Université de Montréal

Effet des acides gras oméga-3 sur I'inflammasome NLRP3 et les facteurs de risque de diabéte

de type 2 chez ’humain : modéles in vivo et ex vivo

Par
Valérie Lamantia, étudiante au doctorat

dirigée par Dre. May Faraj

Département de Nutrition, Université de Montréal, Faculté de Médecine
Thése présentée en vue de I'obtention du grade de Philosophiae Doctor (Ph.D.)

en Nutrition

31 décembre 2019

© Valérie Lamantia, 2019



RESUME

Contexte : La dysfonction du tissu adipeux blanc (TAB) favorise les facteurs de risque de diabéte
de type 2 (DbT2), c'est-a-dire la résistance a linsuline (RI), I'hyper sécrétion d’insuline
glucostimulée (SIGS), le délai de clairance des gras et les concentrations élevées d’apoB-
lipoprotéines (apoB plasmatique) incluant les lipoprotéines de faible densité (LDL). De récentes
études de notre laboratoire et d’autres suggérent que le niveau élevé d’apoB plasmatique
(hyperapoB) est une cause et non seulement une conséquence de la dysfonction du TAB. De
plus, une internalisation augmentée d’apoB-lipoprotéines via les récepteurs tels que le récepteur
aux LDLs (LDLR) et le cluster de différenciation 36 (CD36), favorise le risque de DbT2.
Cependant, les mécanismes sous-jacents de méme que les interventions nutritionnelles pour les
cibler demeurent incertains. L'activation de la voie de I'inflammasome NLRP3/ interleukine (IL) -
1B favorise la dysfonction du TAB et les facteurs de risque de DbT2 et est activée par les LDLs
oxydées dans les cellules immunitaires. L'acide eicosapentaénoique (AEP) et [l'acide
docosahexaénoique (ADH) réduisent I'nyperapoB, I'activité de l'inflammasome NLRP3 dans les
cellules immunitaires et les facteurs de risque de DbT2 chez I'humain. lls sont synthétisés de
facon endogéne par I'entremise des désaturases d’acides gras 6-5 (D5D) et 8-6 (D6D). Chez
’humain, de faibles niveaux d’AEP et d’ADH circulants et d’activité de la D5D et une activité

élevée de la D6D prédisent l'incidence de DbT2 et la RI par des mécanismes inconnus.

Objectifs : L'hypothése de ma thése est que I'AEP et ’ADH améliorent les facteurs de risque de
DbT2, soit la dysfonction du TAB, le délai de clairance des gras, la Rl et 'hyper SIGS, ceci via
une baisse de I'apoB plasmatique et de l'activité de I'inflammasome NLRP3 dans le TAB. Les
objectifs sont d'examiner si: 1) les associations entre les activités de la D5D et de la D6D et les
facteurs de risque de DbT2 dépendent de l'apoB plasmatique; 2) la supplémentation en
AEP+ADH réduit I'apoB plasmatique, I'expression du LDLR et du CD36 dans le TAB, I'activité de
linflammasome NLRP3 dans le TAB et les facteurs de risque de DbT2; 3) TAEP+ADH inhibe la

sécrétion d'lIL-1B par le TAB humain stimulée par des signaux canoniques ou les LDLs natives.

Méthodes: Des hommes et des femmes postménopausées normoglycémiques ont été testés a
I'état basal et aprés une supplémentation en AEP (1,8 g/jour) et ADH (0,9 g/jour) de 12 semaines.
Les activités de la D5D et de la D6D ont été estimées a partir des acides gras produits/
précurseurs dans les phospholipides plasmatiques. Nous avons mesuré la SIGS, la RI et le

disposition index lors d’un clamp Botnia. Aprés un repas a 66% de gras, le délai de clairance des



gras a été mesuré par l'aire sous la courbe (sur 6 h) des triglycérides (TG) ou de I'apoB48
(chylomicrons) plasmatiques. Ex vivo dans une biopsie de TAB, nous avons mesuré I'expression
de surface du LDLR et du CD36 par immunohistochimie, 'ARNm de NLRP3 et IL1B par RT-gPCR
et la sécrétion d'IL-1B par alpha-LISA en I'absence ou en présence d’'une stimulation par le
lipopolysaccharide (LPS), 'adénosine triphosphate (ATP) et/ou les LDLs humaines natives et lors

d’'une co-incubation avec 'AEP+ADH.

Résultats: A I'état basal (N=98), I'activit¢ de la D5D corrélait négativement avec l'apoB
plasmatique, la 2° phase de SIGS, la RI et le délai de clairance des chylomicrons et ces
associations étaient dépendantes de I'apoB plasmatique. Inversement, l'activité de la D6D
corrélait positivement avec la SIGS, la Rl et le délai de clairance des chylomicrons
indépendamment de I'apoB plasmatique. Chez les sujets ayant complété la supplémentation en
AEP+ADH (N=30), on notait une amélioration de la 1° phase de SIGS, du disposition index et de
la clairance des TGs. Des niveaux initiaux plus élevés d'apoB plasmatique, de TGs postprandiaux
plasmatiques et de R, et dans le TAB d'expression du LDLR et du CD36, de sécrétion d’IL-13 et
d'ARNm de NLRP3 prédisaient une plus grande réduction de ces paramétres. En comparaison a
I'acide palmitique, TAEP+ADH inhibait la sécrétion d'IL-13 par le TAB, en I'abscence ou en

présence d’une stimulation par le LPS, I'ATP et/ou les LDLs natives de ces sujets.

Conclusion: Les associations inverses entre I'activité de la D5D avec les facteurs de risque de
DbT2 sont dépendantes de I'apoB plasmatique. Les meilleurs répondants a la supplémentation
en AEP et ADH, en termes de réduction d'apoB plasmatique, d’expression du LDLR et du CD36
dans le TAB, d'activité de l'inflammasome NLRP3 dans le TAB, de TGs postprandiaux et de R,
sont les sujets avec des niveaux initiaux élevés de ces paramétres. L’AEP et 'ADH inhibent
directement la sécrétion d'IL-18 par le TAB humain induite par les LDLs natives ou d'autres
signaux. Nous proposons que la supplémentation en AEP et ADH puisse cibler I'activité de
linflammasome NLRP3 dans le TAB, induite par un niveau élevé d’apoB-lipoprotéines

plasmatiques ou internalisées par les récepteurs, et ainsi aider a prévenir le DbT2.

Mots-clés: Acides gras polyinsaturés oméga-3, acide -eicosapentaénoique, acide
docosahexaénoique, désaturase d'acides gras ©0-5, désaturase d'acides gras 6-6,
apolipoprotéine B (apoB), lipoprotéines de faible densité (LDL), inflammasome NLRP3,
interleukine-1B, diabéte de type 2, tissu adipeux blanc, inflammation, résistance a l'insuline,

sécrétion d'insuline, métabolisme postprandial des gras.



ABSTRACT

Background: White adipose tissue (WAT) dysfunction promotes risk factors for type 2 diabetes
(T2D), namely insulin resistance (IR), high glucose-stimulated insulin secretion (GIIS), delayed
fat clearance and high concentrations of apoB-lipoproteins (measured as plasma apoB) including
low density lipoproteins (LDL). Recent studies from our lab and others suggest that high plasma
apoB (hyperapoB) is a cause and not only a consequence of WAT dysfunction. Moreover,
upregulated receptor-mediated uptake of apoB-lipoproteins via LDL receptor (LDLR) and cluster
of differentiation 36 (CD36), promotes the risk for T2D. However, underlying mechanisms as well
as nutritional interventions to target them remain unclear. Activation of the NLRP3 inflammasome/
interleukin (IL)-1pB pathway promotes WAT dysfunction and risk factors for T2D and is activated
by oxidized LDLs in immune cells. Eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid
(DHA) reduce hyperapoB, NLRP3 inflammasome activity in immune cells and risk factors for T2D
in humans. They are synthesized endogenously through &-5 (D5D) and 6-6 (D6D) fatty
desaturases. In humans, low levels of circulating EPA and DHA and D5D activity and high D6D

activity predict the incidence of T2D and IR by unknown mechanisms.

Objectives: The hypothesis of my thesis is that EPA and DHA improve T2D risk factors, namely
WAT dysfunction, delayed fat clearance, IR and high GIIS, this via a reduction of plasma apoB
and WAT NLRP3 inflammasome activity. The objectives are to examine whether: 1) the
associations between the levels of DSD and D6D activities and the risk factors for T2D are
dependent on plasma apoB; 2) supplementation with EPA+DHA reduces plasma apoB, WAT
LDLR and CD36 expression, WAT NLRP3 inflammasome activity and T2D risk factors; 3)
EPA+DHA directly inhibits IL-1B secretion from human WAT stimulated by canonical signals or

native LDLs.

Methods: Normoglycemic men and postmenopausal women were tested at baseline and after
supplementation with EPA (1.8 g/day) and DHA (0.9 g/day) for 12 weeks. The activities of D5D
and D6D were estimated from the product/precursor fatty acids in plasma phospholipids. We
measured GIIS, IR and disposition index by a Botnia clamp. Following a 66% fat meal, delayed
fat clearance was measured as the area under the curve (over 6 h) of plasma triglycerides (TG)
or apoB48 (chylomicrons). Ex vivo in a WAT biopsy, we measured LDLR and CD36 surface
expression by immunohistochemistry, NLRP3 and IL1B mRNA by RT-gPCR, and IL-1[3 secretion



by alpha-LISA either unstimulated or stimulated by lipopolysaccharide (LPS), adenosine
triphosphate (ATP), and/or native human LDLs, and during co-incubation with EPA+DHA.

Results: At baseline (N=98), D5D activity correlated negatively with plasma apoB, 2" phase GIIS,
IR and delayed chylomicron clearance and these associations were dependent on plasma apoB.
Conversely, D6D activity correlated positively with GIIS, IR, and delayed chylomicron clearance
independently of plasma apoB. In subjects who completed the EPA+DHA supplementation
(N=30), there was an amelioration in 15 phase GIIS, disposition index and TG clearance. Higher
baseline levels of plasma apoB, plasma postprandial TGs, IR, WAT LDLR and CD36 surface
expression, WAT IL-1B secretion and WAT NLRP3 mRNA predicted a greater reduction of these
parameters. In comparison with palmitic acid, EPA+DHA inhibited IL-13 secretion from WAT,

either unstimulated or stimulated by LPS, ATP and/or subjects’ native LDLs.

Conclusion: The negative associations of D5D activity with risk factors for T2D are dependent
on plasma apoB. Best responders to EPA and DHA supplementation to reduce plasma apoB,
WAT LDLR and CD36 expression, WAT NLRP3 inflammasome activity, delayed TG clearance,
and IR are subjects with elevated baseline levels of these parameters. EPA and DHA directly
inhibit IL-1B secretion from human WAT induced by native LDLs or other signals. We propose
that EPA and DHA supplementation may target upregulated WAT NLRP3 inflammasome activity
induced by high plasma concentrations, or receptor-mediated uptake, of apoB-lipoproteins, and

thus help prevent T2D.

Keywords: Omega-3 polyunsaturated fatty acids, eicosapentaenoic acid, docosahexaenoic acid,
0-5 fatty acid desaturase, 6-6 fatty acid desaturase, apolipoprotein B (apoB), low density
lipoprotein (LDL), NLRP3 inflammasome, interleukin-13, type 2 diabetes, white adipose tissue,

inflammation, insulin resistance, insulin secretion, postprandial fat metabolism.
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ADGL : acide dihomo-y—linolénique (C20:3w-6)
ADH : acide docosahexaénoique (C22:6w-3)
ADP : acide docosapentaénoique (C22:5w-3)
AEP : acide eicosapentaénoique (C20:5w-3)
AGL : acide y-linolénique (C18:3w-6)

AGM : acide gras monoinsaturé

AGNE : acide gras non estérifié

AGP : acide gras polyinsaturé

AGS : acide gras saturé

Akt : protéine kinase B

AL : acide linoléique (C18:2w-6)

AMPK : AMP-activated protein kinase

apoB : apolipoprotéine B

ASC : adaptor protein apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment
domain

ATGL : adipose triglyceride lipase

ATP : adénosine triphosphate

CD : classe de différenciation (cluster of differentiation)
CETP : protéine de transfert des esters de cholestérol (cholesteryl ester transfer protein)
CPT1 : carnitine palmitoyltransférase 1

CRP : protéine C réactive (C-reactive protein)
D4D : désaturase d’acides gras 06-4

D5D : désaturase d’acides gras 0-5

D6D : désaturase d’acides gras 0-6

DAG : diacylglycérol

DbT2 : diabéte de type 2

DGAT : diacylglycérol acyltransférase

F4/80 : EGF-like module-containing mucin-like hormone receptor-like 1
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FABP : protéine de liaison aux acides gras (fatty acid binding protein)
FADS1 : géne de la désaturase d’acides gras 1

FADS?2 : géne de la désaturase d’acides gras 2

FATP : protéine de transport des acides gras (fatty acid transport protein)
FFA : free fatty acid receptor

G6PD : glucose-6-phosphate déshydrogénase

GLUT : transporteur de glucose

GPR : G protein-coupled receptor

HbA1c : hémoglobine glycquée

HDL : lipoprotéine de haute densité (high density lipoprotein)

HDLC : cholestérol dans les lipoprotéines de haute densité (high density lipoprotein cholesterol)
HMGCR : 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl coenzyme-A reductase

HOMA-IR : homeostasis model assessment of insulin resistance

HSL : lipase hormonosensible (hormone-sensitive lipase)

IDL : lipoprotéine de densité intermédiaire (intermediate density lipoprotein)
IL-1R : récepteur de l'interleukine-1

IL-1Ra : antagoniste au récepteur de l'interleukine-1

IL : interleukine

IMC : indice de masse corporelle

IRS : substrat du récepteur a I'insuline (insulin receptor substrate)

JNK: c-Jun N-terminal kinase

LC : longue chaine

LDL : lipoprotéine de faible densité (low density lipoprotein)

LDLC : cholestérol dans les lipoprotéines de faible densité (low density lipoprotein cholesterol)
LDLR : récepteur aux lipoprotéines de faible densité (low density lipoprotein receptor)
Lp(a) : lipoprotéines (a)

LPL : lipoprotéine lipase

LPS : lipopolysaccharide

LRT : lipoprotéines riches en triglycérides

MAG : monoacylglycérol

MCP-1 : monocyte chemotactic protein-1

NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

NF-kB : nuclear factor-k B
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NLRP3 : nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat containing nod-like receptor, pyrin
domain containing 3

Nrf2 : nuclear factor erythroid 2-related factor 2

PAI-1 : plasminogen activator inhibitor-1

PCSK®9 : proprotein convertase subtilisin-kexin type 9

PGC1a : peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1a
PI1-3K : phosphoinositide 3-kinase

PPAR : peroxisome proliferator-activated receptor

ROS : espéces réactives de 'oxygéne (reactive oxygen species)

SCARP : sterol regulatory element binding protein cleavage activating protein
SIGS : sécrétion d’insuline glucostimulée

SNP : polymorphisme d’'un seul nucléotide (single nucleotide polymorphism)
SOD : superoxide dismutase

SREBP : sterol regulatory element binding protein

TAB : tissu adipeux blanc

TG : triglycéride

TLR : récepteur de type Toll (toll-like receptor)

TNF-a : tumor necrosis factor a

UCP : uncoupling protein

VLDL : lipoprotéine de trés faible densité (very low density lipoprotein)
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Au début on vous demandera pourquoi vous ]efaites.

