
pris par les tissus périphériques (muscle et TA) et le reste des chylomicrons est retirés
de la circulation par le foie (Dallinga-Thie et al. 2010).

1.2.1.2.2/- Synthése des AG (la DNL) :

Les abeilles fabriquent de la cire (lipide) a partir du miel (glucides). Le porc
s’engraisse sur un régime de grain. En effet, tous les organismes, des bactéries aux

mammifeéres, ont les enzymes de la DNL; La fonction physiologique de la DNL a
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donc semblé évidente aux biochimistes: la voie de DNL relie les hydrates de carbone
et les lipides, les deux formes les plus importantes d'énergie chimique pour la plupart

des organismes (Hellerstein 2001).

Dés 2500 av. J.-C., les anciens Egyptiens forcaient délibérément les hydrates
de carbone aux oiseaux pour les engraisser et produire du foie gras. La signification
biologique de la DNL chez les mammiféres reste controversée a ce jour (Schwarz et
al. 2017). En 1860, le chimiste allemand Justus von Liebig fut le premier a postuler la
conversion du sucre en lipides. Dans les années 1950, il a été démontré que la DNL
est une voie cytosolique complétement distincte de la B-oxydation des AG (Hudgins
et al. 2011). A I'époque, en raison de limitations techniques dans la capacité de
quantifier la DNL, la DNL semblait se produire rarement chez les humains et étre une

voie physiologiquement sans importance (Schwarz et al. 2017).

La DNL est la voie métabolique qui synthétise les AG a partir des hydrates de
carbone en exces; ces AG peuvent ensuite étre incorporés dans des TG pour le
stockage de I’énergie (Ameer et al. 2014). La DNL est une voie biosynthétique
fondamentale dans le foie, contribuant aux lipides qui sont stockés et secrétés par les
hépatocytes (Jensen-Urstad etSemenkovich 2012). La DNL est la synthése de chaines
d’AG a partir de sous-unités d'acétyl-CoA produites pendant la glycolyse (Smith
etTsai 2007) et celles-ci peuvent subir une condensation subséguente avec une
squelette glycérol (Coleman etLee 2004). Chez les sujets sains, la contribution de la
DNL dans le foie a la teneur en TG a jeun est tres faible (moins de 5% pour le VLDL-
TG)(Timlin etParks 2005). Dans les conditions normales, la DNL se produit
principalement dans le foie et le TA et est considérée comme une contribution
mineure au maintien de I'noméostasie des TG seriques (Bjorntorp etSjostrom 1978).
Alors que la plus grande partie de la teneur en TG serique est obtenue a partir de
sources alimentaires (Bjorntorp etSjostrom 1978). Néanmoins; Chez les sujets sains,
la DNL est élevé apres les repas (23% pour VLDL-TG) (Timlin etParks 2005). Post-
prandialement, les concentrations plasmatiques de glucose et d'insuline augmentent et

sont nécessaires pour l'activation complete de la DNL (Ferre etFoufelle 2010).

Méme en absence d’une sur-alimentation, la DNL change en réponse a des
modifications de la composition en macronutriments du régime alimentaire,

notamment en réponse a une augmentation de la proportion de glucides dans
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I'alimentation (Schwarz et al. 1995,Hudgins et al. 1996). De plus, certaines données
préliminaires suggerent que non seulement la quantité mais aussi le type des glucides
dans le régime affecte le taux de la DNL, le fructose, en particulier, a été identifié
comme un monosaccharide avec un effet particulierement puissant sur la DNL
(Schwarz et al. 1993,Schwarz et al. 1994). La DNL a été multipliée par 5 chez les
sujets maigres prenant un régime pauvre en lipides et riche en glucides (70% de
glucides, 10% de graisses) comparé a un régime occidental typique contenant 45% de
glucides et 40% de lipides (Hudgins et al. 1998). Des inhibiteurs de la DNL [tels que
le (-) hydroxycitrate, un inhibiteur de I'ATP citrate (pro-S)-lyase] ont retenu l'attention
comme agents thérapeutiques potentiels pour I'obésité et I'nyperlipidémie (Hellerstein
2001).

La DNL dans le foie s'est révélée étre élevée dans I'obésité chez les rongeurs et
I'nomme, ou elle est supposée favoriser la lipotoxicité, I’IR, la maladie de foie et la
dyslipidémie athérogéne (Postic etGirard 2008). La DNL est une voie hautement
régulée, dependante de plusieurs étapes, dans laquelle les enzymes clés impliquées
sont élevée dans la maladie de foie (Dorn et al. 2010,Mitsuyoshi et al. 2009). Chez les
mammiferes, la synthese des AG est catalysée par l'acétyl-CoA carboxylase (ACC)
et L'acide gras synthase (FAS, en I'anglais fatty acid synthase) - une enzyme régulée
de maniére complexe par divers récepteurs nucléaires (Les récepteurs nuclaires PPAR
(en anglais Peroxisome proliferator-activated receptor alpha et gamma, PPAR-a et
PPAR-y ) et le récepteur X des récepteurs de I'acide biliaire/farnésoide) (Knight et al.
2005,Schadinger et al. 2005,Shen et al. 2011). Le processus commence par I’acétyl-
CoA, dérivé de sources non lipidiques, en tant que amorce pour la synthése des AG;
la premiéere étape engagée dans cette voie est la formation de malonyl-CoA a partir
d'acétyl-CoA (Paglialunga etDehn 2016). Cette reéaction est catalysée par ACC
(Brownsey et al. 2006). Le malonyl-CoA est un substrat nécessaire a la synthése des
AG et il régule également directement I'oxydation des AG en tant qu'inhibiteur
allostérique de la carnitine palmitoyl transférase-1 (CPT-1) (McGarry etFoster
1977,McGarry etFoster 1980). L’élévation de la DNL est de plus en plus reconnue
comme un contributeur important aux concentrations hépatiques de TG dans la
maladie de foie (Donnelly et al. 2005,Diraison et al. 2003a) et dans d’autres états
d’IR(Schwarz et al. 2003,Marques-Lopes et al. 2001). Avec ses contributions
quantitatives aux TG hépatiques (Donnelly et al. 2005), la voie de la DNL a des
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implications qualitatives dans lesquelles les principaux produits des AG de la DNL
sont saturés (Aarsland etWolfe 1998), ce qui peut avoir des conséquences négatives
sur les fonctions cellulaires telles que la signalisation de I'insuline (Field et al. 1990).
Le processus peut étre divisé en trois étapes successives: la synthése des AG,
I'élongation/ désaturation des AG et I'assemblage en TG (Softic et al. 2016).

La dérégulation de la DNL et d'autres aspects du métabolisme des lipides sont
des caractéristiques communes de I'obésité et des maladies métaboliques associées a
I'obésité, telles que I'IR et le diabéte (Yilmaz et al. 2016). Dans le foie, lI'obésité
entraine une augmentation de I'activité de la DNL et de I'estérification des AG, ce qui
peut contribuer a la détérioration métabolique locale et systémique, comme la maladie

de foie et I'augmentation des TG en circulation (Postic etGirard 2008).

La DNL hépatique est quantitativement plus efficace que la DNL dans le TA
(Lodhi et al. 2011). La DNL dans le TA est moins sensible que la DNL hépatique a la
sur-alimentation aigué ou prolongée en glucides (Diraison et al. 2003b). Les taux de
glucose plasmatique directement associés a I'apport en glucose peuvent stimuler la
DNL par divers mécanismes (Kersten 2001). Tout d'abord, le métabolisme de glucose
par la voie glycolytique fournit une source de carbone pour la synthese des AG (Lodhi
et al. 2011,Strable etNtambi 2010). Deuxiemement, le glucose induit lI'expression des
enzymes impliquées dans la voie lipogénique (Kersten 2001). Il est démontré que les
AGPI diminuent la DNL en supprimant I'expression des genes dans le foie de la

souris 'y compris celle de FAS et d’autres protéines (Jump et al. 1994).

Comme les AG et leurs métabolites sont la principale cause de la lipotoxicité
et favorisent la formation des especes réactives oxygénées (ERO), les AG sont
stockées pour une utilisation future en tant que TG, relativement inertes et constituées
de trois AG estérifiés avec un squelette de glycérol (Bechmann et al. 2012). Les TG
sont ensuite soit stockés dans des gouttelettes lipidiques dans I'hépatocyte, soit
transformés en VLDL (Neuschwander-Tetri 2010). Dans le foie, l'obésité entraine une
augmentation de l'activité de la DNL et de l'estérification des AG, ce qui peut
contribuer a l'augmentation des TG en circulation (Postic etGirard 2008). La
quantification de I’expression des genes codant pour FAS et l'acétyl-CoA
carboxylase-1 (ACC-1) montre une élévation dans ces enzymes régulateurs cruciaux
de la DNL chez les patients avec la maladie de foie (Higuchi et al. 2008).
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1.2.1.2.3/- La p-oxydation :

Le bilan des TG hépatiques a I'état d'équilibre est contrdlé par la
consommation des AG par la B-oxydation mitochondriale (EATON et al. 1996). Dans
les états a jeun, lorsque la disponibilité de glucose et les niveaux d'insuline sont
faibles, il y a une déplétion des réserves de glycogéne hépatique et une réduction de la
production des AG; Dans ces conditions, les TG stockés dans le TA sont hydrolysés
en AGL et mobilisés dans le plasma pour atteindre le foie (Reddy etSambasiva Rao
2006). Dans le foie, ils subissent une oxydation, convertis en corps cétoniques pour
étre utilises comme carburant par les tissus extra-hépatiques (Hashimoto et al.
2000,Reddy etHashimoto 2001). L'oxydation des AG se produit dans trois organelles
cellulaires, une oxydation mitochondriale, peroxysomale et une oxydation produite
dans le RE (Sambasiva Rao etReddy 2004) (Reddy etHashimoto 2001). L'oxydation
mitochondriale est principalement impliquée dans I'oxydation des AG a chaine courte
(C8), a chaine moyenne (C8 a C12) et a chaine longue (C12 a C20), et ce processus
fournit de I'énergie aux processus cellulaires (Reddy etHashimoto 2001). La B-
oxydation mitochondriale raccourcit progressivement l'acyl-CoA gras par deux unités
de carbone a chaque cycle (liberé sous forme d'acetyl-CoA), par une serie de réactions
de déshydrogénation, dhydratation et de clivage impliquant des enzymes
membranaires et solubles, régulées par le facteur de transcription PPAR-a (Desvergne
etWahli 1999). L’acétyl-CoA dérivé de la B-oxydation peut soit entrer dans le cycle
de l'acide tricarboxylique pour I'oxydation compléte et la production d'énergie pour le
foie, ou peut étre condensé pour former des corps cétoniques (acétoacétate et béta-
hydroxybutyrate) qui sont exportés pour alimenter d'autres tissus (McGarry etFoster
1980). Les AG avec 20 atomes de carbone ou plus sont raccourcis par une oxydation
peroxysomale avant d'étre complétement oxydes dans les mitochondries (Reddy
etHashimoto 2001). La mobilisation des AG est stimulée par le glucagon et d'autres
hormones et inhibée par l'insuline (Reddy etSambasiva Rao 2006). Certaines enzymes
clés des trois systemes d'oxydation des AG dans le foie sont régulées par PPAR-a
(Sambasiva Rao etReddy 2004,Reddy etHashimoto 2001).

Les AG sont activées par l'acyl-CoA-synthétase en acyl-CoA dans le cytosol,
ce processus est indispensable pour permettre aux AG de traverser les membranes,
Les AG a chaine courte et moyenne traversent la membrane mitochondriale sans

activation, les AG a longue chaine activés sont transferés a travers la membrane par
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I'intermédiaire de la carnitine palmitoyltransférase-1 (CPT-1)(Bechmann et al. 2012).
La stimulation de la B-oxydation des AG a longue chaine protege le foie contre les
effets nocifs de I'accumulation des lipides, comme I’IR (Cheung etSanyal 2008). Les
déficiences génétiques ou induites expérimentalement au niveau des enzymes
impliquées dans la B-oxydation mitochondriale conduisent a la maladie de foie(Zhang
et al. 2007,lbdah et al. 2005).

1.2.1.2.4/-FAS :

La premiere étape dans la DNL est catalysée par la FAS, une protéine
cytosolique qui synthétise principalement le palmitate, un AG saturé a 16 carbone
(Lodhi et al. 2011). Chez les mammiferes, FAS est considéré comme un complexe
FAS de type I, avec plusieurs domaines dans un seul grand peptide (Maier et al.
2008).

De nombreux organismes inférieurs ont un FAS de type Il avec différentes
fonctions effectuées par de multiples protéines séparées, bien qu'il existe un FAS de
type Il mitochondriale chez les mammiféeres (Witkowski et al. 2007). Aprés amorcage
avec l'acétyl-CoA, la FAS utilise le malonyl-CoA comme donneur de carbone et
NADPH en tant que cofacteur (Lodhi et al. 2011). La FAS actif existe comme
homodimere de deux sous-unités de 260 kD, chacune avec plusieurs domaines
fonctionnels, ces domaines contiennent six activités enzymatiques requises pour
I'initiation de la synthese et I'élongation de I’AG par deux incréments de carbone, la
chaine d’AG croissante est attachée a un domaine de protéine porteuse acyle et un
domaine final contenant une thio-estérase qui libére I’AG (Lodhi et al. 2011).
L’expression du gene de FAS est régulée par I’insuline et beaucoup d’autres
nutriments et hormones (Goodridge 1986,Semenkovich 1997).

Des modifications dans l'expression de FAS et son activité enzymatique ont
maintenant été impliqué dans I’'IR et I’obésité chez I’homme (Roberts et al.
2009,Schleinitz et al. 2010). Ces résultats pourrait étre liée a lI'observation que I’IR
hépatique est sélective, avec des niveaux élevés d'insuline n’arrivant pas a supprimer
la gluconéogenese et continuant a stimuler la DNL (Li et al. 2010). Une forme
circulante de FAS était signalée comme un bio-marqueur du stress métabolique et de
la sensibilité a I’insuline, qui change avec la perte de poids et refléte la sensibilité a

I’insuline chez I'nomme (Fernandez-Real et al. 2010).
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1.2.1.2.5/-ACC-1:

L'ACC catalyse la carboxylation de l'acétyl-CoA pour former le malonyl-CoA,
qui est une molécule clé dans le controle du métabolisme des AG intracellulaires
(Harada et al. 2007). ACC-1 est généralement exprimé dans tous les tissus, il
s'exprime plus dans les tissus lipogéniques: foie, TA et glande mammaire en lactation,
néanmoins, l'acétyl-CoA carboxylase-2 (ACC-2) est fortement exprimé dans le cceur
et le muscle et dans une moindre mesure dans le foie (Abu-Elheiga et al. 1997). Les
séquences d'acides aminés d’ACC-1 et ACC-2 sont identiques a environ 80%; les 218
premiers acides aminés d'/ACC-2 et ses 20 acides aminés N-terminal hautement
hydrophobes expliquent leurs différences de poids moléculaire et leur localisation
cellulaire distincte (Abu-Elheiga et al. 1995,Abu-Elheiga et al. 2005). Le malonyl-
CoA générée par ACC-1 est utilisée par FAS pour la synthese des AG dans le cytosol
tandis que, le malonyl-CoA générée par ACC-2 fonctionne comme inhibiteur de
I'activité de CPT-1, le malonyl-CoA générée par ACC-1 et ACC-2 a l'intérieur de la

cellule ne se mélangent pas et sont fortement ségrégée (Wakil etAbu-Elheiga 2009).

Chez les animaux, I'expression du gene ACC-1 et son activité sont induites
significativement par une alimentation riche en glucides ou suite a une hyper-
insulinémie chez les animaux ce qui entraine une augmentation de la teneur en lipides
hépatiques (Kim 1997). Des études scientifiques suggerent qu’une diminution de
I”’ACC-1 hépatique réduise le flux a travers la voie DNL dans les tissus lipogéniques
et réduise ainsi la maladie de foie (Munday etHemingway 1999). Il est donc plausible
que les inhibiteurs de I'ACC-1 aient un potentiel thérapeutique pour le traitement de

I'obésité, de I'hyperlipidémie et de la maladie de foie (Harada et al. 2007).
1.2.1.2.6/- PPAR-a :

PPAR-a (NR1C1) est un récepteur nucléaire activé par un ligand hautement
exprimé dans le foie, identifié initialement comme la cible moléculaire des
xénobiotiques induisant la prolifération des peroxysomes chez les rongeurs (Issemann
etGreen 1990). En plus de PPAR-a, la sous-famille PPAR contient deux autres
isotypes codés par les genes PPAR-B/6 (NRIC2) et PPAR-y (NRIC3), chacun
présentant des profils de distribution et des fonctions tissulaires spécifiques a
I'isoforme (Kliewer et al. 1994). L’expression de PPAR-a est élevée dans les tissus a

taux d’oxydation élevé tels que le foie, le cceur, le muscle squelettique, le BAT et les
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reins, bien qu’elle soit également exprimée dans de nombreux tissus et cellules, y
compris I’intestin, I’endothélium vasculaire, le muscle lisse et les cellules
immunitaires telles que les monocytes, les macrophages et les lymphocytes (Lefebvre
et al. 2006). PPAR-o est un détecteur nutritionnel qui permet d'adapter les taux de
catabolisme des AG, de DNL et de synthése du corps cétonique, en réponse a
I'alimentation et a la famine (Hashimoto et al. 2000).

Les PPARs forment un hétérodimere avec le récepteur X du rétinoide (RXR)
(Musso et al. 2009). I'hétérodimére PPAR: RXR, lorsqu'il est lié a un ligand lipidique,
modifie la conformation et se lie a I'ADN au niveau de son site, ce qui entraine la
transcription du gene (Bardot et al. 1993). L'activation entraine une augmentation de
I'absorption et de l'oxydation des AGL par la B-oxydation mitochondriale et
peroxysomale (Reddy etHashimoto 2001).

PPAR-a contrdle I'expression d'une large gamme de génes hépatiques codant
pour les enzymes/protéines impliquées dans l'absorption des AG, le transport
intracellulaire, I’activation des AG (formation d'acyl-CoA), l'oxydation des AG, la
DNL, la cétogenése et le métabolisme lipoprotéique/cholestérol (Han et al. 2017).
L activation de PPAR-a (Par « Fibrate » médicament hypolipédimique) augmente le
catabolisme des AG suite a I’induction de I'expression des genes impliqués dans le
transport des lipides et la p-oxydation mitochondriale (Wang 2010). Dans les modéles
rongeurs, la réduction de la lipoprotéine riche en TG dans le plasma lors de
I'activation de PPAR-a est liee a une absorption accrue des AG, a la conversion en
dérivés d'acyl-CoA et & un catabolisme via la voie de B-oxydation (Pawlak et al.
2015).

Plusieurs observations expérimentales animales et cellulaires indiquent que
I'activation de PPAR-a prévient l'infiltration hépatique de TG dans des conditions
d'afflux accru d'AG hépatiques ou diminution d'efflux hépatique d'AG en augmentant
le taux de catabolisme des AG (Kersten et al. 1999,Harano et al. 2006). L'activation
de PPAR-a a également des effets anti-inflammatoires par inhibition de I'IL-6
(Lefebvre et al. 2006). Grace a ces propriétés anti-inflammatoires, un traitement par
un agoniste du PPAR-a dans une étude, a réduit la stéatohépatite et la fibrose induites
par un régime chez la souris (Claudel et al. 2003). Les AGPI oméga-3 présents dans
I'huile de poisson et leurs métabolites constituent une autre source de ligands pour
PPAR-a (Musso et al. 2009).
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Grace a son action sur la B-oxydation, il a été considéré comme une cible
viable pour le traitement de la maladie de foie (Tanaka et al. 2005). Le foie constitue
I’organe cible majeur pour les ligands du PPAR-a endogénes et xénobiotiques, ou
PPAR-a régule l'expression d'un grand nombre d'enzymes importantes dans les
lipides, le cholestérol et I'noméostasie des acides biliaires (More et al. 2017). Un
déficit en PPAR-a chez les souris entraine une augmentation des taux de cholestérol-
LDL, ainsi gu'une augmentation des taux d'apolipoprotéine B (Lindén et al. 2001).
L'activation de PPAR-a, en combinaison avec l'agonisme de PPARP/S, améliore la
stéatose, l'inflammation et la fibrose dans des modéles de stéatohépatite de rongeurs
(Staels et al. 2013). Ainsi, les modulateurs sélectifs et puissants de PPAR-o. couplés
aux agonistes de PPAR constituent des stratégies prometteuses pour le traitement de
la maladie de foie (Pawlak et al. 2015).

1.2.1.2.7/- CPT-1a.:

La CPT-1, la passerelle mitochondriale des AG dans la matrice, est le principal
régulateur du flux de la B-oxidation mitochondriale hépatique (Eaton 2002). Deux
isoformes de CPT-1 ont été identifiées: l'isoforme hépatique (L-CPT 1 ou CPT-1a),
exprimée dans la plupart des tissus, y compris le foie, les reins, les poumons et le
cceur, mais pas dans le muscle squelettique et I'isoforme musculaire (M-CPT ou CPT-
1B), qui est exprimée dans le muscle squelettique, le cceur et le TA (Leonhardt
etLanghans 2004).

Dans le foie, CPT-1 exerce 80% du contrdle dans les conditions
physiologiques (Bartlett etEaton 2004). L'altération de la B-oxydation dans la
mitochondrie suite a une diminution de la CPT-1 hépatique peut étre un événement
crucial dans la pathogenése de la stéatose hépatique chez la souris (Cong et al. 2008).

Les AG a longue chaine, la principale fraction des AG apportés aux tissus
cible, ne peuvent pas pénétrer dans les mitochondries par simple diffusion,
contrairement aux AG a chaine moyenne ou courte, apres leur activation par une acyl-
CoA synthétase sur la membrane mitochondriale externe, les acyl-CoA a longue
chaine sont importés dans la matrice mitochondriale par le systtme CPT (Bonnefont
et al. 2004).
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Il existe deux formes fonctionnellement séparées de CPT: une CPT-1 " externe
" qui catalyse la formation d'acylcarnitine a partir de carnitine et d'acyl-CoA, et une
CPT-2 " interne " qui catalyse la formation d'acyl-CoA a partir d'acylcarnitine et de
CoA, L'acylcarnitine est transloqué a travers la membrane mitochondriale puis ré-
estérifiée avec CoA par la CPT2 (Leonhardt etLanghans 2004,Steffen et al. 1999).

Il a été suggéré que l'oxydation des AG joue un role dans le contréle de
I'apport alimentaire, et une faible oxydation post-prandiale des lipides ingérées peut
induire une hyperphagie au cours d’un régime hypergras et qu’une stimulation de
I’expression génique et I’activité de CPT-la constituent une excellente approche
(Bonnefont et al. 2004).

1.2.1.3/- Métabolisme glucidique :
1.2.1.3.1/- Glucose-6-phosphatase :

Contrairement a la plupart des phosphatases agissant sur des composés
hydrosolubles, c'est une enzyme liée & la membrane, associée au RE (Van Schaftingen
etGerin 2002).

Le foie a une grande capacité de production de glucose a partir de la
gluconéogenese et de la glycogénolyse, fournissant ainsi une protection contre
I'nypoglycémie, la production de glucose libre via ces voies nécessite I'nydrolyse du
glucose-6-phosphate, une étape catalysée par le complexe enzymatique glucose-6-
phosphatase (G-6-Pase) (Trinh et al. 1998). La suppression de la production de
glucose hépatique implique la suppression de la glycogénolyse et de la
gluconéogenese hépatiques, puisque la glycogénolyse et la gluconéogenese
contribuent a la production de glucose hépatique chez I’homme qui a jelné depuis
moins de 24 h. La production de glucose hépatique est la somme de gluconéogenese,
qui est la formation de glucose a partir de pyruvate ou d'autres composés a trois ou
quatre carbones, et la glycogénolyse, qui est la dégradation du glycogéne en glucose,
les principaux substrats de la gluconéogenése chez I'homme sont le lactate, le
glycerol, l'alanine et la glutamine (Hatting et al. 2018). Dans une étude, seul la
gluconéogenese était identifiée comme la principale source de production de glucose,
Chez les patients atteints de diabete de type 2 (Magnusson et al. 1992). Une

production importante de glucose hépatique entraine une augmentation de la
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libération de glucose dans le sang, ce qui peut provoquer une hyperglycémie (Hatting
et al. 2018). L'expression hépatique du G-6-Pase est augmentée, lorsque le diabéte est
induit par une pancréatectomie partielle ou l'administration de streptozotocine
(Barzilai etRossetti 1993). Il a également été montré que les anomalies métaboliques
associees au diabete telles que I'hyperglycémie et I'hyperlipidémie stimulent
I'expression hépatique du G6P-ase (Massillon et al. 1996). Les patients atteints de la
maladie de foie présentent une réduction de l'utilisation du glucose stimulée par
Iinsuline comparable a celle des diabétiques de type 2 (Roden etBernroider 2003).
L’atteinte de foie par I'IR, caractérisée par une réduction de l'effet inhibiteur
d'insuline de la production de glucose hépatique, aggrave I'IR périphérique et
contribue a la DNL hépatique (Bugianesi et al. 2005b). L'arrét in vivo de la
production de glucose hépatique par l'insuline implique également I'exclusion d’une
sous-famille de protéine nucléaire appelée forkhead box-containing protein O
subfamily-1 (FOXO1), un facteur de transcription contrélant a la fois I'expression de
la sous-unité catalytique du G-6-Pase et de la phosphoénolpyruvate carboxykinase
(Malaguarnera et al. 2009). Il a été rapporté que l'augmentation de l'activité de
FOXOL1 joue un réle dans la pathogenése de I’IR hépatiques associées a la maladie de
foie (Valenti et al. 2008). FOXOL1 est nécessaire a l'activation de la gluconéogenese
en association avec d’autre protéines (Matsumoto et al. 2007,Sekine et al. 2007), qui
est également diminuée par la signalisation de I'insuline (Duong et al. 2002). De plus,
une diminution de FOXO1 réduit I'IR hépatique dans un modéle murin d'obésité et de

foie gras induites par un régime (Samuel et al. 2006).
1.2.2/- La maladie de foie :

La maladie de foie est constitué de deux types de lésions (la stéatose et la
stéatohépatite non alcoolique (qui est trés souvent citée dans la littérature francaise
sous le terme anglais de NASH représentant l'abréviation pour non alcoholic
steatohepatitis) ont été rassemblés récemment dans la littérature anglo-saxonne sous
le terme de «non alcoholic fatty liver diseases» (NAFLDs) (Larrey 2003,Brunt
2001,Falck-Ytter et al. 2001). La NAFLDs est une préoccupation émergente en raison
de sa prévalence et de son incidence accrues(Younossi et al. 2016a). Elle est
fortement associée a trois affections différentes, notamment I’obésité (Vernon et al.
2011), le diabete (Patel et al. 2018) et la dyslipidémie (Ampuero et al. 2016). Les
sujets non-obeses peuvent étre atteints de cette pathologie (Ampuero et al. 2018).
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L’IR et I'obésité ont été identifiés comme facteurs de risque de la NAFLDs (Gaggini
et al. 2013). La NAFLDs deviens de plus en plus un probléme de santé majeur (Safari
etGérard 2019). La NAFLDs est trés répandue en Amérique du Sud et au Moyen-
Orient, suivie de I’ Asie, des Etats-Unis et de I’Europe (31%, 32%, 27%, 24% et 23%,
respectivement), alors qu’il ya moins de patients atteints de NAFLDs en Afrique
(14%)(Younossi et al. 2016b).

L'obésité et ses troubles métaboliques associés comme I’IR, le diabéte de type
2 et la maladie de foie sont marqués par un état d'inflammation initié par un apport
accrue d’alimentation (Hotamisligil 2006). En effet, La consommation d’un régime
hypergras et les boissons sucrées sont des facteurs de risque majeurs pour le
développement de la NAFLDs (Softic et al. 2016). La NAFLDs est un terme clinico-
pathologique qui englobe un spectre de manifestations allant d’une simple
accumulation de TG dans les hépatocytes (stéatose hépatique) a la stéatose hépatique
avec inflammation caractérisée par une accumulation de TG dans les hépatocytes avec
une infiltration de cellules inflammatoires et dégénérescence hépatique
(stéatohépatite), fibrose et cirrhose (Neuschwander-Tetri etCaldwell 2003,Rezazadeh
et al. 2012). La présence de diabéte peut également augmenter le risque de maladies
de foie (Raff et al. 2015).

La maladie de foie est définie par la présence de >5% de stéatose hépatique, en
I'absence d'autres étiologies de la maladie hépatique, comme I'hépatite virale
chronique, l'utilisation de médicaments qui induisent la stéatose, et d'autres maladies
chroniques de foie, comme I'hépatite auto-immune, I'hémochromatose, la maladie de
Wilson ou une consommation importante dalcool (Younossi et al. 2016b).
L’accumulation excessive de TG dans les hépatocytes est une caractéristique de la
maladie de foie, elle peut ne pas étre pathogene, car cette maladie peut étre réversible
avec une perte de poids et de I'exercice, cependant, la stéatose avec des éléments de
mort hépatocellulaire, et d’inflammation est appelée stéatohépatite non alcoolique qui
peut évoluer vers la fibrose, la cirrhose et I'insuffisance hépatique (Softic et al. 2016).
D'apres une méta-analyse de 40 études, il a été estimé que la maladie de foie
augmente le risque de mortalité liée au foie de 5 a 10 fois (principalement en fonction

du degré de la fibrose hépatique présente) (Musso et al. 2011).
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L'une des principales caractéristiques de cette maladie est l'association avec
I'une des caractéristiques de SM, par exemple le diabete de type 2, la dyslipidémie ou
I'obésité (Vanni et al. 2010). Ses principaux facteurs de risque peuvent étre l'obésité
abdominale, la dyslipidémie athérogéne, I'hypertension, une glycémie élevée, un état
prothrombotique et un état pro-inflammatoire (Grundy 2005,Reynolds etHe 2005).

Les épidémies d'obésité actuelles ont entrainé une augmentation significative
de la prévalence de ses comorbidités (Eckel et al. 2005). Le foie est souvent
significativement affecté par I'obésité et, par conséquent, la NAFLDs est considérée
comme la manifestation hépatique de SM, montrant une prévalence en hausse
indépendamment du statut économique ou de I'age dans le monde (Charlton 2004).
Bien qu’il s’agisse au début d’un processus bénin, la poursuite des stimuli
déclencheurs peut entrainer des conditions néfastes telles que la NASH et le
carcinome hépatocellulaire(De et al. 2013).