Puis, on vous demandera comment vous I’avez fait.

Auteur inconnu
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CHAPITRE | : INTRODUCTION

Le diabéte de type 2 (DbT2) est une maladie chronique reliée aux habitudes de vie qui entraine
des complications graves et dont la prévalence est alarmante (1). Il se caractérise par une
hyperglycémie chronique engendrée par un défaut du métabolisme des glucides et des lipides.
Au-dela de l'obésité per se, la dysfonction du tissu adipeux blanc (TAB) favorise les anomalies
métaboliques (2-5). Le chapitre Il détaillera les caractéristiques, d’'une part, d’'un métabolisme
normal présent chez I'individu sain et, d’autre part, d'un métabolisme anormal présent chez
I'individu diabétique ou a haut risque de DbT2 vis-a-vis de I'utilisation des glucides et des lipides
et de la fonction du TAB.

Notre laboratoire travaille a montrer que les niveaux élevés de lipoprotéines athérogénes
porteuses de 'apolipoprotéine (apo) B (apoB-lipoprotéines) sont une cause du DbT2, car elles
induisent la dysfonction du TAB (6-8). Cependant, les mécanismes sous-jacents sont inconnus.
L’activation de I'inflammasome nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat containing nod-
like receptor, pyrin domain containing 3 (NLRP3), un complexe protéique intracellulaire
d'immunité innée sécrétant l'interleukine (IL)-18 pro-inflammatoire, pourrait étre un de ces
mécanismes. Les sections 3.4 a 3.6 présentent les évidences scientifiques qui supportent ces

hypothéses.

Afin de déterminer une thérapie nutritionnelle contre les niveaux élevés d’apoB-lipoprotéines
circulantes (apoB plasmatique), nous avons réalisé une revue de la littérature sur les interventions
nutritionnelles modulant ceux-ci. Cette revue est incluse a la section 4.1. Les acides gras
polyinsaturés (AGP) oméga-3 (w-3) a longue chaine (LC) (AGPs w-3 LC) permettent en effet
d’abaisser 'apoB plasmatique (9), ainsi que les facteurs de risque de DbT2, soit |la résistance a
l'insuline (10), le délai de clairance des gras (11-13) et l'inflammation (14-17) chez '’humain. Une
revue des études supportant ces effets est présentée a la section 9. De plus, les effets des AGPs
n-3 LC spécifiquement sur le TAB seront examinés plus en profondeur, vis-a-vis du métabolisme
des glucides (18, 19), des lipides (20-23) et de l'inflammation (18, 24-27).
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CHAPITRE Il : REVUE DE LA LITTERATURE

1 Le métabolisme normal des glucides et des lipides

1.1 Le métabolisme des glucides

1.1.1  Le métabolisme a I'état postprandial

Sécrétion d’insuline

L’insuline est une hormone sécrétée en réponse a une élévation de la glycémie, donc qui s’éléve
a I'état postprandial. Elle permet de rétablir la glycémie entre 4,0 et 6,0 mmol/L, soit les valeurs
normales a jeun (2, 28, 29). L’insuline est libérée par les cellules B des ilots de Langerhans du
pancréas lors du clivage du précurseur proinsuline en insuline et en C-peptide, ceci en quantité
équimolaire (30). Le C-peptide possede une demi-vie plus longue que celle de I'insuline (20 — 30
contre 3 — 5 minutes), ce qui explique que sa mesure est souvent utilisée pour évaluer la sécrétion
d’insuline glucostimulée (SIGS) endogéne. La premiére phase de SIGS est rapide et d’'une durée
de 5 a 10 minutes (29). Quant a la deuxiéme phase de SIGS, elle est plus lente, mais prolongée
et persiste jusqua 30-60 minutes aprés [lapparition du stimulus. Chez [individu
normoglycémique, la SIGS s’ajuste au degré de sensibilité a l'insuline suivant une relation
hyperbolique (2, 3, 31). Chez 'humain, le glucose traverse la membrane plasmique via le
transporteur de glucose (GLUT) 1 ce qui augmente la production d’adénosine triphosphate (ATP),
entraine la fermeture des canaux de potassium et I'ouverture des canaux de calcium et déclenche

I'exocytose des granules d’insuline (32).

Sensibilité a l'insuline

L’insuline a une action anabolisante, stimulant le stockage des substrats énergétiques. Parmi ses
principaux effets sur le métabolisme des glucides, cette hormone stimule la captation du glucose
et la synthése de glycogéne (forme de réserve du glucose) au niveau du muscle (33, 34). Elle
favorise aussi dans le muscle I'oxydation du glucose au détriment des acides gras. Au niveau du
foie, elle stimule la synthése de glycogéne et inhibe la néoglucogenése (synthése de glucose a
partir de précurseurs non glucidiques) (34, 35). L’insuline permet la captation du glucose en
engendrant une voie de signalisation. En bref, celle-ci implique la liaison de l'insuline a son
récepteur, la phosphorylation du substrat du récepteur a l'insuline (insulin receptor substrate;
IRS)-1, l'activation de la phosphoinositide 3-kinase (PI-3K) et la translocation du GLUT4 a la
membrane plasmique (36). L’insuline stimule aussi la voie des pentoses phosphates produisant

le nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) via la glucose-6-phosphate
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déshydrogénase (G6PD), notamment chez les adipocytes et hépatocytes (37, 38). Le NADPH
sert de cofacteur et de donneur d’électrions pour plusieurs processus métaboliques tels que la
défense antioxydante via le systéme du glutathion et la lipogenése de novo qui désigne la

synthése de lipides a partir de précurseurs glucidiques (37, 38).

1.1.2  Le métabolisme a I'état de jedne

A I'état de jeGne, la baisse de la glycémie réduit la sécrétion d’insuline, tandis qu’elle stimule la
sécrétion d’autres hormones ou neurotransmetteurs, tels que le glucagon (39). Le glucagon est
sécrété par les cellules alpha des ilots pancréatiques et stimule la relache de glucose en
circulation afin de maintenir une glycémie stable. Plus spécifiquement, il stimule la glycogénolyse,
c’est-a-dire la dégradation du glycogéne en glucose dans le muscle squelettique et le foie (39,
40). Egalement, il augmente la néoglucogenése qui se produit majoritairement dans le foie, mais
aussi dans les reins (39, 41). De plus, il stimule le catabolisme des protéines et la lipolyse
(hydrolyse des stocks de lipides endogénes) dans le TAB (42) afin de fournir des précurseurs

pour la néoglucogenése (lactate, alanine, glycérol et acides aminés) (39).

1.2 Le métabolisme des lipides

Définition

Les lipoprotéines sont les particules transportant les lipides en circulation (43, 44). Elles sont
formées d’un cceur hydrophobique de lipides non polaires (principalement du cholestérol et des
triglycérides (TG)), entouré d’'une membrane hydrophile de lipides polaires (principalement des
phospholipides et du cholestérol libre) et d’apos, ce qui permet leur solubilité en circulation. On
désigne sept classes de lipoprotéines selon leur taille et leur contenu en lipides et apos: les
chylomicrons, les résidus de chylomicrons, les lipoprotéines de trés faible densité (very low
density lipoprotein; VLDL), de densité intermédiaire (infermediate density lipoprotein; IDL), de
faible densité (low density lipoprotein; LDL), de haute densité (high density lipoprotein; HDL) et
les lipoprotéines (a) (Lp(a)). Tandis que les chylomicrons et les VLDLs sont riches en TGs, les

LDLs et les HDLs sont plutét riches en cholestérol.

Chacune de ces lipoprotéines possede une provenance et un role particuliers. Les chylomicrons
incorporent les lipides alimentaires et sont sécrétés par I'intestin (43-45). Dans le tissu adipeux
et le muscle, les TGs contenus dans ces chylomicrons sont hydrolysés sous I'action de la
lipoprotéine lipase (LPL) afin de libérer des acides gras non estérifiés (AGNE). Les résidus de
chylomicrons qui en résultent sont captés par le foie qui retourne ces lipides en circulation sous

la forme de VLDLs. A nouveau, ces TGs sont hydrolysés sous I'action de la LPL pour alimenter
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le TAB et le muscle en AGNEs, générant ainsi les IDLs, puis de la méme facon les LDLs. Quant
aux HDLs, elles sont responsables du transport inverse du cholestérol. Elles sont sécrétées par
le foie ou lintestin et incorporent le cholestérol effluent des cellules. Notons aussi que les
chylomicrons échangent des TGs pour du cholestérol en provenance des LDLs et des HDLs sous
I'action de la protéine de transfert des esters de cholestérol (cholesteryl ester transfer protein;
CETP).

Les apos remplissent de multiples fonctions (43, 44). Notamment, elles fournissent une structure
aux lipoprotéines, permettent la liaison aux récepteurs des lipoprotéines, guident la formation des
lipoprotéines et régulent les enzymes du métabolisme des lipoprotéines. L’apoB se situe au
centre de la problématique énoncée dans cette thése. Elle se loge sur les lipoprotéines
athérogénes, nommément les chylomicrons, VLDLs, IDLs, LDLs et Lp(a)s. Puisque chacune de
ces particules comporte une seule et unique apoB, le dosage de I'apoB plasmatique permet de
mesurer le nombre de lipoprotéines athérogénes en circulation (46-48). Elle comprend 2 formes,
soit 'apoB48 sécrétée par l'intestin et incorporée dans les chylomicrons, et 'apoB100 sécrétée
par le foie et incorporée dans les VLDLs, IDLs et LDLs. Excepté lorsque spécifié, 'apoB regroupe
les deux formes sans égard pour leur origine. Environ 90% des apoBs se logent sur les LDLs

chez les sujets en santé, ce qui fait des LDLs la principale forme d’apoB-lipoprotéines (46).

1.2.1  Le métabolisme a I'état postprandial

Chez les sujets en santé, le métabolisme des lipoprotéines s’ajuste selon I'état postprandial ou
de jetine afin de répondre aux besoins énergétiques, tel quiillustré a la figure 1.1. A I'état
postprandial, on voit apparaitre en circulation des chylomicrons riches en TGs alimentaires
sécrétés par l'intestin (49). Dans le TAB, I'insuline stimule I'expression de la LPL, qui hydrolyse
les TGs en AGNEs (34, 50), stimule la réestérification des AGNEs dans les stocks de TGs
intracellulaires et inhibe la lipolyse (34, 51, 52). A I'inverse, I'expression de la LPL est réduite a
I'état postprandial au niveau du muscle alors que l'insuline favorise la captation du glucose (34,
50). La majorité des AGNEs provenant de I'hydrolyse des TGs des lipoprotéines sont donc captés
par le TAB (53). Dans le foie, I'insuline inhibe la sécrétion de VLDLs en favorisant la dégradation
de I'apoB (54). Aussi dans le foie, I'insuline stimule la synthése de TGs (34, 35) et les enzymes

impliquées dans la lipogenése de novo (49, 55).
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Figure 1.1: Le métabolisme des lipoprotéines a I’état postprandial et de je(ine
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A I'état postprandial (symboles verts), on note une activation de la sécrétion de chylomicrons par
l'intestin, une augmentation de l'activité de la LPL et du stockage de TGs dans le TAB et une
réduction de l'activité de la LPL dans le muscle, de la lipolyse dans le TAB et de la sécrétion de
VLDLs par le foie. A I'état de jeline (symboles bleus), la sécrétion de chylomicrons est nulle et

chacun de ces changements s’effectue dans la direction opposée.

AGNE, acide gras non estérifié; apo, apolipoprotéine; IDL, lipoprotéine de densité intermédiaire;
LDL, lipoprotéine de faible densité; LPL, lipoprotéine lipase; TAB, tissu adipeux blanc; TG,
triglycéride; VLDL, lipoprotéine de trés faible densité.
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1.2.2  Le métabolisme a I'état de jeldne

Lors du je(ine, la sécrétion de chylomicrons est réduite par la faible disponibilité des TGs
alimentaires. La baisse de l'insulinémie favorise la sécrétion de VLDLs afin d’alimenter les
organes périphériques (54). L’activité de la LPL diminue dans le TAB, tandis qu’elle augmente
dans le muscle afin de favoriser la captation des AGNEs provenant des VLDLs et I'oxydation de
ceux-ci (34, 50). Egalement, la baisse de la SIGS et la hausse de la sécrétion de glucagon
stimulent la lipolyse dans le TAB (34, 51, 52). La lipolyse est initiée par I'hydrolyse des TGs en
diacylglycérols (DAG) sous I'action de I'adipose triglyceride lipase (ATGL) (56). Par la suite, la
lipase hormonosensible (hormone-sensitive lipase; HSL) hydrolyse les DAGs en
monoacylglycérols (MAG) (57). Subséquemment, les MAGs sont hydrolysés par la MAG lipase
générant du glycérol et des AGNEs. Ces AGNEs peuvent ainsi étre oxydés localement par le

TAB ou liés a I'albumine et envoyés en circulation afin d’étre oxydés dans d’autres tissus.

1.3 La fonction du tissu adipeux blanc

Définition

Le TAB peut étre localisé dans la portion interne ou sous-cutanée selon sa disposition de part et
d’autre des fascias musculaires (58). Le TAB sous-cutané peut étre lui-méme subdivisé en une
partie profonde ou superficielle, séparées par le fascia superficialis dans la région gynoide. Dans
cette thése, nous nous concentrerons sur la fraction du TAB la plus efficace dans le métabolisme
des gras: le TAB sous-cutané superficiel. Le TAB est constitué principalement d’adipocytes
matures, mais aussi d’'une fraction stroma vasculaire qui comprend des préadipocytes non
différenciés, des cellules immunitaires telles que des macrophages, neutrophiles et lymphocytes,
des cellules endothéliales, des fibroblastes, des cellules sanguines, etc (58, 59). Les proportions
des différents types cellulaires varient selon I'individu et 'emplacement du dépét adipeux (60). Le
TAB remplit plusieurs fonctions importantes pour 'homéostasie du glucose et des lipides tel que

décrit ci-dessous. Egalement, il contribue a I'isolation thermique et la protection mécanique.

1.3.1  Le métabolisme a I'état postprandial

La fonction cruciale du TAB a laquelle nous ferons allusion dans cette thése est sa capacité a
stocker I'énergie sous forme de TGs et ainsi a «tamponner» le flux de lipides. Une bonne capacité
d’expansion du TAB évite les dépbts de gras ectopiques (a I'extérieur du tissu adipeux) et protege
donc les organes périphériques de la lipotoxicité, c’est-a-dire le phénoméne par lequel I'exposition

a des concentrations élevées de lipides et de métabolites lipidiques affecte négativement la
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sensibilité a Iinsuline et la SIGS dans les organes périphériques (36). Plus spécifiquement, le
TAB en période postprandiale posséde une bonne capacité a hydrolyser les TGs diététiques
transportés dans les lipoprotéines riches en TGs (LRT) par I'action de la LPL, puis a capter et
stocker les AGNES relachés sous la forme de TGs (5, 50, 61-64). Egalement, & I'état postprandial,
le TAB fonctionnel inhibe la lipolyse et la relache d’AGNEs (34, 51, 52). L’ensemble de ces

processus sont stimulés par I'insuline et donc facilités par une haute sensibilité a l'insuline.