Un apport énergétique excessif associé a la sédentarité est considéré comme le
fondement essentiel de l'accumulation de gouttelettes lipidiques (Fan etCao 2013).
Lorsque le métabolisme est confronté a l'obésité, une accumulation excessive de TA
provoque une inflammation de bas grade, liée au développement de L’IR (Ahima
2006,Cerf 2006). L'hyperinsulinémie qui en résulte entraine un taux de lipolyse élevé
dans le TA, associé a une oxydation réduite des AG dans les hépatocytes (Koteish
2001). L'équilibre entre I'entrée et la sortie des AG dans le foie est contréle par des
enzymes intégrées qui interviennent dans la catalyse de l'absorption hépatique, la
lipogenése, l'oxydation et I'exportation des AG (Den Boer et al. 2004). Lorsque la
synthése et/ou l'absorption des AG hépatiques dépassent la capacité oxydative et/ou
I'exportation du foie, des gouttelettes lipidiques s'accumulent dans le parenchyme
hépatique, configurant la NAFLDs (Angulo 2007). La qualité de I'alimentation a une
importance primordiale dans le métabolisme hépatique des AG (Cave et al. 2007).
Une consommation excessive de glucides simples tels que le fructose et le saccharose
est impliquée dans les taux éleves de la DNL dans le foie (Moore et al. 2014).
Conjuguée a un apport élevé en lipides alimentaires générant une lipotoxicité par la
production excessive de céramides a partir de palmitate et aggravant I’IR, la DNL
élevée due a un apport excessif en glucides dans les aliments fait que l'oxydation
hépatique des AG est supérieure a la capacité oxydative des peroxysomes hépatiques,

des mitochondries et des microsomes(Souza-Mello 2015). A son tour, I'équilibre
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métabolique des lipides hépatiques est perturbé en raison d'une répartition anormale
des lipides dans les hépatocytes (Moore et al. 2014,Mori et al. 2011).

Dans les conditions physiologiques, les sources potentielles d'AG qui
contribuent au développement de la stéatose hépatique sont les AGNE provenant de
I'nydrolyse des TG stockés dans le TA, les AG alimentaires provenant de l'absorption
et du métabolisme des chylomicrons intestinaux et des AG recemment synthétisés par
la lipogenese dans le foie, une fois dans le foie, les AG sont estérifiés en TG, qui
peuvent étre stockés dans des gouttelettes lipidiques dans les hépatocytes ou sécrétés
sous forme de VLDL dans la circulation sanguine (Ferre etFoufelle 2010). Les TG
hépatiques peuvent également étre hydrolysés et les AG libérés vont étre oxydés par
la B-oxydation mitochondriale (Ferre etFoufelle 2010). Au cours de I’obésité, La
stéatose hépatique provient principalement de la libération excessive des AGNE du
TA résistant a l'insuline dans le foie (Bugianesi et al. 2005a) de l'induction de la
lipogenése hépatique a cause de I’IR (Musso et al. 2009) et de l'inhibition de la B-
oxydation des AG par I'nyperinsulinémie (Hamel et al. 2001) et enfin une diminution
de la sécrétion des TG sous la forme de VLDL ou des anomalies du métabolisme des

adipokines peuvent également contribuer a la stéatose hépatique (Trauner et al. 2010).

L’IR a été identifiée comme un facteur physiopathologique crucial dans le
développement et la progression de la maladie de foie (Marchesini etForlani 2002). la
progression de la maladie hépatique a la NASH résulte d'au moins 2 coups (en anglais
I’hypothése des 2 hits) : Selon cette hypothése, I'accumulation hépatique des lipides
secondaire a un mode de vie sédentaire, et un régime riche en lipides, a I'obésité et a
I’IR agit comme un premier coup, sensibilisant le foie a dautres coups (Buzzetti et al.
2016). Le second coup active les cascades inflammatoires et la fibrogenéese (Peverill
et al. 2014). L'accumulation des lipides hépatiques n'entraine généralement pas de
Iésion hépatique, ce qui indique que d'autres agressions secondaires sont importantes
(Day etJames 1998). Cependant, une autre hypothése de plus en plus remplace ce
concept stipulant que la pathogenese de la maladie de foie implique de multiples
«hits» ou coups (Wree et al. 2014). Ces hits sont caractérises par l'occurrence
d'événements paralleles qui impliquent une interaction complexe et des échanges
entre facteurs environnementaux et génétique de I'hdte (Bechmann et al. 2012,Wree et
al. 2011). Ces caractéristiques peuvent favoriser la stéatose isolée, l'activation

immunitaire innée, l'inflammation, la mort cellulaire et des lésions hépatiques
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progressives (Tilg etMoschen 2010). Cette hypothése de coups multiples et paralleles
stipule que la manifestation et la progression de la NAFLDs sont provisoirement
attribuées a une série de facteurs, et indiquant que la NAFLDs est le résultat d’une
inflammation de foie induite par de nombreux déclencheurs dérivés du TA ou du
tractus intestinal (Tilg etMoschen 2010). Le premier coup serait I’apparition et le
maintien d’une simple stéatose et les impacts supplémentaires d’endotoxines dérivées
de I’intestin et de cytokines pro-inflammatoires du TA qui seraient a I’origine du
développement de la NASH et de sa progression ultérieure (Day etJames 1998). Cette
hypothése souligne l'importance de l'immunité innée aberrante en tant que voie
centrale de la progression de la NAFLDs (Miele et al. 2009, Tilg etMoschen 2010),
ainsi que des réseaux de signalisation de stress et des adipocytokines et des cytokines
pro-inflammatoires en circulation (Miele et al. 2009, Tilg etMoschen 2010)

Bien que les voies moléculaires qui conduisent a la pathogenése et a la
progression de la NAFLDs restent mal comprises, il est admis que lI'inflammation est
un facteur majeur des Iésions hépatiques (Saltzman et al. 2018). A I'heure actuelle,
des données expérimentales suggerent que les interactions du systeme immunitaire
inné avec les différents types de cellules hépatiques résidentes aident a perpétuer et a
maintenir les réponses inflammatoires hépatiques indésirables (Starley et al.
2010,Farrell et al. 2012,Bieghs etTrautwein 2014). Les marqueurs sériques de
I'inflammation, y compris la protéine C-reactive, les interleukines et d'autres
marqueurs généraux de lI'immunité sont associés au diagnostic et au pronostic de la
NAFLDs (Chiang et al. 2010,Harley et al. 2014), tandis qu’au niveau cellulaire, les
données impliquent un déséquilibre entre les cellules T helper 17 et les cellules T
régulatrices, qui résulte d'une sur-différenciation des cellules T helper (Hammerich et
al. 2010). Une perturbation de I'équilibre entre les cellules Th17 et les cellules Treg
est un événement clé dans l'initiation de l'activité pro-inflammatoire (Saltzman et al.
2018).

Le systéeme immunitaire inné répond aux dommages cellulaires ou a l'invasion
pathogéne par le biais de récepteurs de reconnaissance de formes (PRR), exprimés de
maniere intracellulaire ou a la surface des cellules hépatiques résidentes (Bieghs
etTrautwein 2014). Ces PRR sont programmés pour détecter les structures
moléculaires associées aux dommages (DAMP) libérées par les cellules lésées ou les
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structures moléculaires associées aux agents pathogénes (PAMP), dérivées de
métabolites de bactéries intestinales(Pedra et al. 2009, Takeuchi etAkira 2010). Les
cellules de Kupffer, les cellules stellaires et les hépatocytes, entre autres, expriment
les TLR et reconnaissent un large éventail de PAMP, qui permettent une activité pro-
inflammatoire en activant différentes cellules de foie (Saltzman et al. 2018).

Un équilibre entre les cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires
semble jouer un role majeur dans les processus systémiques, métaboliques et
inflammatoires locaux impliqués dans le développement de la NAFLDS et de I'IR
(Stojsavljevi¢ et al. 2014). Une fois produit dans le TA, le TNF-a provoque une
altération dans le transport périphérique de glucose induit par I’insuline ce qui
entraine IR périphérique (Plomgaard et al. 2005). Il stimule également la lipase
hormono-sensible, ce qui entraine une augmentation des AGL sériques et leur afflux

dans le foie (Stojsavljevic et al. 2014).

Lipolysis (60%)

Chylomicrons G .
._ Dietary fat f Esterification
3 {isiE) Fatty acids — (Triglycerides )
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Hyperinsulinemia

Figure 3. Les différentes contributions a la stéatose au cours de I’obésité. La
réduction de I'oxydation des AG et de I'exportation des TG semblent navoir que des
roles mineurs dans les dépdts hépatiques de TG. En revanche, une disponibilité accrue
d'AG plasmatiques provenant du TA par une lipolyse et une DNL a partir du glucose
sont les principaux fournisseurs de lipides dans le foie stéatotique (Ferre etFoufelle
2010).
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L'inflammation et les Iésions et la mort hépatocytaire sont les caractéristiques
de la NASH, la forme progressive de la maladie hépatique, qui est un probléme de
santé publique (Arrese et al. 2016). L'activation immunitaire innée est un facteur clé
dans le déclenchement et I'amplification de I'inflammation hépatique dans la NAFLDs
/ NASH (Arrese et al. 2016). Des données émergentes ont suggéré que l'inflammation
joue un role clé dans la progression de la stéatohépatite vers la cirrhose et le

cancer(Gao etTsukamoto 2016).

L'une des avancées majeures permettant d'expliquer le large spectre de
NAFLDs observé chez les patients est le processus de lipotoxicité (Trauner et al.
2010,Z&mbo et al. 2013). Lors de la surcharge des lipides dans le foie, le type des
lipides qui s'accumulent et la fagon dont les cellules hépatiques gerent cette charge
lipidique peuvent entrainer une adaptation au développement d'une stéatose hépatique
isolée ou déclencher la mort cellulaire par divers mécanismes moléculaires distincts
(Arrese et al. 2016). Ces derniers entrainent la libération de signaux de stress par les
hépatocytes, également appelés signaux de danger, déclenchant I'activation des voies
inflammatoires stériles (en I'absence d'infection) qui lorsquelles se perpétuent,
entrainent des Iésions chroniques et une réponse anormale a la cicatrisation avec la
fibrose (Arguello et al. 2015,Seki etSchwabe 2015). Un apport accrus des AGS
augmente la synthése de céramide (un sphingolipide), qui induit I'IR, I'apoptose et
I'inflammation de foie (Holland et al. 2007). Chez les souris obéses, diabétiques,
I'nyperinsulinémie modifie les régulateurs transcriptionnels nucléaires de
I'noméostasie de cholestérol, entrainant une accumulation hépatique de cholestérol
libre; la cytotoxicité résultante intervient dans la transition de la stéatose a la NASH
(Van Rooyen et al. 2011). 1l a été suggéré que le cholestérol libre est impliqué dans
les lésions hépatocytaires et I’activation de I’inflammation hépatique par stimulation
de TNF-a (Mari et al. 2006). De plus, le cholestérol, souvent augmente dans le plasma
des sujets obeéses, et constitue un puissant inducteur de l'inflammation hépatique
(Mari et al. 2006) (Wouters et al. 2008). Dans les hépatocytes primaires, cependant,
I'acide eicosapentaénoique est un activateur puissant du PPAR-a (Jump 2008). Les
hépatocytes en état de stress ou entrant dans un processus de mort cellulaire pendant
la lipotoxicité sont capables de libérer les DAMP, qui peuvent agir sur diverses
cellules immunitaires de foie (telle que les cellules de kuppfer) pour initier une

réponse curative pour reparer une lésion tissulaire (Seki etSchwabe 2015,Luedde et al.
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2014). Cependant, la persistance de ces signaux peut induire une réponse exubérante
qui peut entrainer une cicatrisation excessive, conduisant a une fibrose avancée et

finalement a une cirrhose (Arrese et al. 2016)(Figure.4).

Insulin resistance

Figure 4. La physiopathologie de NAFLDs. Un apport alimentaire excessif en AGS
ainsi qu'une lipolyse accrue du TA contribuent & I'accumulation de lipides dans le
foie. La surconsommation de fructose conduisant a une DNL élevée contribue
également a la stéatose hépatique. L’IR et le stress oxydatif alimentent un
environnement lipotoxique dans le foie, ce qui peut entrainer une inflammation de

foie et des lésions menant a une fibrose (Paglialunga etDehn 2016).

L'activation des cellules de kuppfer joue un réle clé dans la pathogenese et la
progression des NAFLDs, comme le démontre des études montrant que la déplétion
de ces cellules atténue I’'IR, le développement inflammatoire et méme la fibrose
(Lanthier 2015). L'expansion des cellules de kuppfer est un phénomene précoce dans
la NASH et précéde le recrutement d'autres cellules immunitaires (Gadd et al. 2014).
Les cellules de kuppfer activés produisent a leur tour des cytokines et des chimiokines
inflammatoires telles que le TNF-a, IL-1p, IL-6 (Arrese et al. 2016). L’IL-6, TNF-q,
IL-1p, inhibent la signalisation de l'insuline dans les hépatocytes (Tarantino etCaputi
2011). L'IL-1-B pourrait jouer un rdle important dans le développement de la NASH,
en induisant la suppression du PPAR-a et en favorisant I'effet indirect de la mort

cellulaire induite par le TNF-a (Miura et al. 2010). Dans les modéles murins de
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stéatose induite par un régime hypergras, il existe une activité accrue de voie de
signalisation inflammatoire di aux AG qui est associée a une expression hépatique
élevée de cytokines inflammatoires telles que le TNF-a, IL-6 et IL-1p et I'activation
des cellules de Kupffer (Cai et al. 2005). Aprés une lésion hépatique aigué, un
mécanisme bénéfique de cicatrisation des plaies régénére les cellules
parenchymateuses endommagées, y compris les hépatocytes, pour remplacer le tissu
nécrotique et les cellules apoptotiques, mais lorsque la cause de la lésion persiste, les
composants de la MEC comme les collagenes fibrillaires s'accumulent a des niveaux
élevés, entrainant une fibrose avancée ou une cirrhose et un dysfonctionnement
hépatocellulaire, ainsi qu'une insuffisance hépatique et une hypertension portale
causee par une augmentation de la résistance intrahépatique au flux sanguin (Wynn
etBarron 2010). L’IL-1B peut étre un facteur impliqué dans la fibrogénese au niveau
du foie (Tiggelman et al. 1995). La combinaison de ces événements pathogénes
externes et intracellulaires avec la susceptibilité génétique aboutit a la stéatose ou a
une NASH respectivement (Yilmaz 2012).

Malignant
Transformation

Hepatocellular

Steatosis Steatohepatitis  Cirrhosis
Cancer

Figure 5. Progression de la NAFLDs (Dietrich etHellerbrand 2014).
1.3/- Différentes types de sécrétion pro-inflammatoire durant I’obésité:

Dans cette section, nous allons citer les différentes secrétions qui ont des effets
marquants sur le métabolisme. Le TAB géneére un certain nombre de signaux, qui
comprennent des cytokines, des hormones, des facteurs de croissance, des facteurs de
complément et des protéines matricielles qui affectent non seulement les cellules
voisines, mais aussi les autres tissus périphériques ainsi que le cerveau. Ainsi, les
signaux derivés de TAB pourraient influencer divers processus, y compris I'apport
alimentaire, le métabolisme, les dépenses énergétiques, l'immunité et la pression
artérielle (Masoodi et al. 2015). Dans cette these, le taux dARNm de TNFa, IL-6 et
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IL-1B a été analysé au niveau de TAB et de foie et une bréeve description de ces
hormones suivra ci-dessous. La présente étude a été entreprise pour déterminer les
effets de ces trois cytokines inflammatoires spécifiques chroniquement élevées dans le
TA obeése.

1.3.1/- TNF-a:

Le TNF-a, un peptide connu au début pour ses effets cytotoxiques sur les
cellules tumorales (Ruan etLodish 2003). Le TNF-a est une cytokine qui peut réguler
plusieurs processus biologique tels que la fonction immunitaire, la différenciation
cellulaire, la prolifération, l'apoptose et le métabolisme énergétique (Cawthorn etSethi
2008). Le TNF-a est synthétisée sous forme d'une protéine transmembranaire de 26
kDa qui, aprées action protéolytique, produit une forme soluble biologiquement active
de 17 kDa qui exerce ses effets via les récepteurs de TNF-a de type I et Il (Kershaw
etFlier 2004). L’expression de TNF-o. au niveau du TA est augmentée chez les
rongeurs et humains obéses et est positivement corrélée avec I'adiposité et I’IR (Ruan
etLodish 2003,Fernandez-Real etRicart 2003). Des études in vitro ont initialement
suggeré que le TNF-a affecte I'homéostasie de glucose dans les adipocytes (Stephens
etPekala 1991), favorise la lipolyse dans les adipocytes cultives (KAWAKAMI et al.
1987). 1l a été suggéré que le TNF-a et/ou ses mécanismes d'action pourraient servir
de cibles thérapeutiques pour traiter les troubles associés a l'inflammation chronique
(Cawthorn etSethi 2008).

1.3.2/-1L-6:

L'IL-6 est une autre cytokine associée a l'obésité et a I’IR (Fernandez-Real
etRicart 2003). IL-6 circule sous de plusieurs formes glycosylées allant de 22 a 27
kDa (Kershaw etFlier 2004). En absence d’inflammation, les concentrations
circulantes d’IL-6 issues de la production du TA représentent 15 a 30 % (Mohamed-
Ali et al. 1997). Le taux d'IL-6 plasmatique est élevé dans le diabéte de type 2 et est
positivement corrélés avec le poids corporel et la concentration des AGL (Lazar
2005). Plusieurs études ont montré que le taux d'lIL-6 circulants est significativement
élevé chez les humains et les animaux obeses (Kopp et al. 2003,Bastard et al. 2000).
L'IL-6, est une cytokine pro-inflammatoire, sécrétée par divers tissus, y compris les
leucocytes activés, les cellules endothéliales et les adipocytes (Pradhan et al.

2001,Fasshauer et al. 2003). IL-6 sécrétée agit synergiquement avec d'autres facteurs
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de régulation pour affecter le développement de plusieurs maladies chroniques telles
diabéte de type 2 (Pradhan et al. 2001). L’IL-6 diminue l'activité des lipoprotéines
lipases, ce qui & son tour entraine une augmentation les taux de lipides circulants
(Yudkin et al. 2000).

1.3.3/- IL-1P :

IL-1pB est I'une des principales cytokines pro-inflammatoires produites par les
monocytes et les macrophages (Martin etWesche 2002). L’IL-1p exerce sa fonction
biologique en se liant au récepteur de type | (Martin etWesche 2002). Dans une étude
de cas/controble, il a été montré que les individus avec des taux circulants détectables
d'IL-1P et des niveaux élevés d'IL-6 ont un risque accru de développer le diabete de
type 2, comparé aux individus avec des concentrations accrues d'lL-6 mais des
niveaux indétectables d'IL-1B (Spranger et al. 2003). La concentration d’IL-1f est
élevée chez la progéniture non diabétique des individus diabétiques et est corrélée
avec le SM (Salmenniemi et al. 2004).

2/- Obesité et goQt :

Le sens du godt fonctionne comme un systeme de détection des nutriments, et
toute déregulation peut contribuer a I'exces d'apport énergétique et a I'obésité (Liu et
al. 2016). La fonction du systeme de go(t chez I'nomme est de déterminer si
I’alimentation est nutritive et sans danger, ainsi que de préparer le tube digestif pour
le traitement des aliments consommés (Breslin 2013). La machinerie du golt est
localisée dans la cavité buccale, constituée de papilles gustatives logeant des groupes
de 50 a 100 cellules réceptrices de golt dans des structures appelées papilles
gustatives (Liu et al. 2016). L'excés de la consommation des lipides est une cause
majeure d'apport énergétique excessif et contribue ainsi fortement a la prise de poids
(Swinburn et al. 2011). Chez les sujets obéses, la chémoréception orale des AG est
atténuée (Little etFeinle-Bisset 2011), ce qui pourrait prédisposer ces personnes a
consommer des quantités importantes de lipides (Stewart et al. 2011). Dans le passé,
le principal moyen de confirmation des troubles du godt chez les animaux était
I'utilisation des tests de préférence (Hasegawa etTomita 1986). Le test de double
choix (en anglais Two Bottle Preference Test) permet d’évaluer la consommation

spontanée d’une solution expérimentale par rapport a une solution témoin et d’en
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déduire I’impact d’une substance donnée, par exemple une émulsion lipidique, sur le

comportement alimentaire (indifférence, attraction, aversion) (Besnard 2015).
3/- Zizyphus lotus L.:

Le genre Ziziphus est constitué de petits arbustes épineux ou de petits arbres a
propriétés médicinales (Goyal et al. 2012) et couramment utilisés comme plantes
comestibles ou médicinales dans les régions chaudes et tropicales (Chouaibi et al.
2012). ZL est utilise en médecine traditionnelle algérienne en cas de douleurs
abdominales, de diarrhée, d'herpés labial, de fiévre, de diabete, de plaies et de
bralures, de furoncles, de tumeurs, et de constipation (Hammiche etMaiza 2006). En
Tunisie, les fruits et les feuilles sont utilisés comme émollient, et dans le traitement de
la diarrhée et des maladies intestinales (Borgi etChouchane 2009). Au sud du Maroc,
cette espece est utilisée contre les abcés, la décoction des feuilles est utilisée pour les
soins capillaires(Ghedira 2013). Le fruit est la partie comestible de la plante par la
population locale (Benammar et al. 2010).

Plusieurs etudes scientifiques ont montré les avantages nutritionnels de cette
plante. ZL contient un mélange de divers nutriments et de nombreuses espéces
phytochimiques importantes pour la santé humaine (Abdoul-Azize 2016). Parmi les
macronutriments bénéfiques de ZL, on cite les AGMI et les AGPI (Benammar et al.
2010). Elle est considérée comme une source d'AG, de vitamines, de minéraux, de
glucides. ZL contient 13 composés avec I’acides oleéique comme principal AG
(Ghazghazi et al. 2014). La pulpe de fruit est la plus riche en acide linoléique (18: 2n-
6) comparée au feuilles, racines et tige (Benammar et al. 2010). Le fruit de ZL
constitue une source importante de protéines, lipides, fibres, cendres, hydrate de
carbone (Abdeddaim et al. 2014). Le fruit de ZL est riche en vitamines telle que la
thiamine B1, le tocophérol, la vitamine C (Boudraa et al. 2010). Ainsi, la pulpe
contient aussi des teneurs appréciables en zinc, potassium, sodium, en phosphore,
manganese, magnésium et en fer (Abdeddaim et al. 2014) . Parmi les polyphénols, Il
existe au niveau des fruits de ZL les flavonoids et tannins (Ghazghazi et al. 2014).

4/- Les polyphénols :

Les polyphénols sont des métabolites secondaires, largement distribués dans

les plantes en tant que meécanisme de protection contre les stress biotiques et
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abiotiques (Beckman 2000,Zhang etTsao 2016). Dans I’alimentation, les polyphénols
peuvent contribuer a I'amertume, l'astringence, la couleur et I'odeur (Pandey etRizvi
2009). Les polyphénols alimentaires sont l'un des groupes les plus importants
d'antioxydants naturels et d'agents chimiopréventifs présents dans les régimes
alimentaires humains, notamment les fruits, les légumes, les céréales, le thé , les
épices et les herbes (Scalbert et al. 2005). Les études épidémiologiques, cliniques et
nutritionnelles démontrent fortement leurs bienfaits dans I’amélioration de la santé
humaine en diminuant le risque et en prévenant l'apparition de maladies
dégénératives, notamment les cancers, les maladies cardiovasculaires et les troubles
métaboliques (Zhang etTsao 2016). Les polyphénols sont des composés non
nutritionnels et sont classés en deux types principaux: les composés phénoliques
flavonoides et non flavonoides (essentiellement les acides phénoliques, les stilbenes et
les lignanes) (Russo et al. 2017). Les flavonoides peuvent étre divisés en six sous-
classes: flavonols, flavones, flavanones, flavanols, anthocyanines et isoflavones
(Pandey etRizvi 2009). Il a été démontré que les polyphénols de fruits de ZL exercent
un effet anti-inflammatoire en inhibant la prolifération des lymphocyte T (Abdoul-
Azize et al. 2013).
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Hypothése de travail

L’obésité devient de plus en plus un enjeu majeur de santé publique.
L’objectif de cette étude est de découvrir un traitement naturel et disponible pour la
prise en charge et/ou la prévention de I’obésité et les altérations associés a cette

épidémie.

La prévalence de I’obésité en tant que menace mondiale continue d’augmenter
en raison d’un manque de médicaments efficaces avec des effets indésirables
minimes. Actuellement, les recherches scientifiques anti-obésité du monde des
végétaux sont devenus I’un des domaines de recherches les plus répondus; les effets
des compositions chimiques naturelles dérivées des aliments et des plantes attirent
beaucoup d’attention des chercheurs des industries pharmaceutiques et alimentaires.
ZL représente un excellent exemple de par sa disponibilité et les moindres couts de sa
culture. En effet, ZL pousse spontanément et s’adapte a de multiple sols et
climats(Mouni et al. 2012). Par ailleurs, plusieurs études ont montré ces potentiels
effets thérapeutiques (Borgi et al. 2007,Wahida et al. 2007) et sa valeur nutritionnelle
(Abdeddaim et al. 2014). Pour cela, les objectifs de cette thése sont :

Evaluer si le fruit de ZL a un effet anti-obésité, et déterminer les mécanismes

moléculaires de cet effet :

Des souris soumis a un régime hypergras supplémenté en fruit de ZL pendant 16
semaines; Le poids corporel, les parametres plasmatiques et hépatiques ont été
étudiés, ainsi que le dosage de certains parametres de métabolisme et de

I’inflammation.
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Matériel et méthodes

4.1/- Collection de matériel végétal

Les fruits de la plante ZL ont été récoltés entre septembre et octobre 2016,
séchés a une température ambiante et stockés dans un endroit sec avant utilisation. ZL
appartenait au sud-ouest de I'Algérie (Djelfa willaya, Algérie). La plante a été
authentifiée botaniquement par un taxonomiste du département de botanique de
I'université de Tlemcen (Algérie). Un spécimen de référence (ZLI-1320) a été déposé
pour référence future. Les fruits ZL ont été réduits en poudre et ajoutés au régime

hypergras.
4.2/- Animaux et régimes

Les souris males C57BL/6J (agées de huit semaines) utilisées dans cette étude
ont été achetées de chez Janvier Elevage (Le Genest-st-isle, France). Les directives
générales concernant le soin et I'utilisation des animaux de laboratoire, recommandées
par le conseil des Communautés économiques européennes, ont été suivies. Le
protocole expérimental a été approuvé par le Comité d'éthique régional de Bourgogne
(France). Les souris ont été hébergées dans une chambre dans des conditions
contrdlées a une température (20°C £ 2), a une humidité relative (60 + 5%) et a un

cycle lumiere/obscurité de 12h avec de la nourriture et de I'eau a volonte.

Aprés une semaine d'acclimatation, les souris ont été divisées au hasard en
trois groupes (n=10 dans chaque groupe). Le premier groupe a regu un régime de
laboratoire standard normocalorique (STD). Le second groupe a recu un régime
hypergras (30% d'huile de palme, p/v) tout au long de I'étude. Le troisieme groupe a
recu un régime hypergras supplémenté en fruit ZL (groupe HFD + ZL) de la maniére
suivante: un régime hypergras pendant quatre semaines, puis supplémenté en poudre
de fruit (10% p/p) pendant six semaines, suivi par un régime hypergras supplémenté
en extrait aqueux de fruit ZL (1%, p/v) pendant six semaines suppléementaires. Les
souris ont été pesées tous les trois jours et leur prise alimentaire et apport énergétique

ont été déterminés quotidiennement. Les expériences ont duré 16 semaines.

L extrait aqueux des fruits ZL a été préparée comme suit: les fruits ZL ont été
séchés puis réduits en poudre. La poudre (1%, p/v) a été bouillie dans de I'eau pendant

20min; la décoction a été refroidie a une température ambiante puis lyophilisée.
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L’analyse qualitative des composés phytochimiques d'extrait aqueux de fruits a été

déterminée comme décrit precédemment (Kardong et al. 2013).

4.3/- Test de tolérance au glucose (GTT)

Les souris de chaque groupe ont été soumises au GTT. Les souris ont été
mises a jeun pendant 12h, puis gavées avec du glucose (2 g/kg de glucose, solution de
glucose a 20%). Le sang a été prélevé a partir de la veine de la queue et le glucose
plasmatique a été déterminé a l'aide d'un glucomeétre One Touch II ULTRA®
(LifeScan, New Jersey, Etats-Unis) 30, 60, 90 et 120 min aprés l'injection de glucose.

4.4/- Test de double choix

Le test de préférence de double choix a été effectué a la 16°™ semaine,
conformément a la procédure publiée précédemment (Dramane et al. 2012). En bref,
les souris logées individuellement ont été acclimatées pendant 24 heures a deux
biberons d’eau, puis a deux biberons: I’un contenant de I’huile de colza (OC) (1%,
v/v) émulsifié dans de la gomme d’xanthane (XM) (0,3 %, p/v) dans I’eau, et le
second ne contenait que de I’eau avec I’XM (0,3%, p/v). La consommation a été

déterminée en pesant les biberons aprés 12 heures (nuit).

4.5/- Collection des échantillons

A la fin de la période expérimentale, les souris ont été sacrifiées et leur foie et
leur TAB péritonéal (en anglais peritonal white adipose tissue, PWAT) ont eté
prélevés et immédiatement congelés dans de l'azote liquide. Le sang a été prélevé par
ponction cardiaque dans des tubes heparinés puis centrifugé (5000g) pour recueillir le
plasma. Tous les échantillons ont été conservés a -80°C jusqu'a leurs analyses.
4.6/-Analyse biochimique

Les concentrations plasmatiques des TG totaux et de cholestérol total (TC) ont
été évaluées a l'aide de kits de spectrophotométrie UV/visible (Diasys, Holzheim,
Allemagne). L'insuline plasmatique a été mesurée a I'aide de kit ELISA (test immuno-

enzymatique) (EMD Millipore, Massachusetts, Etats-Unis).