1.3.2  Le métabolisme a I'état de jeldne

Le TAB fonctionnel se caractérise par une grande flexibilité métabolique (61), se traduisant par
une bonne capacité a augmenter ou supprimer la lipolyse en période de jeline ou postprandiale
respectivement, ceci en réponse a linsuline (34, 51, 52). Une bonne coordination de ces
processus permet de répondre adéquatement aux besoins énergétiques. De plus, cette flexibilité
métabolique se caractérise par une bonne aptitude a favoriser 'oxydation des glucides a I'état
postprandial et des lipides a I'état de jeline. En effet, 'augmentation du quotient respiratoire de
I'état a jeun a I'état postprandial (indiquant I'oxydation préférentielle des glucides) corréle avec la
sensibilit¢ & linsuline (65). Egalement, une partie des acides gras libérés peuvent étre
réestérifiées en TGs par une réaction consommant de I'’énergie, sous I'action de la diacylglycérol
acyltransférase (DGAT) 1 et 2. Ainsi, il existe un cycle futile d’hydrolyse et de réestérification des
acides gras dans le TAB fonctionnel qui contribue a dissiper de I'énergie et a prévenir la

lipotoxicité (66).
1.3.3  Les autres fonctions du tissu adipeux blanc

Le TAB remplit plusieurs autres fonctions essentielles au maintien de ’lhoméostasie du glucose
et des lipides qui ne seront que brievement abordées ici. Le TAB sain se caractérise par la
sécrétion d’adipokines favorables a la sensibilité a l'insuline et a la résolution de I'inflammation.
Egalement, au niveau de sa composition cellulaire, il présente une bonne coordination de
'angiogenése (croissance du réseau de vaisseaux sanguins) (62, 63) et de l'adipogenése
(formation des adipocytes a partir de cellules progénitrices) (62) et une faible hypertrophie

adipocytaire et infiltration de cellules immunitaires (décrit ultérieurement) (63), etc.

D’abord, le TAB joue un réle endocrinien en sécrétant des adipokines, soit une famille de
molécules signalétiques immunitaires, appelées cytokines, sécrétées par le tissu adipeux, soit
exclusivement telle que la leptine ou 'adiponectine, ou non telle que I'lL-1B, I'lL-6 et le tumor
necrosis factor a (TNF-a) (2, 62, 67). Ces adipokines remplissent différentes fonctions notamment

dans le contrdle du systéme immunitaire (ex.: TNF-a et IL-6), de la pression artérielle (ex. :
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angiotensinogéne), de la coagulation sanguine (ex. : plasminogen activator inhibitor-1; PAI-1), de
'angiogenése (ex.: vascular endothelial growth factor), de 'homéostasie du glucose, du
métabolisme énergétique et/ou des signaux de satiété (adiponectine, résistine et leptine), etc
(62). Par exemple, chez des jeunes adultes en santé, les niveaux d’adiponectine sont associés
positivement a la sensibilité a l'insuline (mesurée par le quantitative insulin sensitivity check
index), tandis que les niveaux de TNF-a et de PAI-1 sont associés négativement avec celle-ci
(68). Aussi in vitro, les adipocytes surexprimant I'adiponectine présentent une meilleure captation
du glucose induite par linsuline (69). Ensuite, une bonne vascularisation permet un apport
adéquat en nutriments, oxygéne, adipokines et cellules progénitrices ce qui contribue a prévenir
I'hypoxie et a faciliter 'adipogenése lorsque le TAB s’élargit (62). En effet, un bon contrdle de
I'adipogenése est essentiel afin d’obtenir une expansion saine du TAB. Le TAB est formé a partir
des cellules mésenchymateuses présentes au site de développement du tissu ou de cellules
progénitrices provenant de la moelle osseuse (62, 70). Eventuellement, celles-ci se commettent
en préadipocytes. Puis, peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) y stimule leur
maturation en adipocytes qui accumulent des lipides (62, 71). PPAR-y est non seulement un
régulateur majeur de la différenciation, mais il favorise aussi la sensibilité a I'insuline (71, 72). |l
est notamment la cible des thiazolidinediones, un médicament antidiabétique. La capacité
d’augmenter le nombre d’adipocytes (hyperplasie) contrairement a la taille des adipocytes
(hypertrophie), en recrutant de nouvelles cellules progénitrices, s’avére protectrice et
positivement corrélée a la sensibilité a I'insuline de fagon transversale chez les sujets obéses (71,
73).

2 Le diabéte de type 2 : Définition, prévalence et complications

Le diabéete est une maladie chronique qui se manifeste par une hyperglycémie. Il regroupe
plusieurs types de diabéte (74). Le diabéte de type 1 est principalement causé par une destruction
des cellules B pancréatiques entrainant une déficience en insuline. Généralement, il se déclare
avant I'age de 25 ans, implique un processus auto-immunitaire et nécessite immédiatement
I'administration d’insuline. Le DbT2 est une maladie multifactorielle qui se manifeste de fagon trés
hétérogéne selon différents degrés de résistance a I'insuline et de déficience en insuline relative.
Le plus souvent, il se présente chez I'adulte en surpoids avec une histoire familiale de DbT2 et
nécessite initialement la prise d’agents hypoglycémiants. Egalement, le diabéte gestationnel
désigne I'intolérance au glucose qui se manifeste pour la premiére fois lors de la grossesse. Enfin,
il existe aussi une variété d’autres types de diabéte moins fréquents, principalement secondaires

a un défaut génétique, une maladie ou une médication.
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Le DbT2 est au cceur de la problématique décrite dans cette thése. Il pose un lourd fardeau social
et économique sur la population canadienne. Sa prévalence est présentement en hausse,
estimée a 7,5% chez les Canadiens d’age adulte (20-79 ans) (1). En I'absence d’'une prise en
charge thérapeutique, le DbT2 entraine [l'apparition de complications graves d’ordre
microvasculaire (rétinopathie, neuropathie et néphropathie) ou macrovasculaire (infarctus du
myocarde, accident vasculaire cérébral et artériopathie périphérique) (75). Le DbT2 est
diagnostiqué lorsqu’un des critéres suivants est présent (a deux reprises): une glycémie a jeun
7,0 mmol/L, un taux d’hémoglobine glycquée (HbA1c) = 6,5%, une glycémie = 11,1 mmol/L deux

heures aprés l'ingestion de 75 g de glucose et une glycémie aléatoire = 11,1 mmol/L (74).
3 Laphysiopathologie du diabéte de type 2

31 La dysrégulation du métabolisme du glucose

3.1.1 La résistance a l'insuline

La résistance a linsuline est une des anomalies majeures du métabolisme du glucose (3).
Lorsque mesurée par le homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR), elle
prédit I'incidence de DbT2 dans une population finlandaise (76). La résistance a I'insuline se
définit comme une atténuation de 'ensemble des effets de I'insuline susmentionnés qui affecte
les tissus périphériques et hépatiques (3). Au niveau du muscle squelettique, on observe une
réduction de la captation de glucose induite par I'insuline. Notamment, les sujets diabétiques de
type 2 présentent une réduction de la vitesse de synthése du glycogéne musculaire suivant
linfusion de glucose marqué (77). Au niveau du foie, on observe une augmentation de la
production hépatique de glucose chez les sujets diabétique de type 2, expliquant 56% de la

variation glycémique lors d’un test de tolérance au glucose (78).

3.1.2  L’hyperinsulinémie et le défaut de sécrétion d’insuline

Chez les sujets normotolérants au glucose, la hausse de la SIGS est un mécanisme
compensatoire a la hausse de la résistance a l'insuline qui vise @ maintenir une glycémie normale
(3). L’hyperinsulinémie constitue un facteur de risque clé du DbT2. Sa mesure lors d’un test de
tolérance au glucose oral prédit une plus haute incidence de DbT2 chez les sujets en santé (79).
L’hyperinsulinémie peut étre secondaire a une hausse de la SIGS ou a une réduction de la
clairance de l'insuline. En effet, le degré de résistance a I'insuline est associé positivement a la

SIGS et négativement a la clairance de I'insuline dans un groupe de femmes non DbT2 (80).
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Le DbT2 se déclare lorsque la SIGS est insuffisante pour pallier a la hausse de la résistance a
I'insuline, ce qui se traduit par une altération du contrdle glycémique (3). Les sujets intolérants au
glucose présentent une plus faible SIGS mesurée lors d’un test de tolérance au glucose oral
comparativement aux sujets normotolérants au glucose (81). En fait, la combinaison d’'une SIGS
détériorée et d’'une sensibilité a l'insuline détériorée, telle que mesurée par le disposition index,
prédit 'incidence de DbT2 (82). L’atténuation de la premiére phase de SIGS semble apparaitre
au stade d'intolérance au glucose tandis que l'atténuation de la deuxiéme phase apparait plus
tardivement, soit au moment du diagnostic (83). Ce défaut de SIGS peut résulter d’'une perte de
fonction et/ou d’'une mort des cellules  du pancréas. Justement, les sujets atteints de DbT2
présentent une réduction du volume des cellules B et une augmentation de la fréquence de
I'apoptose des cellules B (84). Egalement, ces sujets présentent une dysfonction des cellules B

se manifestant par la présence de cellules dédifférenciées (85).
3.2 La dysrégulation du métabolisme des lipides

3.2.1  Les dyslipoprotéinémies

L’hyperapobetalipoprotéinémie (hyperapoB) est la plus fréquente dyslipoprotéinémie présente
chez les sujets atteints du DbT2 (46). Elle se caractérise par un nombre élevé d’apoB-
lipoprotéines, principalement les LDLs et les VLDLs. Ce nombre est mesuré par I'apoB
plasmatique (21,20 g/L). Chez ces sujets, les concentrations de TGs a jeun et postprandiales se
trouvent typiquement augmentées. Plusieurs mécanismes peuvent expliquer ces anomalies
lipidiques. Entre autres, la résistance a I'insuline atténue son effet d’inhibition sur la synthése de
VLDLs (54). Justement, les hommes diabétiques de type 2 présentent une augmentation de la
synthése de VLDLs (86). L’accumulation de lipides au foie peut promouvoir la synthése de VLDLs
et corréle avec un défaut de suppression de la sécrétion de VLDLs (87). Aussi, ces anomalies
lipidiques peuvent étre engendrées par un défaut de clairance des LRTs. La résistance a I'insuline
nuit a l'activité de la LPL dans le TAB (34, 50). Puis, les lipoprotéines sont en compétition pour
I’hydrolyse par la LPL et |a liaison aux récepteurs, ce qui justifie une clairance retardée (88). Chez
ces sujets, les niveaux de LDL-cholestérol (LDLC) se trouvent prés de la normale étant donné la
présence de LDLs petites, denses et appauvries en cholestérol, tandis que les niveaux de HDL-
cholestérol (HDLC) se trouvent abaissés (46). L’'augmentation de la teneur en TGs des VLDLs et
des chylomicrons accentue I'’échange de TGs pour des esters de cholestérol avec les LDLs et les
HDLs par la CETP (44). Ainsi, les LDLs et les HDLs se trouvent ainsi enrichies en TGs et
déplétées en cholestérol. Ces LDLs sont de meilleurs substrats pour la LPL et la lipase hépatique

et formeront donc des LDLs petites et denses (44). Celles-ci sont catabolisées plus lentement,
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augmentant leur propension a l'oxydation et a linfiltration dans les parois vasculaires (89).
Egalement, les HDLs enrichies en TGs sont de meilleurs substrats pour la lipase hépatique, ce
qui accélére leur clairance (54). En effet, les niveaux de LDLs petites et denses sont plus élevés
chez les sujets diabétiques de type 2 ou intolérants au glucose comparativement aux sujets
normotolérants au glucose dans une population adulte de Séoul (90). De fagon similaire, de
faibles niveaux de HDLC prédisent une plus haute incidence de DbT2 et une détérioration de la

résistance a l'insuline de fagon longitudinale dans une communauté japonaise (91).
3.3 La dysfonction du tissu adipeux blanc

3.3.1  Le déréglement de la fonction de stockage des gras

La dysfonction du TAB sous-cutané est un des mécanismes proposés pour expliquer les
anomalies métaboliques susmentionnées évoluant vers le DbT2, tel qu'illustré a la figure 3.1 (2-
5, 61). La fonction cruciale du TAB, a laquelle nous ferons allusion ici, est sa capacité dynamique
a stocker les lipides, soit a hydrolyser les TGs transportés dans les LRTs par I'action de la LPL,
puis a capter et stocker les AGNEs relachés tel que décrit précédemment. On observe un retard
de la clairance et du stockage des TGs diététiques par le TAB chez les sujets résistants a
I'insuline (92) ou obéses (93, 94) a I'état postprandial. Egalement, I'activité de la LPL dans le TAB
corréle négativement avec la résistance a l'insuline chez des sujets en santé (indice de masse
corporelle; IMC<25 kg/m?) (95) et est réduite chez les sujets obéses (93). En contrepartie, les
sujets obéses ont une augmentation de I'activité de la LPL dans le muscle squelettique suite a
l'infusion d’insuline comparativement aux sujets minces (96). La synthése de TGs dans le TAB
sous-cutané abdominal mesurée in vivo par I'utilisation d’isotopes stables est réduite chez les
sujets résistants a I'insuline comparativement aux sujets sensibles a I'insuline (97). De plus, un
effet atténué d’inhibition de la lipolyse par I'insuline corréle avec la résistance a l'insuline chez
’lhumain, basé sur des mesures systémiques (87, 98). Ainsi, les concentrations plasmatiques
totales d’AGNEs se trouvent augmentées a I'état postprandial chez les sujets obéses par rapport

aux sujets minces (93).

A I'état de jeCine, le TAB dysfonctionnel est incapable d’augmenter la lipolyse afin d’alimenter les
organes périphériques (61). En effet, les hommes résistants a I'insuline présentent une réduction
de la relache d’AGNEs par le TAB, exprimée par unité de masse adipeuse a I'état de jeline (92).
Egalement, on observe une résistance & la stimulation de la lipolyse par les catécholamines in

vitro chez les adipocytes de sujets obéses comparativement a ceux de sujets minces (57).
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3.3.2  Les mécanismes favorisant le diabéte de type 2

A défaut d’étre efficacement stockés dans le TAB, les lipides vont former des dépéts de gras
ectopiques dans les tissus périphériques et ainsi favoriser la lipotoxicité qui contribue a la
résistance a l'insuline (36). A I'appui, la présence de gras ectopique, mesurée par la teneur en
gras du foie, prédit une incidence de DbT2 drastiquement plus élevée (99). De plus, la présence
d’une lipodystrophie congénitale, un syndrome caractérisé par le manque de TAB, augmente le
risque de DbT2 (100). L’infusion de lipides chez des sujets minces et normotolérants au glucose
réduit la signalisation de l'insuline, spécifiquement la phosphorylation du récepteur a l'insuline et
de I'IRS-1 et l'activité de la PI-3K dans le muscle (101, 102). Une hypothése suggeére que
'accumulation de métabolites lipidiques bioactifs tels que les céramides, les DAGs, les acyl-
coenzymes A a chaine longue (102) et les aldéhyles provenant de la peroxydation des AGPs
(103) contribuerait a altérer la voie de signalisation de I'insuline. Plusieurs lignes d’évidences
supportent cette hypothése. La présence de DAGs hépatiques est supérieure chez les sujets
présentant une plus grande résistance a linsuline hépatique (104). Les niveaux de 4-
hydroxynonénal dans le muscle squelettique marquant la peroxydation lipidique corrélent
négativement avec la sensibilité a l'insuline mesurée lors d’'un clamp hypersinsulinémique-
euglycémique chez les sujets sédentaires (105). Enfin, I'inhibition de la synthése de céramides

améliore la tolérance au glucose chez le rongeur (106).

Parmi les mécanismes proposés pour expliquer les effets de lipotoxicité favorisant la résistance
a linsuline, le stress du réticulum endoplasmique secondaire a I'accumulation de protéines de
conformation anormale a été proposé (107). Celui-ci déclenche une réponse cellulaire
compensatoire appelée unfolded protein response visant a rétablir 'lhoméostasie, mais qui,
lorsqu’insuffisante, engendre I'apoptose. La dysfonction mitochondriale, I'inflammation ou le
stress oxydant sont également parmi les mécanismes favorisant la lipotoxicité (108). Le stress
oxydant implique une accumulation d’espéces réactives (de I'oxygeéne (reactive oxygen species;
ROS), de l'azote, etc.) due a une surproduction par les différents systémes oxydants (chaine
respiratoire mitochondriale, NADPH oxydase, etc.) ou une élimination insuffisante par les
systémes antioxydants enzymatiques (glutathion peroxydase, catalase, superoxyde dismutase

(SOD), etc.) ou non enzymatiques (glutathion, vitamine C, vitamine E, etc) (109, 110).

3.3.3 Le déreglement des autres fonctions du tissu adipeux blanc

Le TAB dysfonctionnel se caractérise également par un déréglement de la sécrétion d’adipokines,

de l'angiogenése (62, 63) et de l'adipogenése (62), une hypertrophie adipocytaire et une
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infiltration de cellules immunitaires (décrit ultérieurement) (63), etc. Ces aspects seront décrits
brievement pour des raisons de synthése. La sécrétion de plusieurs adipokines se trouve
perturbée en présence d’anomalies métaboliques. Notamment, les concentrations plasmatiques
d’adiponectine et d’IL-6 sont associées de fagon négative et positive respectivement a l'incidence
de DbT2 chez des hommes indiens (111). L’hypoxie favorise la sénescence des adipocytes et
des cellules endothéliales (112). L’angiogenése constitue d’abord un processus compensatoire
visant a augmenter le flot sanguin et a faciliter une expansion saine du TAB. Cependant, de fagon
chronique, on observe une perturbation de I'angiogenése et un dépbt excessif de protéines dans
la matrice extracellulaire (défini comme la fibrose) contribuant a l'inflammation. La présence de
fiborose se trouve plus élevée dans le TAB sous-cutané abdominal de sujets obéses
comparativement aux sujets minces et corréle négativement avec la sensibilité a l'insuline (113).
L’apport inadéquat en oxygéne, nutriments et/ou adipokines favorise un défaut d’adipogenése.
En utilisant une biopsie de TAB sous-cutané abdominal, un groupe a montré que le nombre de
préadipocytes capables de différencier en adipocytes matures corréle inversement avec I'IMC
(114). Plusieurs facteurs de régulation de I'adipogenése se trouvent affectés. Par exemple, chez
la souris, la délétion de PPAR-y spécifiquement dans le tissu adipeux entraine une accumulation
de graisse ectopique dans le foie et le pancréas et une résistance a l'insuline systémique (115).
L’incapacité de recruter de nouvelles cellules progénitrices entraine une expansion volumique
des adipocytes préexistants (hypertrophie). In vitro chez I'adipocyte, I'hypertrophie induite par
I'acide oléique ou palmitique altére la captation du glucose stimulée par l'insuline (116-118).
Egalement, la taille des adipocytes dans le TAB sous-cutané abdominal prédit I'incidence de

DbT2 dans une population de femmes suédoises (119).

3.3.4  Le phénomeéne de compensation du tissu adipeux blanc

Plusieurs des mécanismes décrits ci-dessus peuvent étre percus comme des mécanismes
compensatoires visant d’abord a rétablir 'homéostasie, mais qui, lorsqu’activés de fagon
chronique, favorisent les anomalies métabliques. Selon le paradigme actuel de I'extensibilité du
TAB, ce serait 'atteinte de la capacité maximale d’expansion du TAB sous-cutané qui prédit
I'apparition des troubles métaboliques plutdt que I'obésité per se (120). En effet, certains individus
obéses ne présentent aucune complication métabolique. Ces individus «obéses
métaboliquement sains» représentent environ 12% de la population européenne adulte obése
(121). Toutefois, ce chiffre réduit avec I'dge suggérant une perte de la capacité a compenser pour
le surplus calorique. De plus, le processus d’adipogénése vise a faciliter 'expansion du TAB,

mais peut devenir défectueux avec I'adge. Uniquement chez la souris jeune et non agée, la diéte
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riche en gras induit une augmentation de l'adipogénése dans le tissu adipeux sous-cutané
(mesuré par tracage dlisotopes stables) (122). Egalement dans ce modéle, le degré
d’adipogénése correle inversement avec la résistance a I'insuline a jeun. Autrement, I'apparition
d’adipocytes beiges, c’est-a-dire résidants dans le TAB mais qui ont la capacité unique d’effectuer
de la thermogénése, est un phénoméne compensatoire contribuant a rétablir la balance
énergétique. Seulement a court terme (12 semaines comparé a 24 semaines), la souris soumise
a une diéte riche en gras est capable de générer des adipocytes beiges dans son tissu adipeux
sous-cutané et de conserver une bonne tolérance au glucose (123). Egalement, 'inflammation
aigué et locale par opposition a l'inflammation chronique et systémique serait un phénoméne
compensatoire visant a faciliter 'expansion du TAB. Chez la souris soumise a une diéte riche en
gras, la suppression de la réponse immunitaire locale spécifiquement dans le tissu adipeux,
touchant de multiples voies pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'lL-1B et les récepteurs de
type Toll (toll like receptors; TLR) 4, entraine une réduction du nombre d’adipocytes et de la
vascularisation et une augmentation de la taille des adipocytes et des dépbts de collagéne dans
le tissu adipeux, ainsi qu’une intolérance au glucose systémique (124). Ainsi, la signalisation
inflammatoire est requise pour permettre 'adipogénése, I'angiogénése et le remodellage du tissu
adipeux, mais un état inflammatoire persistant peut a long terme favoriser des anomalies

métaboliques tel que décrit ultérieurement (section 3.5).
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Figure 3.1: La dysfonction du tissu adipeux blanc favorise les facteurs de risque de

diabéte de type 2
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Les facteurs de risque de DbT2 favorisés par la dysfonction du TAB sont indiqués en gras, soit

I’hyperapoB, I'hypertriglycéridémie postprandiale, la résistance a I'insuline et I'hyperinsulinémie.

AGNE, acide gras non estérifié; apo, apolipoprotéine; DbT2, diabéte de type 2; IDL, lipoprotéine
de densité intermédiaire; LDL, lipoprotéine de faible densité; LPL, lipoprotéine lipase; TAB, tissu

adipeux blanc; TG, triglycéride; VLDL, lipoprotéine de tres faible densité.

3.4 L’hyperapoB comme facteur causal du diabéte de type 2

Comparativement au LDLC, l'apoB plasmatique offre une meilleure prédiction du risque
d’événements cardiovasculaires (125). Tout récemment, une méta-analyse a montré que la
réduction de l'apoB par les statines est associée a une réduction des événements

cardiovasculaires majeurs, indépendamment du LDLC initial et du changement de LDLC (126).
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Tel que décrit précédemment, '’hyperapoB est typiquement reconnue comme une conséquence
du DbT2. Toutefois, depuis 2006, notre groupe de recherche travaille & montrer que I'’hyperapoB
constitue également une cause du DbT2, ceci en favorisant la dysfonction du TAB (7, 127). Les
données épidémiologiques montrent que I'’hyperapoB prédit I'incidence du DbT2 dans plusieurs
populations humaines (turcs, canadiens, finlandais, sud-coréens) indépendamment des facteurs
de risque classiques tels que I'adiposité, I'inflammation et la glycémie (128-130). Notre laboratoire
a aussi publié que I'hyperapoB corréle avec la dysfonction du TAB et les facteurs de risque de
DbT2 qui y sont associés, soit la résistance a [linsuline, [I'hyperinsulinémie et
I'hypertriglycéridémie postprandiale chez les sujets non diabétiques (6, 127, 131-133). Les études
mécanistiques montrent que les LDLs, la forme majeure d’apoB-lipoprotéines, perturbent
directement la fonction du TAB de fagon chronique et aigué. Premiérement, I'exposition chronique
aux LDLs natives (8) ou oxydées (134, 135) réduit la différenciation des adipocytes (134, 135),
ainsi que leur fonction (mesurée par I'hydrolyse et le stockage des LRTs) (8). Cet effet est
supporté par des données in vivo chez les sujets en surpoids non diabétiques montrant que
I'association entre I'apoB plasmatique et la résistance a l'insuline est dépendante de la fonction
du TAB (mesurée par la méme méthode) (6). Deuxiémement, I'exposition aigué (4h) aux LDLs
réduit la clairance des TGs et des AGNEs présents conjointement dans le milieu chez les
adipocytes et le TAB humain, ce qui peut s’expliquer par une interférence physique (6, 8). En
plus, I'exposition aigué (4h) aux LDLs oxydées réduit la captation du glucose stimulée par

'insuline dans un modéle d’adipocytes murins (136).

3.4.1  L’impact d’'une voie augmentée des récepteurs d’apoB-lipoprotéines sur le risque de

diabete de type 2

De récentes évidences scientifiques suggérent que I'effet nocif des apoB-lipoprotéines sur le
risque de DbT2 serait dépendant de leur internalisation dans les tissus. L'internalisation des
apoB-lipoprotéines est effectuée par la liaison a différents récepteurs, notamment la famille des
récepteurs LDL tels que le récepteur aux LDLs (LDLR) ou la famille des récepteurs éboueurs tels
que la classe de différenciation (cluster of differentiation; CD) 36, ou par la liaison a des
protéoglycanes (137). L’internalisation de LDLs peut également se produire par macropinocytose,
un processus d’internalisation non-sélectif de matériel extracellulaire qui s’effectue par
l'invagination de la membrane plasmique via la mobilisation de filaments d’actine permettant de
former de larges vacuoles (0,5 - 5,0 um) appelées macropinosomes (138). Le LDLR est
omniprésent dans les tissus humains. Il joue un réle important dans la clairance des LDLs, VLDLs,

IDLs et des résidus de chylomicrons via sa liaison a 'apoB100 ou a I'apoE (139, 140). Quant au
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CD36, il est exprimé dans une variété de types cellulaires, notamment les adipocytes, myocytes,
entérocytes, les cellules entéro-endocrines, endothéliales et hématopoiétiques (plaquettes,
monocytes, macrophages) (45, 141). Il est un récepteur d’acides gras, de lipoprotéines natives
incluant les VLDLs, LDLs et HDLs, ainsi que de lipoprotéines modifiées telles que les LDLs
oxydées ou acétylées et les HDLs oxydées (45, 141, 142). La proprotein convertase subtilisin-
kexin type 9 (PCSK9) joue également un réle important dans la régulation de I'internalisation des
apoB-lipoprotéines. Il s’agit d’'une protéine plasmatique qui interagit avec le LDLR (143) et le
CD36 (144) et entraine leur dégradation lysosomale dans les tissus hépatiques ou dans d’autres
tissus tels que le TAB. Enfin, la 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl coenzyme-A reductase (HMGCR) est
I'enzyme limitante de la synthése de novo de cholestérol et contréle étroitement I'expression du

LDLR afin de maintenir le statut en cholestérol intracellulaire (140).

De récentes études suggérent qu’'une voie augmentée des récepteurs d’apoB-lipoprotéines
entraine un risque réduit de maladies cardiovasculaires, mais en contrepartie un défaut du
métabolisme du glucose associé a un risque accru de DbT2. D’abord, notre groupe a montré que
le ratio apoB/PCSKY9, a titre d’index clinique de linternalisation des apoB-lipoprotéines par les
récepteurs, corréle positivement avec les facteurs de risque de DbT2: la dysfonction du TAB,
I'hypertriglycéridémie postprandiale, la résistance a linsuline et I'’hyperinsulinémie (145).
Plusieurs larges études génétiques montrent que les mutations hypocholestérolémiantes
entrainant une hausse des récepteurs d’apoB-lipoprotéines, touchant en particulier les génes
PCSK9 ou HMGCR, sont associées a une augmentation de la prévalence et/ou de l'incidence de
DbT2 (146, 147). De plus, la prise de statines, une classe de médicaments
hypocholestérolémiants inhibant la HMGCR, ce qui induit une augmentation du LDLR (140),
s’avére positivement associée a I'insulinémie a jeun et la résistance a I'insuline (mesurée par le
HOMA-IR) dans une analyse transversale et positivement associée a I'incidence de DbT2 dans
une analyse prospective (N=9 535 sujets non diabétiques) (148). Dans une méta-analyse
d’essais randomisés contrélés, les patients traités avec des inhibiteurs de la PCSK9 subissent
une augmentation de la glycémie a jeun, malgré que les auteurs ne rapportent aucun changement
de l'incidence de DbT2 (149). Moins d’études ont investigué le réle du CD36 dans le risque de
DbT2 chez 'humain. Une étude cas-témoin auprés d’une population rurale de Chine (N=1 092)
rapporte qu’une interaction entre la présence d'un variant génétique de CD36 et la présence
d’obésité/embonpoint prédit I'incidence de DbT2 (150).
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Quelques études dans des modéles animaux ou cellulaires coincident et montrent que
'expression augmentée des récepteurs d’apoB-lipoprotéines contribue aux anomalies
métaboliques présentes dans le DbT2. Chez les cellules du muscle squelettique de rat, lorsqu’on
inhibe toute interaction avec les membres de la famille du LDLR, on bloque l'effet des LRTs
d’inhibition de la synthése de glycogéne et de la signalisation de linsuline (151). Chez les
préadipocytes murins, I'exposition aux LDLs oxydées inhibe les marqueurs de différenciation,
mais cet effet est renversé par I'ajout d’'un anticorps contre CD36 (134). Par contre, les résultats
sont contradictoires quant a l'impact d’une inhibition de CD36 chez la souris sur le métabolisme
du glucose (152, 153).

3.4.2  L’impact d’'une voie réduite des récepteurs d’apoB-lipoprotéines sur le risque de diabéte

de type 2

Ce paradoxe selon lequel l'internalisation des apoB-lipoprotéines prédit le risque de DbT2 tient
toujours dans la situation inverse ou la voie des récepteurs d’apoB-lipoprotéines est réduite. A
titre d’exemple, I'hypercholestérolémie familiale est une maladie génétique secondaire a la
présence d’une mutation réduisant la clairance des LDLs. Elle entraine une augmentation accrue
des niveaux de LDLC plasmatiques et du risque de maladies cardiovasculaires. Une étude
récente montre que les patients atteints d’hypercholestérolémie familiale secondaire a une
mutation des génes LDLR, APOB ou PCSK9 présentent une prévalence réduite de DbT2 (154,
155). De plus, la prévalence de la maladie diminue parallélement a la sévérité de la mutation
dans cette population. Quant a la déficience en CD36 (156), elle entraine une
hypertriglycéridémie postprandiale chez '’humain (157) et un défaut de clairance des LRTs chez

la souris (158). Par contre, son impact sur le risque de DbT2 demeure encore controversé.