4.7/- Analyses des acides gras
Les AG des régimes et de foie ont été extraits par la méthode classique de
Folch (Folch et al. 1957).
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4.8/- Détection d’ARNmM par PCR quantitative en temps réel

L'’ARNm total de foie et le PWAT ont été extraits par Trizol (Invitrogen,

Californie, USA), puis traités avec la DNAase, (Qiagen, Germantown, USA) et

rétrotranscrits (1mg) avec le kit de synthése d'ADNCc iScript (Bio-Rad, Marnes-la-

Coquette, France) conformément aux instructions du fabricant. La PCR quantitative

en temps réel a été réalisée avec le systeme de détection en temps réel iCycleriQ en

utilisant le SYBR Green I. Les amorces utilisées (respectivement directes et inverses)

étaient les suivantes:

Tableaul. Les différentes amorces utilisées dans la PCR

Le gene Amorce directe Amorce inverse
B-actin 5’-CTGGTCGTACCACAGGCATT-3’ 5’-CTCTTTGATGTCACGCACGA-3’
FAS 5’-GGCTCTATGGATTACCCAAGC-3’ 5’-CCAGTGTTCGTTCCTCGGA-3’
ACC-1 5’-CGGACCTTTG AGATTTTGTGAGG-3’ 5’-GCTTTATTCTGCTGGGTGAACTCTC-3’
PPAR-a 5’-AGAGCCCCATCTGTCCTCTC-3’ 5’-ACTGGTAGTCTGCAAAACCAAA-3’
CPT-1a 5’-CCAGGCTACAGTGGGACATT-3’ 5’-GAACTTGCCCATGTCCTTGT-3’
G-6-Pase 5-TCTTGTGGTTGGGATTCTGG-3’ 5’-CGGATGTGGCTGAAAGTTTC-3’
IL-6 5’-CCGCTATGAAGTTCCTCTCTGC-3’ 5’-ATCCTCTGTGAAGTCTCCTCTCC-3’
IL-1B 5’-AGCTTCCGGCAGGTGGTATCG-3’ 5’-TGGAAGGTCCACGGGCAAGA-3’
TNF-a 5 -CTCTTCTCATTCCTGCTTGTGG-3’ 5’-AATCGGCTGACGGTGTGG-3’

L'expression relative du gene a été déterminée par la méthode AACt.
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4.9/- Analyses statistiques:

Les données sont exprimées en moyennexSEM. La signification des
différences entre les moyennes a été déterminée par une one-way ANOVA, suivie
d’un test LSD. Les différences significatives ont été considérées a p <0,05.
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5.1/- Les fruits ZL n’ont pas un effet sur le poids corporel, la prise alimentaire et
I'apport énergétique chez les souris obeses

Le régime hypergras que nous avons utilisé contenait des AGS et AGI
(Tableau 2). Le régime hypergras contenait plus d’AGS que le régime du groupe
STD. Il contenait également plus d’AGS que le régime hypergras supplémenté en
fruit ZL mais uniquement d’un point de vue qualitatif. Cependant, le régime
hypergras supplémenté en fruit ZL contenait plus d’AGPI que le régime hypergras du
groupe HFD (tableau 2). Le régime hypergras a considérablement modifié la prise
alimentaire et I’apport énergétique. Au moment de sacrifice, le régime hypergras a
augmenté considérablement le poids corporel en fonction du temps. Le régime
hypergras supplémenté en fruit ZL n'a pas amélioré ces parametres chez les souris
obeses (Figure 6a, b, c). L’analyse phytochimique de I’extrait de ZL a montré la

présence de flavonoides, de tanins, des saponines et des alcaloides.

Tableau 2. La composition en AG des régimes STD, HFD et HFD+ZL

AG (%) STD HFD HFD+ZL
AGS

C14:0 0.08+0.01 0.92+0.03" 1.1940.01
C16:0 14.26+0.01 40.44+0.04™ 42.58+0.01
C18:0 3.14+0.02 3.92+0.03" 4.24+0.01
C20:0 0.42+0.02 0.36+0.03 Nd

C22:0 0.69+0.02 0.14+0.03 Nd

C24:0 0.23+0.02 0.07+0.01 Nd

AGMI

C16:1 Nd Nd Nd

c18:1 26.13+0.04 39.75+0.017" 37.65+0.04"
C20:1 0.25+0.02 0.25+0.01N° 0.09+0.04
(C22:1, n-9) 0.02+0.01 0.02+0.02"° Nd

AGPI

(C18:2, n-6) 51.37+0.03 13.41+0.02"" 13.35+0.01
(C18:3, 3n-6) 3.43+0.03 0.72+0.01"" 0.04+0.03
(C18:3, 3n-3) Nd Nd 0.7310.03
(C20:5, n-3) Nd Nd 0.04+0.04
(C22:6, n-3) Nd Nd 0.08+0.04

Nd: Non detectable. Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n = 10). *: p <

0.05.***: p < 0.001, STD vs HFD . *: p < 0.05, HFD vs HFD+ZL.
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Figure 6. Effets des fruits ZL sur le poids corporel, la prise alimentaire et
I'apport énergétique chez les souris obeses

Les animaux ont été maintenus sous I'un des régimes, STD, HFD ou HFD+ZL. Les
souris ont été pesées tous les trois jours (a), la prise alimentaire (b) et l'apport
énergétique (c) ont été déterminés quotidiennement jusqu'a la seizieme semaine de
I'étude. Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n = 10). *, **, *** montrent les
différences significatives entre les groupes STD et HFD (p <0,05, p <0,01, p <0,001;

respectivement).

5.2/- Les fruits ZL améliorent le GTT, la glycémie, I’insulinémie, I’indice
HOMA-IR (En anglais, Homeostasis Model Assessment-estimated Insulin
Resistance) chez les souris obeses

Le régime hypergras a réduit de maniére significative la tolérance au glucose
et inversement, le fruit ZL a amélioré ce parameétre (Figure 7a). Apres sacrifice, nous
avons observé que Le régime hypergras a augmenté les concentrations de glucose
plasmatique et d'insuline. Les fruits ZL ont significativement amélioré ces paramétres
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dans le groupe HFD+ZL (Figure 7b, c). En conséquence, le régime hypergras a
augmenté la valeur HOMA-IR, qui a été normalisée dans le groupe HFD+ZL (figure
7d).
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Figure 7. Effets des fruits ZL sur le GTT, la glycémie, I’insulinémie et la valeur
HOMA-IR chez les souris obeses

Les animaux ont été maintenus sous l'un des régimes, STD, HFD ou HFD+ZL. Avant
le sacrifice, (a) le GTT a été réalisé en mesurant la glycémie toutes les 30 minutes
jusqua 120 minutes aprés I'administration de glucose; (b) et (c) montrent;
respectivement, les concentrations plasmatiques de glucose et d'insuline. (d) montre la
valeur HOMA-IR. Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n = 10). *, **, ***
montrent les différences significatives entre les groupes STD et HFD (p <0,05, p
<0,01, p <0,001; respectivement) et #, ##, ### montrent les différences significatives
entre HFD et HFD+ ZL (p <0,05, p <0,01, p <0,001; respectivement).
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5.3/- Les fruits ZL améliorent les concentrations plasmatiques de TG et de TC
chez les souris obéses

Le régime hypergras a significativement augmenté les concentrations
plasmatiques de TG et de TC, et inversement, Les fruits ZL ont diminué

significativement ces deux parametres chez le groupe HFD+ZL (Figure 8a, b).
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Figure 8. Effets des fruits ZL sur les concentrations plasmatiques de TG et de

TC chez les souris obeéses

Les animaux ont été maintenus sous I'un des régimes, STD, HFD ou HFD+ZL. Apres
sacrifice, des échantillons de plasma ont été recueillis et utilisés pour évaluer les
concentrations de TG (a), TC (b). Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n =
10). ** montre les différences significatives entre les groupes STD et HFD (p <0,01)
et #, ## montre les différences significatives entre les groupes HFD et HFD+ZL (p

<0,05, p <0,01; respectivement).

5.4/- Les fruits ZL améliorent la préférence modifiée par le régime hypergras
chez les souris obeéses

Le test de préférence de double choix a montré que le régime hypergras a
diminué significativement la préférence pour I’OC qui était restauré par les fruits ZL

(Figure 9).
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Figure 9. Effets des fruits ZL sur le test de double choix chez les souris obéses

Les animaux ont été maintenus sous l'un des régimes, STD, HFD ou HFD+ZL. Avant
le sacrifice, un test de comportement a été réalisé sur des souris individuelles. Chaque
valeur représente la moyenne + SEM (n = 10). ** montre les différences significatives
entre les groupes STD et HFD (p <0,01) et # montre les différences significatives
entre les groupes HFD et HFD+ZL (p <0,05).

5.5/- Les fruits ZL améliorent la composition hépatique en AG altérées par le
régime hypergras chez les souris obéses

Le régime hypergras a modifié la composition hépatique en AG par rapport au
régime témoin (groupe STD). Le régime hypergras a provogqué une augmentation
significative de l'acide stéarique (C18:0) et une diminution du niveau des AGMI:
palmitoléate (C16:1), oléate (C18:1), acide paullinique (C20:1) et des AGPI, y
compris l'acide linoléique (C18:2, n-6), acide a-linolénique (C18:3, n-3), acide
dihomo-gamma-linolénique (20:3, n-6), acide arachidonique (20:4, n-6), acide
eicosapentaénoique (20:5, n-3), acide clupanodonique (22:5, n-3) et acide
docosahexaénoique (C22: 6, n-3). Les fruits ZL ont diminué de maniére significative
I’acide stéarique (C18:0) et augmenté de maniere significative les AG suivants: (C16:
1), (C18: 2, n-6), (C18: 3, n-3), (20: 3, n-6), (C20: 4, n-6), (20: 5, n-3), (22: 5, n-3) et
(C22: 6, n-3) (tableau 3).
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Tableau 3. Effets des trois régimes sur la composition hépatique en AG

AG (%) STD HFD HFD+ZL
AGS

C14:0 0.73+0,18 0.45+0,04" 0.52+0,11
C16:0 27.99+0,78 28.51+1,34 28.97+0,51
C18:0 3.67+0,66 2.24+0,12 1.96+0,30"
AGMI

C16:1 5.17+0,41 3.94+0,42" 6.07+0,86"""
c18:1 31.32+1,20 44.35+1,92" 44.28+3,45
C20:1 0.49+0,17 0.71+0,13" 0.80+0,29
AGPI

(C18:2, n-6) 18.11+1,70 13.10+0,60 15.40+1,33"
(C18:3, n-6) 0.67+0,13 0.41+0,13" 0.40+0,08
(C18:3, n-3) 0.46+0,13 0.20+0,03" 0.25+0,06™
(C20:3, n-6) 0.48+0,06 0.50+0,06 0.53+0,08"
(C20 :4, n-6) 4.53+0,49 1.99+0,16" 2.49+1,20"*
(C20:5, n-3) 0.25+0,02 0.09+0,03" 0.10+0,05"
(C22:4, n-6) 0.13+0,01 0.22+0,05" 0.20+0,04
(C22:5, n-6) 0.23+0,15 0.12+0,02" 0.12+0,04
(C22:5, n-3) 0.39+0,02 0.34+0,06 0.35+0,06"
(C22:6, n-3) 5.38+0,15 2.41+0,22" 3.47+0,55"

Chaque valeur représente la moyenne £ SEM (n = 10). *: p < 0.05. **: p < 0.01. ***:
p < 0.001, STD vs HFD. *: p < 0.05. *: p < 0.01. **: p < 0.001, HFD vs HFD+ZL.

5.6/- Les fruits ZL modulent I'expression des ARNm hépatiques et de PWAT
codant pour les cytokines pro-inflammatoires chez les souris obéses

Le régime hypergras a significativement augmenté I’expression de I'ARNm de
I’IL-6, IL-1B, TNF-a dans le foie. Les fruits ZL ont fortement réduit I’expression de
I’ARNmM de ces genes dans le groupe HFD+ZL (Figure 10a, b, c¢). De méme,
I'expression de I'ARNm de I'IL-6, I'IL-1B, TNF-a a été augmenté par le régime
hypergras dans le PWAT. Les fruits ZL ont fortement réduit I’expression de I’ARNmM
de ces génes dans le groupe HFD+ZL (Figure 11a, b, c).
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Figure 10. Effets des fruits ZL sur I'expression des genes hépatiques codant pour
les cytokines pro-inflammatoires chez les souris obéses

Les animaux ont été maintenus sous I'un des régimes, STD, HFD ou HFD+ZL. Apres
sacrifice, des échantillons de foie ont été collectés pour évaluer I’expression de
I’ARNmM de IL-6 (a), IL-1pB (b) et TNF-a (c). Chaque valeur représente la moyenne +
SEM (n = 10). ** montre les différences significatives entre les groupes STD et HFD
(p <0,01) et ## montre les différences significatives entre les groupes HFD et HFD +
ZL (p <0,01).
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Figure 11. Effets des fruits ZL sur I'expression de génes codant pour des
cytokines pro-inflammatoires au nivau de PWAT chez les souris obeéses

Les animaux ont été maintenus sous l'un des régimes, STD, HFD ou HFD+ZL. Apres
sacrifice, des échantillons de PWAT ont été collectés pour évaluer l'expression
d’ARNm de I’lL-6 (a), IL-1B (b) et TNF-a (c). Chaque valeur représente la moyenne
+ SEM (n = 10). **, *** montrent les différences significatives entre les groupes STD
et HFD; (p<0,01, p<0,001; respectivement) et #, ##, ### montrent les différences
significatives entre HFD et le groupe HFD+ZL (p<0,05, p<0,01, p<0,001;

respectivement).

5.7/- Les fruits ZL modulent I'expression des genes hépatiques codant pour des
enzymes liés au métabolisme des lipides et de glucose chez les souris obéses

Le régime hypergras a significativement augmenté l'expression des ARNm de
FAS et ACC-1. Les fruits ZL ont fortement réduit I’expression de I’ARNm de ces
génes dans le groupe HFD+ZL (Figure 12a, b). En plus, le regime hypergras a
considérablement réduit I'expression de I'ARNm de PPAR-a et de CPT-1a, qui ont été
augmenté dans le groupe HFD+ZL (Figure 12c, d). En outre, I'expression de I'ARNmM
de G-6-Pase a été augmentee par le régime hypergras, qui a été diminué par les fruits
ZL dans le groupe HFD + ZL (Figure 12¢).

56



Niveau d'ARNm relative

(Unités arbitraires)

o o

o o
w >

o
"

o o
o O
L .

[l N
" "

Résultats

(ep

w
=
N Ao
——
*
*
*

N
P ONU W o s
T T T T

=
o
"

[

Niveau d'ARNm relative
(Unités arbitraires)
ey
Niveau d'’ARNm relative
(Unités arbitraires)

o
o o
" "

#itH

o N B OO
o

STD HFD HFD+ZL STD HFD  HFD+ZL

o
(¢

L
[ N
1 3

[y

i

(Unités arbitraires)

o o o 9
o v M o ®
" L L L L

3+
Niveau d'’ARNm relative
Niveau d'’ARNm relative
(Unités arbitraires)
OFRP NWMNOUIUOTONOOWOO

STD  HFD HFD+ZL STD  HFD HFD+ZL STD  HFD HFD+ZL

Figure 12. Effets des fruits ZL sur I'expression des genes hépatiques codant pour
différents enzymes de métabolisme chez les souris obéses

Les animaux ont été maintenus sous l'un des régimes, STD, HFD ou HFD+ZL et,
apres sacrifice, des échantillons de foie ont été recueillis pour évaluer I'expression de
I'ARNm des genes liés a la DNL, a savoir, FAS (a), ACC-1 (b). Les genes liés a la -
oxydation, PPAR-a (¢), CPT-1a (d) et le gene lié au métabolisme de glucose, G-6-
Pase (e). Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n = 10). **, *** montrent les
différences significatives entre les groupes STD et HFD (p<0,01, p <0,001;
respectivement) et #, ### montrent les différences significatives entre les groupes
HFD et HFD + ZL (p<0,05, p<0,001; respectivement).