3.5 L’inflammation chronique

L’inflammation chronique sous-clinique est depuis longtemps reconnue comme un des
mécanismes impliqués dans la physiopathologie du DbT2 (159). Des données épidémiologiques
montrent que les niveaux plasmatiques des cytokines pro-inflammatoires TNF-q, IL-6 et protéine
C réactive (C-reactive protein; CRP) (160) et de I'antagoniste du récepteur a I'lL-1 (/L-7 receptor,
IL-1R) (IL-1R antagonist; IL-1Ra), indiquant une activation de la voie de I'lL-1B3 (161), sont plus
élevés chez les sujets atteints de DbT2 comparativement aux sujets sains. L’inflammation
chronique contribuerait aux perturbations métaboliques dans plusieurs organes (159). Elle
pourrait jouer un réle dans la dysfonction du TAB, dans le développement de la résistance a
insuline dans le foie (162), le muscle (163) et le cerveau, ainsi que dans la dérégulation de la

SIGS dans le pancréas. L’hypoxie, la sénescence des adipocytes et le déséquilibre de la
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sécrétion d’adipokines favorisent linfiltration de macrophages (112, 164). Dans le TAB, le
recrutement de macrophages de fagon aigué et temporaire a pour but de réparer les atteintes
tissulaires et de faciliter 'angiogenése (62). Il vise premieérement a faciliter une expansion saine
du TAB. Un faible ratio de macrophages au phénotype pro-inflammatoire (M1) par rapport aux
macrophages de phénotype anti-inflammatoire (M2) contribue a résoudre linflammation (62).
Justement, la perte de poids atteinte par chirurgie bariatrique est associée a une réduction de ce
ratio (165). Toutefois, les macrophages présents chroniquement dans le TAB perpétuent
'inflammation, en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires ainsi que des chimiokines (famille
de cytokines attirant et guidant la migration des cellules immunitaires) favorisant le recrutement
d’autres macrophages (62). En effet, le milieu de culture des macrophages contient des facteurs
capables d’altérer la captation du glucose induit par l'insuline des adipocytes (166). Du coté
mécanistique, les cytokines pro-inflammatoires activent les voies nuclear factor-k B (NF-kB) et c-
Jun N-terminal kinase (JNK) qui perpétuent I'inflammation et favorisent la résistance a l'insuline.
En effet, la délétion de la voie de NF-kB spécifiquement dans le foie améliore la sensibilité a
I'insuline hépatique chez la souris sous diéte riche en gras (162). Chez les cellules musculaires
humaines en présence d’acide palmitique, la co-incubation avec des macrophages active les
voies pro-inflammatoires NF-kB et JNK et réduit la signalisation de I'insuline (phosphorylation de
la protéine kinase B (Akt)) (163). La voie du NF-kB joue également un rble important dans la
régulation du stress oxydant. Dans les cellules musculaires, le stress oxydant (I'exposition au
peroxyde) active la voie de NF-kB qui a son tour augmente I'expression génique de la glutathion
peroxydase et de la catalase, qui sont deux systémes antioxydants, formant ainsi une boucle de

rétroaction (167).

3.6 L’inflammasome NLRP3

L’inflammasome NLRP3 pourrait étre un des mécanismes expliquant le lien entre I’hyperapoB et
la dysfonction du TAB, ainsi que le risque de DbT2. Il s’agit d’'un complexe intracellulaire de
protéines participant a 'immunité innée et régulant la sécrétion d’IL-13 (168, 169). L'IL-1B est une
cytokine pro-inflammatoire impliquée dans la physiopathologie du DbT2 et la dysfonction du TAB,
tel que décrit ultérieurement (168, 170-173). Elle est produite principalement par les cellules
immunitaires telles que les macrophages, les cellules endothéliales vasculaires et les cellules
ductales et a du pancréas (174). La sécrétion d’IL-1B par le tissu adipeux humain abdominal
semble provenir en grande majorité de la matrice composée de tissu conjonctif et de vaisseaux
sanguins, qui est perdue lors de la digestion par collagénase permettant de séparer le tissu (78%)

(175). Le reste de la sécrétion d’IL-1f provient de la fraction stroma vasculaire qui comprend des
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préadipocytes, fibroblastes, macrophages et cellules endothéliales (23%), alors qu’une plus faible
proportion provient des adipocytes (6%) (recouvrement de 107%). Chez les souris avec obésité
induite par la diéte, le NLRP3 colocalise avec le marqueur de macrophages EGF-like module-
containing mucin-like hormone receptor-like 1 (F4/80) sur les structures en forme de couronne
(amas de macrophages entourant un adipocyte nécrotique) dans le tissu adipeux (169). De plus,
le NLRP3 est fortement exprimé génétiquement dans la fraction stroma vasculaire et les
macrophages isolés du tissu adipeux sous-cutané et viscéral, mais celui-ci est faiblement exprimé
chez les adipocytes matures murins (169). Toutefois, il est possible que les adipocytes et les
macrophages communiquent par la sécrétion de facteurs inflammatoires et participent
conjointement a I'activation de la voie de I'lL-13. En effet, les adipocytes expriment la caspase-1
qui participe a l'activation de l'inflammasome NLRP3 (173, 176). L’IL-18 semble étre une
adipokine paracrine, car son niveau de sécrétion par le tissu adipeux est beaucoup plus élevé
que sa concentration plasmatique (175). L'IL-13 se lie a son récepteur, I'lL-1R, pour activer sa
cascade inflammatoire (173, 177). L'IL-1Ra est un inhibiteur compétitif endogéne de ce récepteur.
Sa production augmente de fagon compensatoire afin de bloquer les effets de I'lL-1B lorsque sa
sécrétion est élevée. Puisque les niveaux d’'IL-1B plasmatique chez les sujets en santé sont prés
de la limite de détection, les niveaux d’lL-1Ra plasmatique, étant plus élevés, sont couramment

utilisés comme marqueur de l'activité de la voie de I'lL-18 (131, 178).

3.6.1  Les signaux d’amorgage de l'inflammasome NLRP3

L’activation de l'inflammasome NLRP3 s’effectue en deux étapes: 'amorgage (signal 1), puis
I'activation (signal 2) (172, 179-181). Ces étapes sont déclenchées par différents signaux
d’origine métabolique ou pathogéne, nommés respectivement motifs moléculaires associés au
danger ou aux pathogénes. Les signaux d’amorcage sont reconnus par des récepteurs tels que
les TLRs, puis activent la voie de signalisation NF-kB, ce qui augmente la transcription et la
traduction des composantes inactives de l'inflammasome telles que NLRP3 inactif, prolL-1p et
prolL-18. Les signaux d’amorgage comprennent le lipopolysaccharide (LPS), une endotoxine
bactérienne souvent utilisée comme contrdle in vitro (172, 179, 182, 183), les LDLs natives (184),
les LDLs oxydées ou minimalement modifiées (184-190), les ROS (182, 191), le stress du
réticulum endoplasmique (192), 'acide palmitique (193, 194), etc. L’'un des mécanismes avancés
énonce que linflammasome NLRP3 est amorcé par une modification des stocks de calcium

intracellulaires et lysosomaux via une régulation de la calcineurine (182).
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3.6.2 Les signaux d’activation de l'inflammasome NLRP3

L’activation permet, dans un premier temps, I'assemblage des sous-unités de l'inflammasome:
scaffolding protein NLRP3, adaptor protein apoptosis-associated speck-like protein containing a
caspase recruitment domain (ASC) et caspase-1. Dans un deuxiéme temps, ceci déclenche
I'activation de la caspase-1, puis le clivage de la prolL-13 et de la prolL-18 en leurs formes actives
respectives ainsi sécrétées: IL-13 et IL-18 (172, 179-181). Parmi les signaux d’activation, on
compte 'ATP extracellulaire (195), I'hyperglycémie via 'augmentation de la protéine d’interaction
de la thiorédoxine (196), les cristaux de cholestérol (197, 198), le palmitate (contrairement a
I'oléate) (182, 183), les céramides (169), 'amyline (185, 190), le B amyloide soluble (185), les
LDLs natives (184), les LDLs oxydées (184, 185, 199), etc. Plusieurs mécanismes ont été
proposés pour expliquer l'activation de l'inflammasome NLRP3 (91, 172, 179-181). Ceux-ci
semblent se chevaucher et étre interreliés, mais aucun consensus n’existe encore. Parmi les
principaux, il a été proposé que l'efflux d'ions de potassium (200) entraine la dysfonction
mitochondriale produisant des ROS (196), ce qui augmente l'efflux de chlore (201) menant a
'activation de linflammasome NLRP3. Autrement, la dysfonction lysosomale impliquant la
cathepsine B (182, 202) ou le stress du réticulum endoplasmique (202, 203) tous deux entrainent

la libération d’ions de calcium, ce qui favorise aussi la dysfonction mitochondriale (202).

3.6.3 Le lien entre le métabolisme du glucose et I'activité de l'inflammasome NLRP3

Des perturbations dans le métabolisme du glucose seraient impliquées dans le déclenchement
de linflammasome NLRP3. D’abord, 'amorcage de l'inflammasome NLRP3 (signal 1) serait
dépendant du métabolisme du glucose en glucose-6-phosphate effectué par I'hexokinase Il et
alimentant la glycolyse (190). Une récente hypothése suggére qu’une surcharge de la glycolyse
déclenchée par une expression augmentée de I'hexokinase Il contribuerait au développement
des complications diabétiques (204). Ensuite, la voie des pentoses phosphates pourrait jouer un
role dans I'amorgage de I'inflammasome NLRP3 (signal 1) via une régulation du potentiel redox
(37, 205). L’enzyme limitante de cette voie est la G6PD; elle contrdle I'entrée du glucose-6-
phosphate dans cette voie. La déficience en G6PD réduit la sécrétion d’'IL-1B3, ainsi que
I'expression protéique de la prolL-1[, sans affecter I'expression protéique de 'ASC, du NLRP3 et
de la procaspase-1 chez les macrophages (206). Spécifiquement dans le tissu adipeux, la
délétion de la G6PD chez la souris sous diéte riche en gras réduit le stress oxydant mesuré par
une réduction de I'expression des sous-unités de la NADPH oxydase et une augmentation de
I'expression de la SOD-2, de la glutathion peroxydase et de la catalase (207). Egalement, celle-

ci réduit I'inflammation dans le tissu adipeux, noté par une réduction des structures en forme de
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couronnes, de I'expression de TNF-o et monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) et du marquage
au CD11c des macrophages indiquant I'activation M1 (207). Ces changements s’accompagnent
en plus d’'une amélioration de la tolérance au glucose et a l'insuline systémique (207). Enfin, le
blocage du flux glycolytique entrainant un déficit en pyruvate, en succinate et en NADH et une
accumulation de ROS déclencherait le signal 2, soit I'activation de la caspase-1 et la sécrétion
d’IL-18 chez les macrophages (208). Ainsi, des anomalies dans le métabolisme du glucose

pourraient contribuer au déclenchement de I'inflammasome NLRP3.

3.6.4  L’inflammasome NLRP3 comme mécanisme causal du diabéte de type 2

Une large quantité de publications s’accordent a dire que I'lL-1B joue un réle clé dans le
développement du DbT2 et de la dysfonction du TAB (168, 170-173, 177). D’abord chez I'lhumain,
les niveaux plasmatiques d’'IL-1Ra sont supérieurs chez les sujets obéses (209), intolérants au
glucose (210), atteints du syndrome métabolique (211), prédiabétiques et diabétiques de type 2
(161), ce qui indique une activation du systéme IL-1B. Egalement, ils permettent de prédire le
développement du DbT2 sur 10 ans, aprés un ajustement pour I'adge et 'IMC (212, 213).
Justement, I'lL-1Ra recombinante (ex. : Anakinra) constitue une des thérapies pharmacologiques
permettant d’améliorer le contréle glycémique chez les sujets atteints du DbT2 (168). Dans un
essai randomisé controlé, I'’Anakinra administré a des sujets atteints de DbT2 améliore 'HbA1c,
la fonction de sécrétion des cellules B et les niveaux d’IL-6 et de CRP (214, 215). De méme, les
études de phase | (216) et Il (217) testant les anticorps neutralisant I'lL-1p chez les sujets atteints
de DbT2 ont rapporté une réduction de la glycémie, de la résistance a I'insuline, de la CRP et une
augmentation de la sécrétion de C-peptide. Egalement, I'efficacité d’un vaccin contre I'lL-1B est
présentement en investigation. De fagon préliminaire dans une étude de phase I/ll chez des sujets
diabétiques de type 2 (N=48), ce vaccin s’avere sécuritaire et capable de réduire la glycémie a
jeun chez les sujets traités avec la plus haute dose et montrant une réponse des anticorps (218).
Du cbté des thérapies nutritionnelles, la perte de poids (1 an, 27% visé) réduit I'expression
génique de I'lL-1B et de NLRP3 dans le tissu adipeux sous-cutané abdominal et ce changement
corréle avec une réduction de la glycémie a jeun chez des sujets obéses atteints de DbT2 (N=10)
(169).

Ensuite, les modéles murins ont bien démontré que I'inflammasome NLRP3 est un joueur majeur
dans le développement de la résistance a I'insuline systémique et du tissu adipeux. /n vivo chez
la souris, Iinjection d’IL-1B réduit la sensibilité a I'insuline mesurée par un test de tolérance a

linsuline (183). Chez les souris déficientes en caspase-1, NLRP3 ou IL-1B, on trouve une
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augmentation de la sensibilité a I'insuline (176). Chez la souris atteinte de diabéte spontané,
'administration d’'un vaccin contre I'lL-1f réduit la glycémie a jeun, l'intolérance au glucose, la
résistance a l'insuline et la quantité de cellules B apoptotiques et augmente la prolifération et la
masse des cellules B (219). Ceci est vrai aussi lorsqu’on induit les anomalies métaboliques avec
une diéte obésogéne. L’ablation ou le blocage du NLRP3 (169, 183, 220), de 'ASC (183, 220),
de I'lL-1B (183, 221) ou de la caspase-1 (220) chez ces souris améliore la tolérance au glucose
et/ou la sensibilité a linsuline systémiques. Dans le tissu adipeux de souris, la déficience en
caspase-1 ou en NLRP3 augmente la signalisation de l'insuline (phosphorylation de I'Akt) et la
déficience en caspase-1 augmente I'expression génique des marqueurs de différenciation PPAR-
y, adiponectine et GLUT4 (176). Pareillement chez la souris sous diéte obésogéne, I'ablation de
NLRP3 améliore la signalisation de l'insuline dans le tissu adipeux (169). Plus précisément, ceci
s’observe d’abord par une réduction de la phosphorylation en sérine de I'IRS-1 qui nuit a la
transduction du signal contrairement a la phosphorylation en tyrosine. Puis en aval, on note une
augmentation de I'activité de I'Akt et de I'expression protéique d’extracellular signal-requlated
kinase 1/2 qui sont des intermédiaires des deux voies classiques de signalisation responsables
pour les effets de l'insuline (169, 222, 223).

Enfin, l'activation de I'inflammasome NLRP3 entraine des dommages aussi dans plusieurs autres
tissus ou types cellulaires sensibles a I'insuline. Dans les flots pancréatiques, I'exposition a I'lL-
1B réduit la SIGS et le traitement a I'lL-1Ra prévient 'apoptose induite par I'hyperglycémie (224).
Dans une lignée de cellules hépatiques murines, I'exposition a I'lL-1f nuit a la signalisation de
I'insuline (réduit la phosphorylation de I'’Akt et augmente la phosphorylation en sérine de 'lRS-1)
(183).

3.6.5 Les apoB-lipoprotéines comme signaux d’amorgage et d’activation de l'inflammasome
NLRP3

Dans les cellules immunitaires, les LDLs oxydées agissent comme un signal d’amorgage et
d’activation de I'inflammasome NLRP3 tel qu'illustré a la figure 9.1. Plus spécifiquement, dans
les cellules immunitaires, les LDLs oxydées augmentent I'expression génique de I'lL-1B et de
NLRP3 par un mécanisme dépendant de NF-kB (185), ainsi que la formation de complexes ASC
(185) et la sécrétion d’IL-1B (185, 199). De plus, chez les macrophages, la délétion de CD36
atténue les effets induits par les LDLs oxydées, spécifiquement 'augmentation de I'expression
génique de I'lL-1B et de NLRP3, de la sécrétion d’'IL-183, de la formation de cristaux de cholestérol

et de la dysfonction lysosomale (185). Chez les macrophages, les LDLs oxydées engagent
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l'activation du TLR4 (188) et du TLR6 (189) et les LDLs minimalement modifiées engagent
I'activation du TLR4 (186, 187, 190) impliqués dans la détection des signaux d’amorgage de
'inflammasome NLRP3. Une étude dans les cellules tubulaires épithéliales rapporte que les LDLs
natives tout comme les LDLs oxydées constituent un signal d’amorcage et d’activation de
linflammasome NLRP3; elles augmentent l'activité de NF-kB, I'activation de la caspase-1 et la
sécrétion d’IL-13 (184). Toujours dans ce modéle, autant les LDLs natives que les LDLs oxydées
déclenchent une multitude de troubles métaboliques pouvant contribuer a l'activation de
'inflammasome NLRP3: une dysfonction des lysosomes, un stress oxydant et des dommages
mitochondriaux (184). Des données préliminaires de notre laboratoire indiquent que les LDLs
natives constituent un signal d’activation de l'inflammasome NLRP3 aussi dans le TAB humain
(225). De plus, nous avons publié récemment que I'association entre I'hyperapoB et la résistance
a linsuline est dépendante des niveaux plasmatiques d’IL-1Ra chez des sujets non diabétiques,

suggérant que I'activation de I'inflammasome NLRP3 constitue un mécanisme sous-jacent (131).

4 Les interventions nutritionnelles réduisant I’hyperapoB

Puisque I'hyperapoB joue un role causal dans le développement du DbT2, la réduction de 'apoB
plasmatique par une thérapie nutritionnelle pourrait contribuer a la prévention du DbT2. Jusqu’a
ce jour, aucune revue n’a exploré de fagcon exhaustive I'effet des interventions nutritionnelles sur
I'apoB plasmatique chez I’humain. Aucune ligne directrice nutritionnelle n’existe pour le traitement
de I'hyperapoB. Ainsi, I'objectif de la revue présentée a la section 4.1 est de synthétiser I'impact
des interventions nutritionnelles sur 'apoB plasmatique chez les hommes et les femmes d’age

adulte (>18 ans) selon les études publiées dans les 10 derniéres années.

4.1 Revue de la littérature : Nutritional management of hyperapoB
Apport original

Il s’agit de la premiére revue de la littérature a examiner I'effet des interventions nutritionnelles
sur 'apoB plasmatique chez I’humain, surtout de fagon aussi exhaustive. Nous avons inclus dans
celle-ci les études publiées dans les 10 derniéres années chez les hommes et les femmes d’age
adulte (>18 ans). Autant les nutriments, aliments et patrons alimentaires ont été considérés pour
leur effet sur 'apoB plasmatique. Une priorité a été accordée aux essais randomisés controlés,
mais des études interventionnelles prospectives et des études d’association ont également été
intégrées lorsqu’ils s’agissaient des seules disponibles. Nous présentons 87 études dans un

tableau détaillant les caractéristiques de chacune et I'impact rapporté sur 'apoB plasmatique en
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comparaison aux autres lipides plasmatiques. Un tableau sommaire présente en conclusion I'effet
de chaque intervention nutritionnelle, ainsi que le niveau de preuve. En paralléle, nous discutons

les mécanismes sous-jacents proposés dans la littérature.
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Abstract

Plasma apolipoprotein B (apoB) is a more accurate marker of the risk of CVD and T2D than LDLC,;
however nutritional reviews targeting apoB are scarce. Here we reviewed 87 nutritional studies
and present conclusions in order of strength of evidence. Plasma apoB was reduced in all studies
that induced weight-loss of 6%-12% using hypocaloric-diets (7 studies, 1300-1700 kcal/day, 34-
50% carbohydrates, 27-39% fat, 18-24% protein). When macronutrients were compared in
isocaloric diets (11 studies including 8 RCTs, N=1,189), the diets that reduced plasma apoB were
composed of 26-51% carbohydrates, 26-46% fat, 11-32% protein, 10-27% MUFA, 5-14% PUFA,
and 7-13% SFA. Replacement of carbohydrate by MUFA, not SFA, decreased plasma apoB.
Moreover, dietary enriching with omega-3 FA (from fish: 1.1-1.7 g/day or supplementation: 3.2-
3.4 g/day EPA:DHA or 4 g/day EPA), psyllium (~8-20 g/d), phytosterols (~2-4 g/d) or nuts (30-75
g/d) also decreased plasma apoB, mostly in hyperlipidemic subjects. While high intake of trans
FA (4.3-9.1%) increased plasma apoB, it is unlikely that these amounts represent usual
consumption. Inconsistent data existed on the effect of soy proteins (25-30 g/d), while the positive
association of alcohol consumption with low plasma apoB was reported in cross-sectional studies
only. Five isocaloric studies using Mediterranean diets (including 2 RCTs, N=823 subjects)
reported a decrease of plasma apoB, while weaker evidence existed for DASH, Vegetarian,
Nordic and Paleolithic diets. We recommend using a Mediterranean dietary pattern, which also
encompasses the dietary components reported to reduce plasma apoB, to target hyperapoB and
reduce the risks of CVD and T2D.
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Introduction

Atherogenic lipoproteins are chylomicron, very low density lipoprotein (VLDL), intermediate
density lipoprotein (IDL), low density lipoprotein (LDL) and lipoprotein (a) (Lp(a). Each of these
particles contains one molecule of apolipoprotein B (apoB), which encircles the particle providing
an external supportive skeleton within which the particle exists (1). Since each particle contains
one molecule of apoB, whether as apoB48 carried on intestinal chylomicron particles or apoB100
carried on hepatic lipoproteins, plasma apoB represents the number of all atherogenic apoB-
lipoproteins. Of these, LDL make up by far the largest percent (~ 90% on average), and therefore
plasma apoB is driven by LDL apoB (2-4). Plasma total cholesterol, non-HDL cholesterol (non-
HDLC) and LDL cholesterol (LDLC) are all highly correlated with apoB and the risk of vascular
disease increases exponentially as the concentrations of all four increase in plasma. However,

the lipid content and therefore the size of all the apoB particles can vary substantially (5).

In particular, LDL particles can contain an average mass of cholesterol or be cholesterol-enriched
or cholesterol-depleted. When LDL particles are either cholesterol-enriched or cholesterol-
depleted, LDLC is an inaccurate measure of LDL number, particularly with plasma triglyceride
(TG) is more than 1.5 mmol/L (1). Hyperapobetalipoproteinemia (or hyperapoB) was defined by
Sniderman et al in 1980 as a proatherogenic lipoprotein phenotype characterized by elevated
numbers of apoB-lipoproteins but normal or near-normal plasma LDLC (6). In this phenotype, the
discordance between the LDLC and apoB is due to cholesterol-depleted LDL particles. Of note,
in contrast to plasma TG used for the calculation of LDLC in Friedewald equation, plasma apoB
can be measured in non-fasting samples (1). A plasma apoB of = 1.2 g/L, which is ~ 75"
percentile of plasma apoB concentrations in a Canadian population (7), identifies subjects with

hyperapoB (8).
Plasma apoB and cardiovascular disease (CVD)

Plasma apoB is a more accurate marker of cardiovascular risk than LDLC or non-HDLC (9). A
recent meta-analysis, comparing the number of clinical events prevented by different treatment
strategies revealed that over a 10-year period, a non-HDLC strategy would prevent 300,000 more
events than an LDLC strategy, whereas an apoB strategy would prevent 500,000 more events
than a non-HDLC strategy (9). The measurement of plasma apoB was recommended in 2009 by
the American Association for Clinical Chemistry Lipoproteins and Vascular Diseases Division

Working Group on Best Practices as a more reliable indicator of risk than LDLC (10). It was also
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introduced to the Canadian dyslipidemia guidelines in the same year as an alternate primary
target of therapy (11) and continues to be recommended in the latest update of the guideline in
2014 (1, 12). Particularly for subjects with intermediate CVD risk and/or insulin resistance, an
apoB = 1.2 g/L identifies patients at increased CVD risk who may benefit from pharmacotherapy
despite a plasma LDLC of < 3.5 mmol/L (1). Similarly in 2011, the European Atherosclerosis
Society and European Society of Cardiology stated that non-HDLC or apoB may better estimate
the concentration of atherogenic particles than LDLC, especially in high risk patients with diabetes
or metabolic syndrome (13). The recent 2013 guidelines of the American College of Cardiology
(ACC) and the American Heart Association (AHA) however do not encompass the use of plasma
apoB for the screening and treatment target for CVD (14). Since then a series of reports using
discordance analysis have all shown that apoB is superior to either LDLC or non-HDLC to

estimate cardiovascular risk (15, 16).
Plasma apoB and type 2 diabetes (T2D)

Emerging clinical and epidemiological evidence also link hyperapoB to the development of T2D,
in addition to CVD, in humans. Both diseases are viewed as chronic inflammatory disease, and
apoB-lipoproteins, primarily LDL, are known to induce multiple derangements in inflammatory
cascades that lead to atherosclerosis (17, 18). However, evidence from our laboratory (19) as
well as others (20-22), have shown that plasma apoB, not total cholesterol (TC) or LDLC, correlate
strongly with plasma inflammatory markers in humans. Moreover, in non-diabetic obese subjects,
plasma apoB but not LDLC correlates positively with dysfunctional white adipose tissue ex vivo
and delayed plasma clearance of dietary fat, hyperinsulinemia, insulin resistance and activation
of the interleukin 1 beta (IL-1B) system in vivo (19, 23-25), all of which are known risk factors for
T2D. Epidemiological studies support that hyperapoB predicts the development of T2D before the
onset of the disease by 3-10 years in Turkish (26), Canadian (27), Finnish (28), and Korean (29)
populations, independent of traditional risk factors such as central adiposity (26, 27), inflammation

(26), fasting glucose and glycated hemoglobin (27, 29).

Despite the central role of hyperapoB in the prediction and promotion of CVD and T2D and the
inaccurate prediction of plasma apoB by lipids particularly in subjects with hyperlipidemia,
nutritional reviews and guidelines (11) for the treatment of dyslipidemias have not addressed the
regulation of apoB-particle number in plasma and focused mainly on their lipid content. Moreover,
recent reviews on this topic mainly focused on the effect of dietary fatty acids (FA) and weight-

loss on plasma apoB-lipoproteins (30-32). Accordingly, we reviewed recent published literature
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(within the last 10 years) on the effects of multiple dietary interventions and components on
plasma apoB and other parameters (VLDLC, LDLC, non-HDLC, TG, apoA1, apoB/apoA1). All
human studies in an adult population (> 18 years old) that were written in English and
corresponded to the search criteria “diet and apoB” on pubmed on May 25, 2015 were included.
Genetic variations affecting plasma lipoprotein-related parameters are reported to affect the
response efficiency to dietary interventions or components (33-36). However as this review aims
to guide nutritional interventions targeting hyperapoB in clinical practice where data on the genetic
background may not be readily available, studies examining specific gene-diet interactions were
not included in this analysis. Given that the definitions of very-low- to high-carbohydrate (CHO)
diets differ between studies, we used the definitions suggested by Feinman et al, mostly driven
from the American Diabetic Association Guidelines (37), and unified the definitions for CHO intake
through out the 87 studies examined. Very-low, low-, moderate- and high-CHO diets were those
providing less than 10%, 10-25%, 26-45%, and > 45% of energy from CHO, respectively (37).
Special emphasis was placed on data generated from randomized controlled trials (RCTs) to
determine the strength of evidence, however prospective interventional and association studies

were also included for completeness.

A comprehensive comparison of the 87 studies included in this review is provided in Table 4.1.
When enough data was reported, the 95% confidence intervals for the changes in plasma apoB
and other lipoprotein parameters were calculated for the individual studies (Table 4.1). A table
summarizing the overall direction of changes in lipoprotein parameters based on the number of
RCTs supporting the findings is also provided (Table 4.2). Of note, the studies examined here
that are summarized in Table 4.2 use data from the 87 studies that examined plasma apoB in
addition to other lipoprotein parameters to allow comparison between the parameters. Thus, this
review may not be comprehensive for the effect of the dietary components and patterns on plasma

cholesterol, TG and apoA1.
Effect of hypocaloric-diet induced weight loss on plasma apoB

Obesity promotes cardiometabolic disease, and weight loss as modest as 5-10% has been
reported to ameliorate the risks of T2D and CVD (38-40). Hypocaloric-diet (~1300-1700 kcal)
induced weight-loss of ~ 6-12% was reported to decrease plasma apoB, whether on a low-fat/high
carbohydrate (CHO) diet (= 30% fat, >45% CHO) (37, 41, 42), a higher fat/ moderate CHO diet
(>30% fat, 26-45% CHO) (37, 43, 44) or when combined with resistance training (4% weight loss)
(45). Similar effects were reported for a very-low-calorie diet (600-800 kcal, 6% weight loss) (46).
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Reduction in plasma apoB is proposed to be due to the reduction in VLDL production rate and
conversion to LDL and to the increase in LDL catabolic rate (43), and appears to mirror that of
TG particularly in subjects with dyslipidemia or metabolic syndrome. Addition of ezetimibe (a
cholesterol lowering agent) to a hypocaloric diet did not have an additional benefit on plasma TG
and VLDL-apoB100 concentrations and secretion rates (41). Moreover, increasing the frequency
of meals in RESMENA dietary pattern (7 vs 5 meals/day) did not induce a further decrease in
plasma apoB (44). (N.B. The RESMENA-S study (Reduction of the metabolic syndrome in
Navarra-Spain) is a RCT comparing 2 hypocaloric diets with an energy deficit of 30% of
requirements; the RESMENA dietary pattern has a macronutrient distribution of 40/30/30
(carbohydrate/ fat /protein) and high meal frequency (7 meals/ day), while the control diet, is based
on the American Heart Association guideline and has a macronutrient distribution of 55/30/15 and

a lower meal frequency (3—-5 meals/day) (41).

Of note, the effect of changes in fat depots on plasma apoB may be sex-dependent. In a 1-year
study using a hypocaloric diet combined with aerobic training in 107 obese men with dyslipidemia,
reduction in plasma apoB was dependent on the reduction in visceral adipose tissue (VAT) (47).
In a study by our group in 56 post-menopausal obese women, a 6-month hypocaloric diet induced
a reduction in plasma apoB that was independent of changes in adiposity or VAT but dependent

on baseline apoB (42), which in turn was negatively associated with the diet quality (48, 49).

Thus, in all 4 RCTs and 3 prospective interventional studies examining 335 healthy or
dyslipidemic overweight and obese subjects in total, hypocaloric diet-inducing weight loss (~6-
12% alone or 4% with resistance training) over 4-52 weeks induced a reduction in plasma apoB
and TG (6 studies for TG), with less consistent changes in non-HDLC, LDLC and HDLC, and no
data for VLDLC (41-47). When examined, there was no effect on plasma apoA1 (4 studies) and
a decrease in plasma apoB/apoA1 (2 studies) (Table 4.2). More studies are needed to evaluate
whether sex-differences exist in the regulation of plasma apoB by changes in body fat distribution,
and to confirm whether plasma apoB/apoA1 is decreased with weight-loss in overweight and

obese subjects.