57



Discussion



Discussion

Dans la présente étude, nous avons étudié les effets des fruits ZL sur I'obésité
et ses altérations métaboliques associées. L'obésité, définie par un exces de TA, a
augmenté dans le monde entier dans la plupart des régions du monde (Saetang
etSangkhathat 2018). Cette affection est associée a plusieurs complications
chroniques  telles que la  maladie  coronarienne, I’hyperglycémie,
I’hypertriglycéridémie, la dyslipidémie et L’IR (Boulangé et al. 2016). En accord
avec des études précédentes (Hariri etThibault 2010), des souris nourries avec un
régime hypergras fournissant 30% d'énergie, principalement sous forme de graisse
(huile de palme) pendant 16 semaines, ont développé une obésité. Ces animaux
obéses ont présenté une hyperlipidémie, une hyperglycémie et une inflammation
hépatique et au niveau du TA. Nous avons observé que les fruits ZL n’avaient pas
prévenu le degré d'obésité induite par le régime hypergras. Ces observations
confirment I’étude réalisée sur des enfants obeses, dans laquelle la poudre de fruit de
Zizyphus jujuba n’a pas empéché la réduction de poids corporel, bien qu’elle a
normalisé les altérations des parameétres lipidiques sériques (Sabzghabaee et al. 2013).
De méme, les fruits ZL n'ont pas réussi a réguler positivement la perception du godt
des lipides chez les animaux obéses (Gilbertson et al. 1998,Zhang et al. 2011). Ces
observations suggérent que les fruits ZL n’exercent pas leur action sur les premiéres
cibles du comportement alimentaire, comme la préference pour les lipides, mais
pourraient plutdét moduler les événements métaboliques tardifs, associés a I’obésité. Il
a été rapporté que le régime hypergras diminue la sensibilité a I'insuline, entrainant
ainsi une augmentation de la glycémie, des concentrations de TG et de TC (Al-Gareeb
et al. 2017,Czech 2017). Comme prévu, nous avons observé une augmentation des
concentrations plasmatiques de TG et de TC chez les souris nourries avec un régime
hypergras. De plus, les fruits ZL ont amélioré ces parameétres. Nous avons observé
que les fruits ZL ont amélioré la sensibilité a I'insuline, qui était modifiée chez les
souris obéses. Nous avons observé que les concentrations de glucose et de I’insuline
en circulation chez les souris HFD + ZL étaient inférieures a celles des souris obéses,
en plus de I'amélioration de la tolérance au glucose et de la valeur de I’indice HOMA-
IR.

.....

activité anti-inflammatoire. L'obésité et le surpoids s'accompagnent souvent d'un état
inflammatoire chronique de bas grade, caractérisé par une augmentation des

marqueurs systémiques de l'inflammation (Sikaris 2004). Cette inflammation est
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directement impliquée dans I'étiologie des maladies cardiovasculaires, du diabete de
type 2 et de certains types de cancer (Emilsson et al. 2008). L'inflammation est un
composant central de I'immunité innée et la destruction des micro-organismes est la
fonction premiére de la réponse inflammatoire, processus qui implique la participation
des cellules effectrices au contact d'agents pathogénes vivant dans le tissu infecté
(Rogero etCalder 2018). 1l est également bien établi que I’inflammation est essentielle
a la réparation, au remodelage et méme au renouvellement des tissus, y compris ceux

dont la fonction métabolique est critique (Hotamisligil 2017).

Les voies de signalisation sensibles a I'apport en nutriments et a la présence
d'agents pathogénes sont conservées au cours de I'évolution et largement intégrées
(Kirwan et al. 2017). L'absorption excessive de nutriments associés a I'obésité peut
étre détectee par les récepteurs de reconnaissance innés, ce qui entraine l'activation
des voies de signalisation pro-inflammatoires ainsi que des réponses au stress dans de
nombreuses parties du corps. Cela provoque une inflammation chronique de faible
intensité, définie par (Hotamisligil 2006), I’'inflammation métabolique ou de méta-
inflammation, différente de la réponse inflammatoire classique. De plus, la genese de
cette inflammation est étroitement liée au mode de vie et principalement a la qualité
du régime alimentaire et de I'exercice physique (Egger etDixon 2009). Cette réponse
inflammatoire systémique provient principalement du TA, qui produit une grande
variété de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires, appelées adipokines
(Calder et al. 2011). Mais, actuellement, il existe d'autres tissus impliqués dans la
méta-inflammation, tels que le foie (Cai et al. 2005) et le pancréas (Ehses et al. 2007).
Il semble probable que I'inflammation chronique de bas grade qui se développe dans
le TA obése est transférée a ces autres tissus par l'apparition de médiateurs

inflammatoires actifs dans le sang (Rogero etCalder 2018).

Le premier organe influencé par une consommation excessive de graisse est le
TAB, qui reagit par un dépdt de lipide plus important et une hypertrophie consécutive,
une hypertrophie et une hyperplasie des adipocytes (Bleau et al. 2015). En général, le
dysfonctionnement du TA est caractérisé par I’incapacité du TA a stocker les
excédents des AGL (Coppack et al. 1992), une production diminuée d’adiponectine et
une production accrue de cytokines inflammatoires telles que le TNF-a, la leptine et
I’IL-6 (Skurk et al. 2007). Dans le contexte de I'obésité, le TA est surchargé de
triacylglycérol et ne peut stocker efficacement plus de lipides, par conséquent, la
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lipolyse augmente, entrainant une augmentation des niveaux d’AGL dans le TA
(Wang et al. 2018). L'augmentation des niveaux des AGL peut se lier a certain type de
récepteur de macrophages et activer les macrophages déja présents dans le TA,
entrainant l'activation de molécule de signalisation et la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a (Suganami et al. 2005,Suganami et al. 2007). Le
TNF-a a son tour active les adipocytes, favorisant d’avantage la lipolyse et
augmentant I'expression de nombreux génes [a savoir, I'IL-6, la protéine
chimioattractante des macrophages-1 (MCP-1) et la molécule d'adhésion
intracellulaire-1 (ICAM-1)] (Permana et al. 2006,Kanda et al. 2006). MCP-1 et
ICAM-1 attirent d’avantage les macrophages dans le TA(Amano et al. 2014). De ce
fait, la boucle paracrine locale entre les AGL dérivés du TA et le TNF-a dérivé des
macrophages forme un cercle vicieux progressif, conduisant potentiellement a un état
pro-inflammatoire des adipocytes et des macrophages (Hajer et al. 2008). Cet état pro-
inflammatoire entraine en outre des perturbations de la sécrétion d'adipokine, c'est-a-
dire une diminution de la sécrétion dadiponectine et une augmentation des
biomarqueurs inflammatoires, tels que le TNF-a et I’IL-6 (Fain 2006,Roth et al.
2011). Par la suite, le phénotype modifié des adipokines entraine une augmentation de
la production de glucose par le foie et une réduction de I'absorption de glucose par le
TA et les muscles, accompagnée de l'inactivation du substrat 1 du récepteur de
I'insuline et l'atténuation de la cascade de signalisation de I'insuline (Yao et al. 2016).
En cas d’IR systémique, cette atténuation ou cette absence d'effets de la signalisation
de l'insuline favorise d’avantage le processus lipolytique dans le TA, conduisant au
dépdt de lipides ectopiques dans les tissus non adipeux, contribuant a I’IR systémique
(Rutkowski et al. 2015). D'autre part, les AGL excédentaires dans le TA peuvent étre
libérés vers des tissus non adipeux tels que le muscle squelettique et le foie, entrainant
un dépot de lipides ectopiques s'ils ne sont pas utilisés, la disponibilité accrue des
AGL induit une augmentation de la concentration en glucose 6-phosphate conduisant
finalement a des conditions liées a I’'IR telles gu'une absorption et une oxydation
réduites de glucose (Wang et al. 2018,Randle et al. 1963). Par consequent, le depdt de
lipides ectopiques est fortement associé a I’IR et favorise ensuite le développement
des maladies métaboliques liées a l'obésité, telles que I'IR et le diabéte de type
2(Barra 2014).
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Les fruits ZL ont diminué lI'inflammation hépatique et adipeuse. IL-6, IL-1p et
TNF-a font partie des médiateurs inflammatoires qui exercent leurs actions en altérant
la signalisation de l'insuline pendant l'obésité (Hotamisligil et al. 1993,Wieser et al.
2013). Les fruits ZL ont diminué I'expression génique de I'lL-6, de I'lL-1p, et de TNF-
a dans le foie et PWAT. Ces résultats corroborent les observations antérieures qui
avaient démontré que ZL exercait des effets anti-inflammatoires et
immunosuppresseurs (Abdoul-Azize et al. 2013,Boulanouar et al. 2013).

L’IR est associée a une diminution de la suppression de la production de
glucose, a une synthese élevée de TG et a une réduction de la B-oxydation des AG
(Matsumoto et al. 2006). Nous avons étudié le profil d'expression de I'ARNm de la
DNL (FAS, ACC-1) et de la dépense énergetique (PPAR-o, CPT-1a) et du géne de G-
6-Pase. FAS et ACC-1 sont des protéines lipogéniques(Liu et al. 2018). PPAR-a et
CPT-1a sont impliqués dans la B-oxydation des AG (Tian et al. 2018). Nous avons
observé que les fruits ZL ont diminué la DNL, comme le reflétait la diminution de
I'expression de I'ARNm de FAS et ACC-1, qui était augmentée par le régime
hypergras. Les fruits ZL semblaient augmenter l'utilisation des AG comme source
d'énergie en augmentant I'expression des ARNm de PPAR-a et de CPT-1a qui étaient
diminuées chez les souris obeses (Rodriguez-Ramiro et al. 2016).

Le G-6-Pase dephosphoryle le glucose-6-phosphate, derniere étape des voies
de la glycogénolyse et de la gluconeogenese, conduisant a la production de glucose
(Borthwick et al. 2001). Nous avons observé que le fruit ZL diminuait de maniere
significative l'expression de 'ARNm de la G-6-Pase hépatique induite par le régime
hypergras, entrainant une inhibition de la production de glucose hépatique. Cela
suggere que I'effet hypoglycémiant observe chez le groupe HFD+ZL était di en partie
a l'inhibition de la G-6-Pase. Nous avons également observé que la composition en
AG hépatique a été altérée par le régime hypergras conformément a une étude
précedente (Valenzuela et al. 2017). Les fruits ZL ont réduit les concentrations
hépatiques d'AGS en particulier (C18:0) et ont augmenté celles des AGPI et des
AGMI. 1l a été démontré que certains AGPI dans le foie sont transportés vers le
cerveau afin de conserver sa composition en AG (lgarashi et al. 2007). Nous avons
également noté la présence d’AGPI chez le groupe HFD+ZL, qui n’étaient pas
contenus dans le régime hypergras du groupe HFD. Le contenu en AGPI des fruits ZL

pourrait participer a ses effets bénéfiques. Il a été rapporté que (22:6, n-3) améliore
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I’IR provoquée par l'obésité (Xu et al. 2015). L'obésité résulte des interactions de
différents facteurs, notamment génétiques, métaboliques, comportementaux et
environnementaux. En conséquence, l'augmentation spectaculaire des taux de
prévalence de I'obésité suggere que les composantes comportementales et
environnementales sont les principaux facteurs responsables de I'obésité, I'accent étant
mis sur les habitudes alimentaires et I'exercice (Rogero etCalder 2018). La croissance
économique et la modernisation ont ouvert la voie a la commercialisation mondialisée
d'aliments et de boissons malsains et au passage d'un mode de vie actif a un mode de
vie sédentaire (Chan 2017). Ces aliments contiennent des teneurs élevées en lipides et
en glucides, en particulier les sucres, présents dans ces types d'aliments, ce qui
contribue au développement de l'obésité (Amuna etZotor 2008,Vandevijvere et al.
2015). Le profil des AG présents dans un régime peut favoriser également I’obésité
(Rogero etCalder 2018). De tels changements sont particulierement cruciaux si 1’on
prend en compte la participation de ces nutriments & la réponse inflammatoire, qui est
liée a la physiopathologie de différentes maladies chroniques non transmissibles,
telles que I’obésité, le diabéte de type 2, les maladies cardiovasculaires,
I’hypertension et le cancer (Roberts etBarnard 2005,Simopoulos etDiNicolantonio
2016,Galli etCalder 2009).

Il est a noter que I'extrait utilisé par nous contenait des flavonoides, des tanins,
des saponines et des alcaloides. Les effets thérapeutiques potentiels des fruits ZL
pourraient étre attribués a ces composés bioactifs (Jayarathne et al. 2017).
I'inflammation liée a I’obésité peut étre prévenue ou méme inversée grace a une
réduction de poids qui peut étre obtenue par une restriction énergétique et une activité
physique accrue (Goran etAlderete 2012). Certaines études ont démontré que l'activité
physique réduisait directement l'inflammation, d'autres ont rapporté que les effets
anti-inflammatoires de l'activité physique sont indirectement causés par une adiposité
réduite, qui réduit a son tour la masse adipeuse et les adipokines inflammatoires
dérivées des lipides (Abramson etVaccarino 2002,Pischon et al. 2003). De plus, la
consommation d'aliments riches en composés anti-inflammatoires bioactifs, tels que
les AG n-3 et les polyphénols, a été suggéré pour réduire I'inflammation
(Siriwardhana et al. 2013,Kalupahana et al. 2011). En effet, il a été démontré que les
saponines et les flavonoides de cette plante exercent des effets anti-inflammatoires
chez les rongeurs (Borgi et al. 2008). Les effets benefiques de certains régimes

alimentaires, tels que les régimes méditerranéens, sont principalement attribués aux
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quantités importantes de composants bioactifs aux propriétés anti-inflammatoires et
anti-oxydantes reconnues (Siriwardhana et al. 2013,Kalupahana et al. 2011). En effet,
plusieurs études sur des cellules, des animaux et des humains démontrent que des
composés bioactifs alimentaires agissent en tant qu'agents anti-oxydants et anti-
inflammatoires pour augmenter la thermogenése et la dépense énergétique tout en
réduisant l'inflammation et le stress oxydatif, renforcant ainsi la perte de poids et/ou la
diminution des troubles métaboliques (Siriwardhana et al. 2013,Kalupahana et al.
2012,Kalupahana etMoustaid-Moussa 2012)..
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Au cours des derniéres décennies, la prévalence de l'obésité et ses maladies
métaboliques associées a considérablement augmenté. L’incidence de I’obésité
augmente dans le monde entier a un rythme alarmant et devient un probleme de santé
publigue majeur, avec des codts sociaux et économiques incalculables. 1l existe un
besoin urgent de nouvelles stratégies préventives et thérapeutiques pour lutter contre
I'obésité et ces maladies métaboliques associées. Dans cette thése, les mécanismes de
I'effet anti-obésité de ZL sur différents aspects ont été discutés.

La prévalence de la surcharge pondérale et de I’obésité et ses troubles
métaboliques associés sont considérées comme une menace majeure pour la santé
publique. Bien que plusieurs programmes de régime et d'exercices soient disponibles
pour la perte de poids et la prévention de la reprise de poids, les progrés sont souvent
lents et décevants. Récemment, des composes phytochimiques bioactifs naturels
présents dans les aliments ont été découverts pour leurs effets bénéfiques sur la santé
sur la prévention des maladies chroniques telles que le cancer, les maladies

cardiovasculaires, les maladies inflammatoires et métaboliques, notamment I'obesité.

Les polyphénols sont une classe de composés phytochimiques naturels, dont
certains modulent les voies physiologiques et moléculaires impliquées dans le
métabolisme énergeétique, l'adiposité et l'obésité. Les effets benéfiques in vivo
potentiels de ces polyphénols sur l'adiposité et l'obésité en tant qu'agents
complémentaires dans la régulation de la hausse de la dépense énergétique ont émergé
ainsi que I’étude de ces composés dans des cultures cellulaires, des modéles animaux
d'obésité et dans certaines études cliniques et épidémiologiques. Des études ont mis
en évidence la relation entre l'adiposité, l'inflammation et le développement d'autres
troubles métaboliques, pour cela les facteurs alimentaires qui influent sur tout ou
partie de ceux-ci présentent un intérét. Les composeés phytochimiques alimentaires
semblent pouvoir aussi cibler différentes étapes du cycle de vie des adipocytes. Ainsi,
de nombreux composés phytochimiques alimentaires se sont révélé d’avoir une forte

activité anti-inflammatoire.