Effects of macronutrients on plasma apoB

Carbohydrates
Current Canadian and American guidelines for the prevention of chronic diseases

recommend a balanced diet with 45-65% CHO, 20-35% fat and 10-35% protein (50-52). However,
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high CHO/low fat diets are associated with higher plasma total, VLDL- and chylomicrons-TG in
the fasting and postprandial states (14, 53) and with higher apoB and Lp(a) (54-56). For example,
switching 140 healthy men from 4-weeks on a moderate CHO (45%)/high fat (40%) diet to 4-
weeks on a high CHO (65%)/low fat diet (20%) with equivalent 50:50 ratio of simple to complex
CHO, increased plasma apoB, TG, Lp(a) as well as apolipoproteins C-IIl (an inhibitor of lipoprotein
lipase, whose activity is vital to hydrolyze and clear plasma TG) (56) (Table 4.1). The effects of
these diets on plasma apoB and TG are believed to be primarily due to higher CHO flux to the
liver increasing de novo lipogenesis and production of apoB-lipoproteins (57). Moreover, elevated
TG promotes cholesterol ester transfer protein activity (CETP) (58), which favors the exchange
of cholesterol on HDL and LDL particles with TG on triglyceride-rich lipoproteins (TRL, namely
VLDL and chylomicrons) and may explain lower plasma LDLC and HDLC with these diets (54-
56).

Compared to high-CHO diets (49-65%), moderate-CHO (26-45%) /high-fat diets (38-46%) were
reported to improve plasma apoB, TG and HDLC but produced less consistent effects on plasma
LDLC (56, 59-62) (Table 4.1). Notably, compared diets within each study (56, 59-62) contained
equivalent amounts of fiber (~25-30 g/d) or equivalent simple to complex CHO ratio (50:50),
excluding the confounding effects of these nutrients (as discussed below). The benefit of the
reduction in CHO content, especially in regards to plasma apoB, appears to be dependent on the
type of nutrient used to replace CHO. When the types of FA were compared concomitantly in a
large RCT on 178 healthy overweight and obese men and compared to a high CHO diet (54%
CHO), a moderate-CHO diet (26% CHO) reduced plasma apoB (95% CIl= -0.05 to -0.16 g/L
adjusted for weight) only in combination with a higher MUFA content (27% MUFA, 9% SFA, which
also induced weight-loss) not a higher SFA content (20% MUFA, 15% SFA) (59). In line in a
smaller cross-over RCT on 40 healthy men, the reduction in CHO intake alone (50% to 31%)
without a change in the % of fat, MUFA and SFA content (38%, 15%, 15%, respectively) did not
affect plasma apoB (62). Plasma apoB was only reduced when MUFA content was increased to
21% and that of SFA was decreased to 8% in the same moderate CHO diet (31%) (62). Even
within a high CHO diet, a decrease in CHO content (55 to 50%), accompanied by an increase in
MUFA content (11% to 17%) and equivalent amount of fiber, was reported to decrease plasma
apoB, VLDLC, TG and increase HDLC in hypercholesterolemic men (63). Larger studies are
needed to determine which nutritional component has the largest effect on plasma apoB; the

reduction in CHO, the increase in MUFA, or the decrease in SFA intake.
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Further restriction in CHO intake to less than 10% in very-low-CHO diets does not appear to
influence plasma apoB, particularly when with high SFA intake usually associated with these diets
(~ 20%) despite additional benefits on plasma TG and HDLC (64, 65) (Table 4.1). This may
explain why compared to very-low-CHO Atkins diet (58% fat, 30% SFA), weight maintenance for
4-weeks on the very-high-CHO Ornish diet (9% fat, 3% SFA) decreased plasma apoB (95% Cl=
-0.03 to -0.19 g/L) (66). Notably, lowering SFA intake is also reported to increase the flow-
mediated vasodilatation (i.e. a measure of endothelial function) (67), which may add to the
benefits of low-SFA diets.

Thus, in all 4 RCTs and 2 prospective interventional study examined including 452 subjects in
total, plasma apoB was consistently reduced in healthy or hyperlipidemic subjects with isocaloric
diets composed of 26-50% CHO, 36-46% fat, 14-32% protein, 11-27% MUFA, 5-14% PUFA and
7-13% SFA consumed over 3-4 weeks only (56, 59-63). Plasma TG and HDLC were also
improved, while inconsistent or insufficient data were observed for non-HDLC, LDLC, VLDLC and
apoA1. None of the studies evaluated plasma apoB/apoA1 (Table 4.2). The macronutrient
composition of these 6 studies (56, 59-63) were used to generate the summary of the isocaloric

diets observed to reduce plasma apoB (reported in the abstract and conclusion).

Simple sugars

The American Heart Association (AHA) recently issued a strict recommendation to limit the intake
of added sugars to 150 and 100 kcal/d for men and women, respectively (~ 6-7% of total energy)
(68). The Dietary Intake Reference for Canadians remains more permissive with a maximal intake
of < 25% of total energy (51). However, neither guideline distinguishes between the types of
simple sugars. Compared to glucose, fructose intake is known to be a poor stimulant of insulin
secretion due to the low expression of its receptor, GLUTS, in the pancreas (69). A high-fructose
diet decreases hepatic insulin sensitivity and raises de novo lipogenesis and plasma TG, effects

which hinder hepatic degradation of apoB and enhance VLDL secretion (70).

Human research on the differential effects of fructose and glucose on plasma apoB is limited to 2
non-RCT studies (55% CHO, 30% fat and 15% protein), small sample size (N=7-48) and short
duration (2-10 weeks) (Table 4.1). Nevertheless, their results are consistent with present
knowledge on the negative effects of fructose metabolism on plasma apoB and postprandial TG
(69, 71). In addition, increased fasting glucose and decreased postprandial insulin secretion were

also reported in one study with fructose versus glucose intake (69). Notably however, both studies
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used 25% of energy from fructose alone (69, 71), which may not represent usual intake. More
RCTs are needed to determine the effect of habitual fructose intake on plasma apoB, apoB/apoA1

and other lipoprotein related parameters.

Dietary fibers

Epidemiological and clinical studies suggest that high intake of dietary fiber is associated with
reduced risk of T2D and CVD (72). Soluble fibers, such as psyllium, reduce the reabsorption of
bile acids, thus increasing cholesterol excretion (73). Moreover, in guinea-pigs, psyllium was
reported to decrease the secretion of VLDL particles and their conversion to LDL, and to enhance
VLDL and LDL apoB turnover by increasing hepatic LDL receptors expression (74). Soluble fiber
consumption up to 10-25 g/d is recommended for hypercholesterolemic patients by the National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel Il (NCEP ATP Ill) (75) as it consistently
lowers LDLC (76-79). It has however little, if any, effect on plasma TG and HDLC (76-79).

Human research examining the effect of dietary fibers on plasma apoB is limited to 4 RCTs, the
results of which are however promising (Table 4.1). One RCT reported that psyllium soluble fiber
(7.68 g/d) in combination with plant sterols (2.6 g/d), decreased plasma apoB in subjects with
hypercholesterolemia (76) due to reduction in IDL and LDL numbers. Interestingly, there was also
a reduction in small HDL particles possibly adding to the anti-atherogenic effects of this diet.
Similarly, cocoa cream enriched with hazelnut, phytosterols (2 g/d) and soluble fiber (20 g/d)
reduced plasma apoB100 and LDLC compared to a control cocoa cream in hypertensive and
hypercholesterolemic subjects (78). Concordant results were drawn from another RCT where the
addition of metamucil (11 g/d psyllium soluble fiber) to simvastatin therapy (10 mg, cholesterol
lowering agent) had a similar hypocholesterolemic effect as a higher dose of simvastatin (20 mg)
(77). Soluble fibers also include a-cyclodextrin, which is derived from corn and is known to form
a complex with dietary fat reducing its bioavailability. In contrast to psyllium, no effect of a-
cyclodextrin intake was observed on plasma apoB in one RCT on healthy subjects despite lower
plasma LDLC (79).

Thus, in all 3 out of 4 RCTs conducted on dyslipidemic subjects (N=214 in total) and ranging from
4-8 weeks, the intake of soluble fiber (psyllium ~ 8 — 20 gm) on a dietary background of 44-50%
CHO, 36-41% fat, and 15-17% protein reduced plasma apoB and LDLC but did not affect TG (76-
79). Less consistent or no data exist for VLDLC, HDLC, apoA1 and apoB/apoA1 (N.B. the

macronutrient composition of these diets fits within the range reported to reduce plasma apoB in
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the summary and conclusion). More RCTs are needed to examine the independent effects of the

quantity and/or types of soluble fibers on plasma apoB and apoB/apoA1.

Lipids

Monounsaturated and polyunsaturated versus saturated fatty acids

High intake of SFA is known to increase plasma total, LDL and HDL cholesterol and to associate
with a higher risk of cardiometabolic disease compared to the intake of unsaturated fats (54).
Current FAO/WHO guidelines limit SFA intake to less than 10% of total energy, with the remaining
fat sources as polyunsaturated fatty acids (PUFA) (6-11%) or MUFA (80). Notably, the higher limit
of PUFA at < 11% was set as the risk for lipid peroxidation may increase with higher intake,

particularly when tocopherol (vitamin E) intake is low (80).

A meta-analysis on 25 RCTs (81) together with 4 more recent RCTs and a controlled parallel trial
confirmed that decreasing SFA intake by increasing MUFA intake lowers plasma apoB and LDLC,
but are less consistent in regards to plasma TG, HDLC, apoA1 and apoB/apoA-1 (62, 82-86)
(Table 4.1). In the largest RCT on 548 individuals at high risk of metabolic syndrome, 24-weeks
on a high-MUFA diet (16%) decreased plasma apoB compared to an isocaloric diet with high-
SFA (16%) on a similar moderate CHO (~42-45%) and fat (36-38%) backgrounds (82). Of note
however, an even greater effect of a combination of low-fat (26-28%) and low-SFA (8-9%) was
observed on plasma apoB in that study that counterbalanced the effect of higher CHO (~51-52%),
suggesting that lowering SFA intake is key (82). Similar effects were also observed in 85
dyslipidemic subjects at risk for T2D within high CHO diets, where a high CHO (55%)/ low fat
(29%)/ low SFA (8%) did not increase plasma apoB when compared to a lower CHO (49%)/high
fat (36%)/high SFA (16%) on similar MUFA (16 and 14%) and PUFA (6%) backgrounds (83),
underlying the effects of low SFA. This further underscores the need for head-to-head comparison
between the specific effects of CHO, SFA and MUFA on plasma apoB. The beneficial effects of
replacing SFA by MUFA were also observed in healthy men following a moderate-CHO diet (31%)
(62), in healthy subjects following a high-CHO diet (48%) (84), in subjects at risk for T2D following
a high-CHO diet (49%) (83), and in healthy abdominally obese subjects following a moderate to
high-CHO diets (41 and 46% CHO, 95% CIl= -0.09 to -0.21 and -0.03 to -0.17 g apoBIL,
respectively) (85, 86). Finally, in the same meta-analysis by Mozaffarian et al on 25 RCTs, while
isocaloric replacement of SFA by PUFA reduced plasma apoB, LDLC and HDLC, and induced a
greater reduction in LDLC than MUFA, the 2 types of unsaturated FA had similar effects on

plasma apoB (81). This is also in line with another RCT on hypercholesterolemic subjects (87).
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No additional studies were found on the effect on PUFA on plasma apoB except for those

examined in the section on omega-3 PUFA.

A recent review on lipoproteins kinetics in humans suggests that the intake of SFA increases the
pool size of LDL-apoB100 particles by decreasing their fractional catabolic rate (30). SFA may
also be linked to cardiometabolic risk through the activation of inflammatory cascades via toll-like
receptors 2 and 4 and nuclear factor kappa B-dependent pathway in murine and human cells, as
reviewed (88). This is believed to promote systemic inflammation and insulin resistance, both of
which are known to reduce insulin-mediated degradation of apoB by the liver and TRL clearance
by adipose tissue (70, 89). SFA can also amplify lipopolysaccharide (LPS) response by promoting
the generation of ceramides that activate C- {/mitogen-activated protein kinase in monocytes (90,
91). Reducing SFA intake is associated with an increase in the expression of LDL receptor on
mononuclear cells in humans promoting LDL uptake (89, 92). It should be noted however that the
association of SFA intake with chronic inflammation in humans remains controversial and may be
dependent on the inflammatory marker examined (93, 94). A recent systemic analysis reported
that, while positive associations were found between SFA intake with soluble intercellular
adhesion molecule-1 and interleukin-6, no significant association or insufficient data were found

with other markers such as E-selectin, tumor necrosis factor a and C-reactive protein (93).

In summary, in 4 RCTs and one controlled parallel trial examined in this review including 737
healthy or dyslipidemic subjects, a consistent beneficial effect of reducing SFA intake (from 19%
to 8%) by increasing MUFA intake (from 10% to 21%) was observed on plasma apoB and LDLC
using diets composed of 31-51% CHO, 26-40% fat, and 11-32% protein (62, 82-86). These
findings support an earlier meta-analysis published to date (81). Plasma HDLC was reduced with
these diets, likely a reflection of the reduction in plasma cholesterol, while less consistent or
insufficient data existed for VLDLC, TG, apoA1 and apoB/apoA1 in these studies (62, 82-86). Of
note, in addition to the 6 diets in the section on carbohydrates, the macronutrient composition of
the 5 studies examined here were used to generate the summary of the isocaloric diets observed

to reduce plasma apoB (reported in the abstract and conclusion).

Marine and plant-derived omega-3 polyunsaturated fatty acids
Fish oil and omega-3 FA found in fish oil, eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic
acid (DHA), have been reported to improve dyslipidemia, inflammation, IR, and hepatic steatosis

in mice and humans (95, 96). The American Heart Association recommends fish consumption,
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at least 2 servings per week, or fish oil supplementation to reduce the risk of CVD (97). Similarly,
the Canadian Cardiovascular Society Guidelines indicates that the intake of omega-3 FA (2-4
grams/day of both EPA and DHA), under a physician’s care, can lower plasma TG by 25-30% in
patients with hyperTG (1). Increasing omega-3 FA intake decreases plasma TG and frequently
VLDLC, but rarely affects LDLC and HDLC (98-104).

Reduction in plasma apoB and TG has been reported by all 4 RCTs and one parallel trial reviewed
using marine-derived omega-3 FA supplementation (3.2 and 3.4 g/d of EPA:DHA at 1.2:1 ratio
(99, 103, 104) or 4 g/d EPA alone (98)) or high fish intake (1.1-1.7 g omega-3 FA/d) (101, 105),
for 6-24 weeks in hyperlipidemic subjects not taking hypolipidemic agents (Table 4.1). Less
consistent effects have been reported for LDLC, VLDLC, non-HDLC, HDLC and insufficient data
exist for apoA1 or apoB/apoA1 in these studies. When added to statins (i.e. cholesterol lowering
agents), P-OM3 (3.4 g/d, EPA:DHA at 1.2:1 ratio) further decreased plasma apoB in
hyperlipidemic patients, when simvastatin (40 mg, N=254) (99) not atorvastatin (10-40 mg/d,
N=219) (100) was used. However, it is reported that atorvastatin induces a greater reduction in
plasma apoB than simvastatin (106, 107), which may limit additional benefits of the omega-3 FA.
Using a cross-over design, modulating the ratio of n-6:n-3 in a diet supplemented with 2.2 g/d
marine-derived omega-3 FA had no effect on plasma apoB in 11 hypercholesterolemic subjects

on statin treatment (102).