L'utilisation de plantes a des fins curatives est antérieure a I'histoire humaine et
est a l'origine de la médecine moderne. De nombreux médicaments conventionnels
sont d'origine végeétale. Cependant les remeédes a base de plantes nécessitent une

évaluation approfondie de leurs qualités pharmacologiques et de leurs problémes de
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sécurité en raison de l'utilisation croissante et croissante de substances d'origine
naturelle dans le monde entier, qui ne peut s‘appuyer uniquement sur la tradition ou
les convictions millénariennes supposées; les études explicatives et pragmatiques sont
utiles et complémentaires pour l'acquisition de données fiables a la fois pour le

soignant et le patient.

Dans cette étude, nous avons étudié les effets des fruits ZL dans un modéle
d’obésité. En analysant tous les résultats obtenus, nous avons pu démontrer que ZL
présente des effets anti-obésité tres importante. Nous avons pu démontrer que le fruit
ZL exerce des effets significatives hypoglycémiants, hypolipidémiants, augmente les
dépenses énergétiques le tout en régulant I’inflammation et I’insulinémie dans deux
organes périphériques importants qui sont le TA et le foie. ZL a favorisé la (-
oxydation des AG en augmentant I’expression génétique de PPAR-a et CPT-1a et de
ce fait a atténué la lipotoxicité. Ces différentes activités potentiels est probablement
grace a I’effet anti-inflammatoire que présente cette plante. Pour veérifier I’effet anti-
inflammatoire possiblement initié par une alimentation qui n’est pas saine riche en
AGS, nous avons évalué le taux des cytokines pro-inflammatoire (IL-6, IL-1p, TNF-
a) au niveau du TA et le foie; ces cytokines sont parmi les médiateurs des effets
déléteres de I’inflammation les plus importants au cours de I’obésité, déclenchés
initialement au niveau du TA, ZL a diminué significativement le taux d’expression
des ces cytokines. ZL semble avoir des actions pléiotropes a I’échelle cellulaire.
L’objectif principal était son utilisation possible en tant qu’agent pour réduire
I’inflammation associé a I’obésité. Cependant, les effets in vivo de ZL ont besoin
encore de nombreuses recherches et doivent étre bien établis pour faire mieux
connaitre les autres avantages possibles de cette plante telles que sa toxicite et la

biodisponibilité des ingrédients actifs de cette plante.
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ABSTRACT

Context: Zizyphus lotus L., ZL is a Mediterranean plant and widely consumed for its beneficial medi-
cinal properties. Objective: We assessed the effects of ZL fruit on diet-induced obesity. Materials and
methods: Male C57BL/6j mice were divided into three groups. Each group received either a standard
diet or a high-fat diet, HFD (30% of palm oil, w/v) or a HFD-supplemented with ZL fruit powder (10%,
w/w) for six weeks, followed by a six weeks period, in which animals were maintained on the HFD
and ZL aqueous extract (1%, w/v). We measured plasma parameters and assessed the expression of
key genes involved in energy metabolism and inflammation. Results: ZL fruit improved glycaemia, lip-
ids concentrations and inflammation in obese mice. Discussion and conclusion: Our investigations
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showed that ZL fruit improved glucose tolerance, dyslipidaemia and fatty liver disease, but not the

severity of HFD-induced obesity in mice.

Introduction

Obesity is generally caused by an energetic imbalance
wherein dietary caloric intake exceeds energy expenditure,
causing an excessive accumulation of fat in white adipose
tissue, PWAT (Lin et al. 2000). Obesity is highly associated
with comorbidities such as diabetes, cancer, hypertension
and high cholesterol concentrations (Balaban et al. 2015,
Uzogara 2017). The obesity epidemic is increasing world-
wide leading to impaired lifestyle. Inflammation is one of
the multiple risk factors contributing to the incidence and
progression of obesity. It has been shown that adipose tis-
sue not only stores excess fat but also releases physiological
pro-inflammatory mediators (Shimomura et al. 1996). For
instance, it has been shown that TNF-a is overproduced in
adipose tissue in obese rodents, contributing to significant
insulin resistance (Hotamisligil et al. 1993). Obesity-associ-
ated inflammation in the liver also leads to glucose intoler-
ance and insulin resistance (Stanton et al. 2011).

ZL is a shrub, abundantly present in Mediterranean coun-
tries, and its fruit are locally consumed for medicinal purposes
(Benammar et al. 2010). Fruit and leaves are used traditionally
as emollient, in the treatment of intestinal diseases, and the
crushed roots are employed in the treatment of leukemia eye
disease (Ghedira 2013). In the last few years, there has been a
growing interest in studying this plant, as it has been shown
to improve hyperglycaemia in rodents (Benammar et dl.
2014). Besides, the root extracts from this plant were reported
to exert an immunosuppressive effect by inhibiting T-cell

proliferation and IL-2 mRNA expression (Benammar et al.
2010, Abdoul-Azize et al. 2013). Interestingly, ZL fruit have
been found to be rich in carbohydrates, fat, protein, fibre,
minerals and vitamins (Benammar et al. 2010, Abdeddaim
et al. 2014). This plant also represents an important source of
saponins, terpens, sterols, tannins and flavonoids (Bakhtaoui
et al. 2014).

In the last few decades, many scientific reports have sug-
gested the use of plant-derived substances, owing to their
various biological activities, to develop new therapeutic
strategies to improve the metabolic status in obese patients
(Harzallah et al. 2016, Kalaivani et al. 2019). Plant-derived
extracts have been shown to improve glucose tolerance and
insulin sensitivity (Song et al. 2018) and to reduce hepatic
lipid accumulation in obese individuals (El-Tantawy and
Temraz 2018). We, therefore, undertook the present study to
investigate whether ZL fruit could improve the diet-induced
obesity in C57BL/6j mice.

Materials and methods
Collection of plant material

Fruit of the ZL plant, were collected between September
and October 2016 from south-western part of Algeria (Djelfa
willaya, Algeria). The collected fruit were dried at ambient
temperature and stored in a dry place prior to use. The plant
was botanically authenticated by a taxonomist from botany
department of the University of Tlemcen (Algeria). A voucher

CONTACT Chahid Benammar @ chabena62@yahoo.fr @ Laboratoire des Produits Naturels (LAPRONA), Département de Biologie, Université Aboubekr Belkaid,
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specimen (ZLI-1320) was deposited in the University herbar-
ium for future reference. ZL fruit were powdered and used
as mentioned here-after.

Animals and diets

Two month old male mice of C57BL/6J genetic background
were purchased from Janvier Elevage (Le Genest-St-Isle,
France). The general guidelines for the care and use of
laboratory animals, recommended by the council of
European Economic Communities, were followed. The experi-
mental protocol was approved by the Regional Ethical
Committee of Burgundy (France). Mice were housed in a
room under controlled conditions at a constant temperature
(20 °C % 2), humidity (60 = 5%) and light/dark cycle of 12 h
with food and water ad-libitum. After one week of acclima-
tisation, mice were randomly divided into three groups (n =
10 in each group). The first group received standard (STD)
laboratory diet. The second group received HFD (30% of
palm oil, w/v) throughout the study. The third group
received HFD + ZL in the following manner: HFD for four
weeks, then HFD-supplemented with fruit powder (10%, w/
w) for six weeks, followed by HFD-supplemented with fruit
aqueous extracts (1%, w/v) for six additional weeks. The mice
were weighed every three days, and food and energy intake
were determined daily. The experiments lasted for 16 weeks.

ZL fruit aqueous extract was prepared as follows: ZL fruit
powder (1%, w/v) was boiled in water for 20 min; the decoc-
tion was cooled to room temperature, and then lyophilised.
Qualitative screening of phytochemicals of fruit aqueous
extract was determined as previously described (Kardong
et al. 2013).

Glucose tolerance test, GTT

Mice of each group were subjected to GTT. Mice were
fasted for 12 h, then gavaged with glucose (2 g/kg glucose).
The blood was collected from the tail vein and the plasma
glucose was determined using a One Touch Il ULTRA ®
Glucometer (LifeScan, New Jersey, USA) at 30, 60, 90 and
120 min after glucose administration.

Two-bottle preference test

The two-bottle preference test was performed on the 16th
week, according to previously published procedure (Dramane
et al. 2012). Briefly, the individually housed mice were accli-
mated to two bottles/feeders of water for 24 h, then were fur-
ther subjected to two bottles/feeders: one contained canola
oil, OC (1%, v/v) emulsified in xanthan gum, XM (0.3%, w/v) in
water, and the second contained only water with vehicle XM
(0.3%, w/v). The intake was determined by weighing the
feeders after 12 h (over-night).

Samples collection

At the end of the experimental period, mice were sacrificed
and their liver and PWAT were removed, and immediately

frozen in liquid nitrogen. Blood was collected by cardiac
puncture into heparinised tubes which were centrifuged
(5000g x 10 min) to collect the plasma. All samples were
stored at —80 °C until analysis.

Biochemical analysis

Plasma total triglycerides, TG and total cholesterol, TC con-
centrations were assessed by UV/Visible spectrophotometry
kits (Diasys, Holzheim, Germany). Plasma insulin was meas-
ured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits
(EMD Millipore, MA). Fatty acids from diets and liver were
extracted and analysed by the classical Folch method (Folch
et al. 1957).

mRNA detection by real-time quantitative PCR

Total mRNA from the liver and PWAT were extracted by
Trizol (Invitrogen, California, USA), then treated with DNAase
(Qiagen, Germantown, USA) and reverse transcribed with
iScript ¢cDNA synthesis kit (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,
France) according to the manufacturer’s instructions. Real-
time quantitative PCR was performed with the iCycleriQ
real-time detection system by employing SYBR Green |I.
Primers used (forward, reverse; respectively) were as follows:

B-actin: 5'-CTGGTCGTACCACAGGCATT-3/, 5-CTCTTTGATGT
CACGCACGA-3'; fatty acid synthase, FAS: 5-GGCTCTATGGATT
ACCCAAGC-3',5- CCAGTGTTCGTTCCTCGGA-3; acetyl Co-A
carboxylase, ACC-1: 5-CGGACCTTTG AGATTTTGTGAGG-3,
5'-GCTTTATTCTGCTGGGTGAACTCTC-3'; peroxisome proliferator-
activated receptor, PPAR-o: 5'-AGAGCCCCATCTGTCCTCTC-3/, 5'-
ACTGGTAGTCTGCAAAACCAAA-3'; carnitine palmitoyltransfer-
ase, CPT-1o: 5-CCAGGCTACAGTGGGACATT-3/, 5'-GAACTTGCCC
ATGTCCTTGT-3'; glucose-6-phosphatase, G-6-Pase: 5'-TCTTGTG
GTTGGGATTCTGG-3/, 5'-CGGATGTGGCTGAAAGTTTC-3'; IL-6: 5'-
CCGCTATGAAGTTCCTCTCTGC-3/,  5'-ATCCTCTGTGAAGTCTCCT
CTCC-3; IL-1B: 5-AGCTTCCGGCAGGTGGTATCG-3/, 5-TGGAA
GGTCCACGGGCAAGA-3; TNF-o: 5" -CTCTTCTCATTCCTGCTTG
TGG-3', 5'-AATCGGCTGACGGTGTGG-3'.

The relative gene expression was determined using AACt
method. The normalised delta cycle threshold (ACt) was
calculated by subtracting the genes of interest cycle thresh-
old value from the B-actin cycle threshold value (ACt = Ctf
actin- Ct gene). Comparative gene expression between
AACt, was obtained by subtracting the vehicle delta cycle
threshold from the sample delta cycle threshold (AACt =
ACt sample- ACt control). Fold change expression was
defined with 2744,

Statistical analyses

The data are expressed as means + SEM. The significance of
differences between mean values was determined by one-
way ANOVA, followed by Fisher's least-significant-difference
(LSD) test. Significant differences were considered at p < .05.



Results

ZL fruit did not affect body weight, food and energy
intake in obese mice

The HFD used by us contained saturated fatty acids, SFAs
and polyunsaturated fatty acids, PUFAs (Table 1). The HFD

Table 1. Fatty acid composition of STD, HFD and HFD + ZL.

Fatty acids (%) STD HFD HFD + ZL
SFAs

C14:0 0.08 + 0.01 0.92 + 0.03%** 1.19 + 0.01
C16:0 14.26 + 0.01 40.44 + 0.04%** 4258 + 0.01
C18:0 3.14 £ 0.02 3.92 + 0.03* 424 + 001
€20:0 0.42 + 0.02 0.36 + 0.03 Nd
C22:0 0.69 + 0.02 0.14 + 0.03 Nd
C24:0 0.23 + 0.02 0.07 + 0.01 Nd
MUFAs

C16:1 Nd Nd Nd
C18:1 26.13 + 0.04 39.75 + 0.01%%* 37.65 + 0.04*
€20:1 0.25 + 0.02 0.25 + 0.01"° 0.09 + 0.04
(C22:1,n - 9) 0.02 + 0.01 0.02 + 0.02"° Nd
PUFAs

(C18:2,n - 6) 51.37 + 0.03 13.41 + 0.02%F* 13.35 £ 0.01
(C18:3,3n - 6) 3.43 + 0.03 0.72 + 0.07%%* 0.04 + 0.03
(C183,3n-3) Nd Nd 0.73 + 0.03
(C20:5, n - 3) Nd Nd 0.04 + 0.04
(C22:6, n - 3) Nd Nd 0.08 + 0.04

Nd: Not detectable. Each value represents the mean + SEM (n = 10). *: p <
05. *¥** p < 001, STD versus HFD group. # p < .05 HFD versus
HFDp group.
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contained more SFAs than STD and HFD-containing ZL fruit,
HFD + ZL. However, HFD + ZL contained more PUFAs than
HFD (Table 1).

The HFD significantly triggered obesity as a function of
time in mice (Figure 1(a)). Though the intake of HFD was
lesser than STD, the former group of animals consumed more
calories than the latter group (Figure 1(b,c)). Interestingly, HFD
+ ZL did not improve these parameters in obese mice (Figure
1(a—c)). Phytochemicals screening of HFD + ZL showed the
presence of flavonoids, tannins, saponins and alkaloids.

ZL fruit improved GTT, plasma glucose, insulin,
homeostatic model assessment of insulin resistance
(HOMA-IR) and lipidaemia in obese mice

Feeding the HFD significantly reduced glucose tolerance
and conversely HFD + ZL improved this parameter (Figure
2(a)). At the time of sacrifice, we observed that HFD
increased plasma glucose and insulin concentrations, and
ZL fruit significantly improved these parameters in diet-
induced obese mice (Figure 2(b,c)). Similarly, HFD increased
HOMA-IR, which was normalised by supplementation with
ZL fruit (Figure 2(d)). HFD significantly increased plasma TG
and TC concentrations, and conversely, HFD + ZL signifi-
cantly decreased these two parameters (Figure 3(a,b)).
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Figure 1. Effects of ZL fruit on body weight, food and energy intake in obese mice. The animals were maintained on either of the diets, that is, STD, HFD or HFD
+ ZL. The mice were weighed every three days (a), food (b) and energy intake (c) were determined daily till the16th week of the study. The differences between
values were determined by student’s t-test. Each value represents the mean + SEM (n = 10). *, **, ***show the significant differences between STD and HFD

group (p < .05, p < .01, p < .001; respectively).
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Figure 2. Effects of ZL fruit on GTT, plasma glucose, insulin concentrations and HOMA-IR value in obese mice. The animals were maintained on either of the diets,
that is, STD, HFD or HFD + ZL. Before sacrifice, (a) GTT was performed by measuring glycaemia every 30 min till 120 min following glucose administration; (b) and
(c) show; respectively, plasma glucose and insulin concentrations. (d) Shows HOMA-IR value. The differences between values were determined by student’s t-test.
Each value represents the mean + SEM (n = 10). *, **, *** show the significant differences between STD and HFD group (p < .05, p < .01, p < .001; respectively)
and #, ##, ### show the significant differences between HFD and HFD + ZL group (p < .05, p < .01, p < .001; respectively).

(@)
300 7 wx
250 A
200 A
150

Plasma TG
(mg/dL)

100 ~

STD HFD HFD+ZL

(b)
250 7

200 A

150 1

Plasma TC
(mg/dL)

100 A

STD HFD HFD+ZL

Figure 3. Effects of ZL fruit on plasma TG and TC concentrations in obese mice. The animals were maintained on either of the diets, that is, STD, HFD or HFD +
ZL. After sacrifice, plasma samples were collected and used to assess TG (a), TC (b) concentrations. The differences between values were determined by student’s
t-test. Each value represents the mean + SEM (n = 10). ** shows the significant differences between STD and HFD group (p < .01) and #, ## show the significant

differences between HFD and HFD + ZL group (p < .05, p < .01; respectively).
ZL fruit improved HFD-altered preference in obese mice

The two-bottle preference test showed that HFD significantly
decreased the preference for OC which was restored in mice
that received ZL fruit, along with HFD (Figure 4).

ZL fruit improved HFD-altered hepatic fatty acid
composition in obese mice

Feeding HFD altered the composition of hepatic fatty acids
as compared to STD-fed animals. HFD induced a significant

increase in stearic acid (C18:0) and decrease in the level of
mono-unsaturated fatty acids, MUFAs like Palmitoleate
(C16:1), oleate (C18:1), paullinic acid (C20:1) and PUFAs
including linoleic acid (C18:2, n - 6), a-linolenic acid (C18:3,
n - 3), dihomo-gamma-linolenic acid (20:3, n - 6), arachi-
donic acid (20:4, n - 6), eicosapentaenoic acid (20:5, n - 3),
clupanodonic acid (22:5, n — 3) and docosahexaenoic acid
(C22:6, n - 3). HFD + ZL significantly decreased stearic acid
(C18:0) and significantly increased the following fatty acids:
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Figure 4. Effects of ZL fruit on two-bottle preference in obese mice. The ani-
mals were maintained on either of the diets, that is, STD, HFD or HFD + ZL.
Before sacrifice, a behavioural test was performed on individual mouse. The dif-
ferences between values were determined by student’s t-test. Each value repre-
sents the mean = SEM (n = 10). ** shows the significant differences between
STD and HFD group (p < .01) and # show the significant differences between
HFD and HFD + ZL group (p < .05).

Table 2. Effects of different diets on liver fatty acid composition.

Fatty acids (%) STD HFD HFD + ZL
SFAs

C14:0 0.73 + 0.18 0.45 + 0.04* 0.52 £ 0.11
C16:0 27.99 + 0.78 2851 + 1.34 28.97 + 0.51
C18:0 3.67 + 0.66 224 +0.12 1.96 + 0.30"
MUFAs

C16:1 5.17 + 0.41 3.94 + 0.42% 6.07 + 0.86"*
C18:1 3132 + 1.20 4435 + 1.92* 4428 + 3.45
€20:1 0.49 + 0.17 0.71 £ 0.13* 0.80 + 0.29
PUFAs

(C18:2,n - 6) 18.11 + 1.70 13.10 £ 0.60%** 15.40 + 1.33%
(C183,n - 6) 0.67 + 0.13 0.41 + 0.13%* 0.40 + 0.08
(C18:3, n - 3) 0.46 + 0.13 0.20 + 0.03** 0.25 + 0.06"*
(C20:3, n - 6) 0.48 + 0.06 0.50 + 0.06 0.53 + 0.08"
(C20 4, n - 6) 453 + 0.49 1.99 + 0.16%* 249 + 120"
(C20:5, n - 3) 0.25 + 0.02 0.09 + 0.03* 0.10 + 0.05*
(C22:4, n - 6) 0.13 £ 0.01 0.22 + 0.05% 0.20 + 0.04
(C22:5,n - 6) 0.23 + 0.15 0.12 + 0.02%* 0.12 + 0.04
(C22:5,n - 3) 0.39 + 0.02 0.34 £ 0.06 0.35 + 0.06"
(C22:6, n - 3) 538 + 0.15 241 + 0.22%* 3.47 + 0.55"

Each value represents the mean = SEM (n = 10). *: p < .05. **: p < .01.
Ik p < .001, STD versus HFD group. #: p < .05. ##: p < .01. ###: p < .001,
HFD versus HFD + ZL group.
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(C16:1), (C18:2, n - 6), (C18:3, n - 3), (20:3, n - 6), (C20:4,
n - 6), (20:5, n - 3), (22:5, n — 3) and (C22:6, n — 3) (Table 2).

ZL fruit modulated the expression of hepatic and PWAT
mRNA encoding pro-inflammatory cytokines in
obese mice

HFD significantly upregulated IL-6, IL-18, TNF-o. mRNA
expression in the liver. ZL fruit significantly downregulated
the mRNA expression of these genes in obese animals
(Figure 5(a—c)). Similarly, HFD significantly upregulated IL-6,
IL-18, TNF-oo mRNA expression in PWAT. ZL fruit significantly
downregulated the mRNA expression of these genes in HFD-
fed animals (Figure 6(a—c)).

ZL fruit modulated the expression of hepatic mRNA
encoding lipid and glucose metabolism-related genes in
obese mice

HFD significantly upregulated FAS, ACC-1 and G-6-Pase mRNA
expression in the liver. ZL fruit significantly downregulated
the mRNA expression of these genes in HFD-fed animals
(Figure 7(a,b)). Interestingly, HFD significantly downregulated
the mRNA expression of PPAR-o. and CPT-1a, which were
upregulated in HFD + ZL group (Figure 7(c,d)). Furthermore,
HFD significantly upregulated G-6-Pase mRNA expression,
which was downregulated in HFD + ZL group (Figure 7(e)).

Discussion

In the current study, we investigated the effects of ZL fruit
on obesity and its associated metabolic alterations. In agree-
ment with previous studies (Hariri and Thibault 2010), mice
fed a HFD providing 30% of energy mainly as fat (Palm oil)
for 16 weeks developed obesity. These obese animals pre-
sented hyperlipidaemia, hyperglycaemia and inflammation in
the liver and adipose tissues. We observed that ZL fruit did
not prevent the degree of HFD-induced obesity. These
observations corroborate the study conducted on obese chil-
dren wherein Zizyphus jujuba fruit powder failed to decrease
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Figure 5. Effects of ZL fruit on the expression of the hepatic mRNA genes encoding pro-inflammatory cytokines in obese mice. The animals were maintained on
either of the diets, that is, STD, HFD or HFD + ZL. After sacrifice, liver samples were collected to assess the mRNA expression of IL-6 (a), IL-1f (b) and TNF-a (c).The
differences between values were determined by student’s t-test. Each value represents the mean = SEM (n = 10). ** shows the significant differences between
STD and HFD group (p < .01) and ## shows the significant differences between HFD and HFD + ZL group (p < .01).
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Figure 6. Effects of ZL fruit on the expression of PWAT mRNA genes encoding pro-inflammatory cytokines in obese mice. The animals were maintained on
either of the diets, that is, STD, HFD or HFD + ZL. After sacrifice, PWAT samples were collected to assess the mRNA expression of IL-6 (a), IL-1f (b) and TNF-a. (c).
The differences between values were determined by student’s t-test. Each value represents the mean + SEM (n = 10). **, ***show the significant differences
between STD and HFD group; (p < .01, p < .001; respectively) and #, ##, ### show the significant differences between HFD and HFD + ZL group (p < .05, p <

.01, p < .001; respectively).
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Figure 7. Effects of ZL fruit on the expression of hepatic mRNA encoding different genes of metabolism in obese mice. The animals were maintained on either of
the diets, that is, STD, HFD or HFD + ZL and after sacrifice, liver samples were collected to assess the mRNA expression of lipogenesis-related genes, that is, FAS
(a), ACC-1 (b), energy expenditure related genes, that is, PPAR-o (c), CPT-1a (d) and glucose metabolism related gene G-6-Pase (e). The differences between
values were determined by student’s t-test. Each value represents the mean + SEM (n = 10). ***** show the significant differences between STD and HFD group
(p < .01, p < .001; respectively) and #, #i## show the significant differences between HFD and HFD + ZL group (p < .05, p < .001; respectively).

body weight gain, though it normalised alterations in serum
lipid parameters (Sabzghabaee et al. 2013). Similarly, ZL
fruit failed to upregulate fat taste perception that was down-
regulated in obese animals (Gilbertson et al. 1998, Zhang
et al. 2011). These observations suggest that ZL fruit does
exert its action on early targets of eating behaviour like pref-
erence for fat, rather it might modulate late metabolic
events, associated with obesity.

It has been reported that HFD decreases insulin sensitiv-
ity, thus, leading to an increase of glycaemia, TG and TC
concentrations (Al-Gareeb et al. 2017, Czech 2017). As
expected, we observed an increase in plasma TG and TC

concentrations in mice fed on a HFD. Furthermore, ZL fruit
improved these parameters. We observed that ZL fruit
improved insulin sensitivity which was altered in obese
mice. We observed that circulating glucose and insulin con-
centrations in HFD + ZL mice were lower than that in
obese mice in addition to the improvement of glucose tol-
erance and HOMA-IR value.

The improvement in insulin sensitivity by ZL fruit may
result from its anti-inflammatory activity. Indeed, ZL fruit
decreased hepatic and adipose inflammation. IL-6, IL-1 and
TNF-oo have been shown to be among the inflammatory
mediators which exert their actions through impairing



insulin signalling during obesity (Hotamisligil et al. 1993,
Wieser et al. 2013). We noticed that ZL fruit significantly
decreased the gene expression of IL-6, IL-13, TNF-a in the
liver and PWAT. These results corroborate previous observa-
tions that have demonstrated that ZL exerted anti-inflam-
matory and immunosuppressive effects (Abdoul-Azize et al.
2013, Boulanouar et al. 2013). Insulin resistance is associated
with impaired suppression of glucose production, enhanced
TG synthesis, and reduced fatty acids [-oxidation
(Matsumoto et al. 2006). We investigated the mRNA expres-
sion profile of the lipogenic (FAS, ACC-1) and energy
expenditure-related genes (PPAR-o, CPT-10) and of G-6-Pase
gene. FAS and ACC-1 are lipogenic proteins (Liu et al. 2018).
PPAR-ae and CPT-1a are involved in B-oxidation of fatty acids
(Tian et al. 2018). We observed that ZL fruit decreased lipo-
genesis as reflected by the decrease in FAS and ACC-1
MRNA expression, which was increased by HFD. ZL fruit
seemed to increase the utilisation of fatty acids as a source
of energy by increasing the expression of PPAR-a and CPT-
1o mRNA that were decreased in obese mice (Rodriguez-
Ramiro et al. 2016).

G-6-Pase dephosphorylates glucose-6-phosphate, the
final step in glycogenolysis and gluconeogenesis pathways,
leading to glucose production (Borthwick et al. 2001). We
observed that ZL fruit significantly decreased hepatic G-6-
Pase mRNA expression induced by HFD, leading to inhib-
ition of hepatic glucose production. This suggests that the
hypoglycaemic effect observed in HFD + ZL group was
mediated through the inhibition of G-6-Pase.

We also observed that HFD altered hepatic fatty acids
composition in accordance with previous study (Valenzuela
et al. 2017). ZL fruit reduced the hepatic concentrations of
SFAs especially (C18:0) and increased those of PUFAs and
MUFAs. It has been shown that some PUFAs in the liver are
transported to the brain to maintain its composition in fatty
acids (lgarashi et al. 2007). We also noticed the presence of
PUFAs in HFD + ZL, which were absent in HFD. The PUFAs
content of ZL fruit might participate in its beneficial effects.
It has been reported that (22:6, n — 3) improves insulin
resistance caused by obesity (Xu et al. 2015). It is note-
worthy that the extract used by us contained flavonoids,
tannins, saponins and alkaloids. The potential therapeutic
effects of ZL fruit might be attributed to these bioactive
compounds (Jayarathne et al. 2017). Indeed, saponins and
flavonoids from this plant have been shown to exert anti-
inflammatory effects in rodents (Borgi et al. 2008). In conclu-
sion, we assessed the pharmacologic effects of ZL fruit in
diet-induced obesity in C57BL/6j mice. ZL fruit showed a
protective role against insulin resistance, hyperglycaemia,
dyslipidaemia and fatty liver disease observed during obes-
ity. Our study strengthens the idea of using ZL fruit as adju-
vant therapy in obese subjects.
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Abstract

Zizyphus lotus L. is a Mediterranean plant and widely consumed for its beneficial medicinal properties. We assessed
the effects of Zizyphus lotus L. fruit on diet-induced obesity in mice. Male C57BL/6J mice received either a standard
diet or a high-fat diet, HFD (30% of palm oil, w/v) or a HFD-containing Zizyphus lotus L. fruit powder (10%, w/w) for
six weeks, followed by another six weeks period on HFD and Zizyphus lotus L. aqueous extract (1%, w/v). Hepatic
expression of key genes involved in fatty acids and glucose metabolism were assessed. The mRNA expression of three
pro-inflammatory genes, i.e., IL-6, IL-1p and TNF-a in liver and peritoneal white adipose tissue using real-time PCR
were also studied. Zizyphus lotus L. did not decrease the degree of obesity in obese mice; however, it improved
glucose tolerance test, homeostatic model assessment of insulin resistance value and decreased fasting glucose, plasma
total triglycerides and cholesterol concentrations in obese mice. Similarly, Zizyphus lotus L. fruits increased hepatic
mMRNA expression of PPAR-a. and CPT-1a and decreased the mRNA expression of FAS, ACC-1, IL-6, IL-1pB and
TNF-o. These findings showed that Z. lotus fruits improved insulin sensitivity, glucose tolerance, dyslipidemia, fatty
liver disease and the inflammatory status, but not the severity of HFD-induced obesity in mice.

Keywords: Zizyphus lotus L., high-fat diet, obesity, insulin, inflammation.

Résumé

Zizyphus lotus L. est une plante méditerranéenne largement consommée pour ses propriétés médicinales bénéfiques.
Nous avons évalué les effets des fruits de cette plante sur I'obésité induite par un régime hypergras chez un modele
animal de souris. Les souris males C57BL /6J ont recu soit un régime standard, soit un régime hypergras, HFD (30%
d’huile de palme, p/v) ou du HFD contenant une poudre de fruit Zizyphus lotus L. (10%, p/p) pour six semaines,
suivies d'une autre période de six semaines de HFD contenant un extrait aqueux de fruit Zizyphus lotus L. (1%, p/v).
L'expression hépatique de genes clés impliqués dans le métabolisme des acides gras et de glucose ont été évaluées.
L'expression de I'ARNm de trois genes pro-inflammatoires, a savoir IL-6, IL-1p et TNF-a dans le foie et tissu adipeux
blanc péritonéal par PCR, a été également étudiée. Zizyphus lotus L. n'a pas diminué le degré de 1’obésité chez les
souris obéses; Cependant, elle a amélioré la tolérance au glucose, I’indice HOMA-IR et a diminué la glycémie, les
concentrations plasmatiques en triglycérides et en cholestérol totaux chez les souris obéses. De maniere similaire, les
fruits Zizyphus lotus L. ont augmenté 1’expression hépatique de PPAR-a et de CPT-1a et ont diminué 1’expression de
I’ARNm de FAS, ACC-1, IL-6, IL-1P et TNF-a. Ces résultats ont montré que les fruits Zizyphus lotus L. ont amélioré
la sensibilité a l'insuline, la tolérance au glucose, la dyslipidémie, la stéatose hépatique et I'état inflammatoire, mais
non la gravité de I'obésité provoquée par le régime hypergras chez la souris.

Mots clés: Zizyphus lotus L., régime hypergras, obésité, insuline, inflammation.
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