Kinetics studies demonstrated that the reduction in plasma TG and apoB by omega-3 FA in
humans is mainly due to the reduction in the production rate of apoB100 and apoB48 TRLs (103-
105), as recently reviewed (30-32). When combined with weight loss, omega-3 FA induce a
greater reduction in fasting apoB48 production rate and postprandial apoB48 concentrations
(104). As secretion of TRL-TG and TRL-apoB are closely linked, decreased TRL apoB100
secretion may be due to the inhibition of enzymes involved in TG synthesis such as diacylglycerol
acyltransferase and FA synthase, suppression of sterol regulatory element binding protein-1c
gene transcription, and activation of 3-oxidation (105, 108). In addition, both omega-3 FA and 6
PUFA favor hepatic apoB degradation in the post-ER pre-secretory proteolysis pathway through

reactive oxygen species-induced autophagy (109).
Observational studies also support that higher intake of plant-derived omega-3 FA (a-linolenic

acid), but not plasma levels (110), are significantly associated with moderately lower risk of CVD

(97, 110). The use of vegetable oils is encouraged to increase the intake of a-linolenic acid up to
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0.6 - 1.2% of total energy, the acceptable Macronutrient Distribution Range established by the
Institute of Medicine (111). While few studies have examined the effect of plant-derived omega-3
FA on apoB, a recent RCT on 179 healthy postmenopausal women reported that the intake of 40
g/d of flaxseeds with high a-linolenic acid compared to an equal amount of wheat germ had a
small but modest benefit on plasma apoB (95% CI= -0.00 to -0.09 g/L, Table 4.1) (112, 113).
However, the conversion of plant into marine-derived omega-3 FA is at less than 1% (114) and
the mechanism by which a-linolenic acid benefits cardiometabolic health in humans may not

involve plasma lipids and apoB.

In summary, all 4 RCTs and 1 parallel study conducted mostly on hyperlipidemic subjects (N=411
in total) and ranging from 6-24 weeks, the intake of marine derived omega-3 FA, from oily fish
(1.1-1.7 g/d) or supplementation (3.2 - 3.4 g/d EPA:DHA or 4 g/d EPA alone) reduced plasma
apoB and TG with less consistent benefits or insufficient data on the other lipids (98, 101, 103-
105). Insufficient data also existed for the additional benefit of omega-3 FA in combination with
statins (2 RCTs, N=473) (N.B. not all studies reported the macronutrient or FA composition of the
background diets to provide their summary). More RCTs examining the additional effects of
omega-3 FA in combination with hypolipidemic agents on plasma apoB and apoB/apoA1 ratio are

needed.

Trans fatty acids

A higher consumption of trans fatty acids from industrial partially hydrogenated fats, a
characteristic of Western diet with high intake of processed food, is associated with higher risk of
CVD (31). Isocaloric substitution of trans FA by SFA reduces plasma apoB and apoB/apoA1 and
increases HDLC and apoA1, as reported in a meta-analysis of 13 trials (81). Only 2 more recent
RCTs were found, in both of which decreasing trans FA (from 7.5% and 4.3% to <0.5%) by
increasing cis-PUFA (115) or cis-MUFA (116) also lead to a decrease in plasma apoB. Trans FA
increase the pool size of LDL apoB100 by decreasing their fractional catabolic rate, but has no
effect on VLDL apoB100 (30).

Trans FA can also be produced naturally during the biohydrogenation of dietary PUFA by
anaerobic bacteria in the rumen, and thus exist in small amounts (~ 2-5%) in meat and dairy
products derived from ruminants (117). Contradictory findings exist regarding the impact of natural
trans FA on CVD risk; while observational studies found no association (118), a crossover trial

reported that a diet high in conjugated linoleic acids and naturally occurring double-bonds
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increased plasma apoB and LDLC and decreased HDLC compared to a high-MUFA diet (116).
Contradictory findings also exist as to whether industrial trans FA have a higher (116) or a lower
(119) impact on plasma apoB than natural trans FA. However, sex-specific effects of natural trans
FA on increasing plasma LDLC, HDLC, apoB and apoA1 in women but not in men have been

reported and may need to be accounted for in future studies (119).

Of importance to note is that, in 2007, Health Canada recommended that the content of trans FA
in vegetable oils and soft, spreadable margarines should be limited 2% of the total fat, while that
of all other foods including ingredients sold to restaurants should be limited to 5%. It also gave
the food industry a 2 year window to achieve these recommendations (120). This strategy appears
to have achieved a positive impact, as the Canadian consumption of trans FA has declined by
40% over the past decade (from 8.4 g to 4.9 g per day) (120). Moreover, in June 2015, the FDA
removed partially hydrogenated oils, the main source of artificial trans FA in processed foods,
from the “generally recognized as safe” list and gave food manufacturers 3 years to remove them
from their products (121). The current recommendation to promote cardiovascular health by both
the American (52) and the Canadian (51) guidelines is to reduce trans FA to the least possible.
This is also in line with the recommendation of World Health Organization of < 1% of total energy
per day (120). Thus, while plasma apoB was increased in the 2 RCTs examined, the amounts of
trans FA used (4.3% or ~ 11 g/day (115) and 7.5% or ~ 20 g/day (116)) are unlikely to represent

current habitual intake.

Medium-chain fatty acids

Medium-chain fatty acids (MCFA) contain 6—12 carbons. Unlike long-chain FA, MCFA are usually
absorbed directly into the portal circulation without the need for being incorporated in the
chylomicron particles. Accordingly, oil made from MCFA is prescribed to treat patients with familial

hyperchylomicronemia (122).

Only 2 studies with limited sample size (N=28 and 51) and duration (4 and 12 weeks) were
reported on the effect of MCFA on plasma apoB in humans. Nevertheless, both studies reported
no effect of high MCFA intake, as pure oil (20 g/d) or milk fat (8.5 vs 6.9 g/d) on fasting or
postprandial plasma apoB, TG, LDLC, VLDLC or apoA1 (123, 124) in subjects with abdominal
obesity alone (124) or with secondary hypertriglyceridemia (123). No data was reported on
plasma apoB/apoA1 in either study. These findings are also in line with the lack of an effect of

MCFA on apoB reported in a recent review on the effect of dietary fatty acid on lipoprotein
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metabolism (30). As MCFA are suggested to increase fat oxidation (125), more RCTs comparing
different types and higher doses of MCFA (with attention to possible gastro-intestinal symptoms)

or in combination with weight-loss intervention may be needed.

Dietary cholesterol

The impact of dietary cholesterol on plasma lipids and CVD risk remains controversial. To reduce
the risk of CVD, the NCEP ATP lll recommends limiting the intake of dietary cholesterol to 200
mg/d for subjects with hyperlipidemia (75). However, the recent AHA/ACC guidelines to reduce
CVD concluded that there is insufficient evidence to determine whether lowering cholesterol
intake reduces LDLC (126). Studies examining the specific effect of cholesterol on plasma apoB
are also scarce and limited in size (127, 128). Consumption of a high-cholesterol diet (804 mg/d,
3 eggs/day) in 25 normolipidemic healthy young men increased plasma LDLC, HDLC and apoB,
without affecting plasma TG, apoA1 and Lp(a) compared to a low-cholesterol diet (127). In
contrast in patients with T2D or prediabetes (42% on lipid-lowering medications), consumption of
a high- or low-cholesterol (590 vs 228 mg/d)/ hypocaloric/ high-protein diet led to similar
reductions in weight and plasma apoB, non-HDLC, TG, glucose, and insulin and blood pressure,
whereas only the high-cholesterol diet led to an increase in HDLC (128). However, weight loss
and improved insulin sensitivity on both diets may have masked the effects of high cholesterol
per se on plasma apoB. More RCTs are needed to determine the independent effect of dietary

cholesterol on plasma apoB and apoB/apoA1.

Phytosterols

Phytosterols are plant-derived steroid compounds similar in structure and function to cholesterol
(129). Current recommendations for hyperlipidemic patients (75) include 2 g/d of phytosterols,
which is known to reduce LDLC (130, 131). Dietary sources of phytosterols include vegetable oils,
cereals and nuts and provide ~300 mg/d, as reported in a British population (132). Only 3 RCTs
explored the effects of phytosterol-enriched foods in subjects with metabolic syndrome (133),
hypertension and/or hypercholesterolemia (N=254 in total) (76, 78). All 3 RCTs reported a
consistent improvement in plasma apoB and LDLC when phytosterols were added to a yogurt
drink (4 g/d) (133), a cocoa-hazelnut cream (2 g/d) (78) or in combination with soluble fibers (7.68
g/d psyllium and 2.6 g/d phytosterols (76)). It is thus not possible to isolate an independent effect
of phytosterol alone in these RCTs. Of note, the background dietary composition of the
phytosterol-enriched diets was 37-50% CHO, 36-44% fat and 15-17% proteins, which is within
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the range observed to reduce plasma apoB (reported in abstract and conclusion). More studies

are needed to confirm the effect of phytosterols per se on plasma apoB and other lipids.

Proteins

Soy proteins

Following the publication of a meta-analysis supporting the negative association of soy protein
intake with plasma cholesterol (134), the FDA permitted the food industry to claim that “25 g of
soy protein/d, as part of a diet low in SFA and cholesterol, may reduce the risk of heart disease”
(135). Soy proteins are reported to increase the clearance of apoB-lipoproteins by enhancing the
synthesis of bile acid, increasing LDL receptor activity, and reducing hepatic particle secretion
(136, 137). On the other hand, increased insulin growth factor binding protein-3 has also been
reported with soy protein intake, which suggests reduced bioavailability of insulin growth factor-1
and increased CVD risk (138).

Eight RCTs explored the impact of isolated soy proteins, in comparison to isolated milk proteins,
on plasma apoB and lipids and their findings are inconsistent. Replacement of isolated milk
proteins by isolated soy proteins (25-30 g/day) reduced plasma apoB, LDLC and non-HDLC in
hypercholesterolemic or hyperlipidemic patients without (139) or with hemodialysis (140, 141),
but had no effect on plasma LDLC or apoB in normolipidemic subjects (140). However,
accumulation of isoflavones due to lack of renal excretion and unavailability of isoflavones for
dialysis have been reported, which may limit the applicability of the results (142). In contrast, no
benefits on plasma apoB were reported in healthy men (143-145) or patients with diet-controlled
T2D (146) consuming isolated soy proteins in comparison to isolated milk proteins, nor in healthy
subjects supplemented with black soy peptide in comparison to casein (147). On the other hand,
an RCT in hypercholesterolemic postmenopausal women reported an increase in plasma apoB,
which was however accompanied by an increase in weight with both soy and casein proteins
(138).

It should be noted however that an interaction was identified between plasma apoB and equol
urinary excretion status (146). Equol is a type of isoflavone produced endogenously in the
intestine, which not all humans have the ability to synthesize (148, 149). It has a greater estrogen-
receptor binding affinity and antioxidant capacity than other types of isoflavones. This may add to
the inter-subject variability in the response to isoflavones. Moreover, as isoflavones are known to

bind estrogen receptors (150), sex differences may also need to be explored. In addition to
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isoflavones, soy protein isolates contain other components such as saponins, phytic acid and
trypsin inhibitors, which are biologically active molecules that may influence lipid profile (136).
While the specific effect of isoflavones on plasma apoB and lipids is yet to be demonstrated (143-

145), that of the other components have not yet been examined.

Finally, the effect of non-soy protein was also examined in 1 RCT in comparison to casein protein
in 38 hypercholesterolemic subjects. The intake of 25 g/d of cowpea protein isolate was reported

to decrease plasma apoB, non-HDLC and LDLC and to increase plasma HDLC (151).

In summary, inconsistent findings were observed in 8 RCT (N=341, 4-52 weeks) examining the
effect replacing isolated milk proteins or casein with soy proteins on plasma apoB and lipids (138-
147). However, 3 out of the 4 RCTs conducted with 121 hyperlipidemic subjects reported a
decrease in plasma apoB and LDLC with the intake of 25-30 g/d isolated soy protein over 4-12
weeks. More RCTs are needed to confirm whether the effects of soy proteins is specific to
subjects with hyperlipidemia, is restricted to a specific soy-protein component (i.e. isoflavones) or

includes other non-soy legume proteins.

Whey proteins

Milk proteins comprise a soluble fraction named whey and an insoluble fraction named casein
(152). Whey proteins are recognized as immunomodulators, antioxidants and nutrient carriers
(FA, retinol and iron). Studies on the effect of whey proteins on lipid metabolism are scarce.
However, consumption of 60 g/d whey protein, compared to equal amount of casein, on a similar
background diet of milk fat (63 g/d) with low or high MCFA reduced postprandial apoB48 in 51
subjects with abdominal obesity, an effect that remained significant after adjustment for age, sex,
blood pressure, statin intake and weight-change (124). More RCTs are needed to explore the
effect of whey protein versus casein or other types of proteins on lipoprotein profile in healthy and

hyperlipidemic subjects.

Alcohol

The Canadian Low-Risk Alcohol Drinking Guidelines recommends moderate alcohol
consumption, defined as less than 15 drinks for men and 10 drinks for women per week (153).
The protective effect of alcohol consumption, ranging from low to high, on plasma HDLC was
reported in the Atherosclerosis Risk in Communities cross-sectional study in 8,932 middle-aged

subjects (154). In contrast, only low-to-moderate alcohol consumption (~ 1.5 drink/day),
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compared to lack of, was associated with a lower plasma apoB and TG in that study, and the
effect was limited to wine drinkers who were also white women (154). In another cross-sectional
study in 2,907 Swedish adults, total ethanol intake (~1 drink/day) correlated with lower plasma
apoB in women only and higher HDL in all subjects after adjustment for multiple confounders
(155). In the larger NHANES Il study on 8,708 adults, plasma apoB decreased across the
quartiles of higher alcohol consumption (>2 and 1-2 drinks/d), although no adjustment was made
for potential confounders such as the types of alcohol or sex (156). In contrast, in a smaller cross-
sectional study on 636 postmenopausal women, alcohol consumption was not associated with

plasma apoB per se but with lower plasma apoB/apoA1 ratio (157).

Heavy alcohol consumption promotes alcoholic fatty liver disease, elevated hepatic apoB mRNA
and higher plasma TG (158, 159). This may explain why in the ARIC study, heavy alcohol
consumption (>210 g/week or ~ > 3 glasses/day for men, >105 g/week or ~ > 1.5 glasses/day for
women) did not have beneficial association with plasma apoB (154). Moreover, a J-shaped
relationship has been described in regards to plasma TG, where low-moderate alcohol
consumption associates with lower plasma TG while heavy alcohol consumption associates with

higher plasma TG (159). A similar relationship may exist in regards to plasma apoB.

Only 2 studies employed an RCT design to examine the effect of alcohol or grape-extract on
plasma apoB. In one RCT, daily consumption of red wine (~ 3 glasses), though not dealcoholized
red wine, reduced fasting plasma LDLC and increased HDLC, but had no effect on plasma apoB
in 45 post-menopausal women (160). This is in contrast to in vitro findings where incubation of
HepG2 cells (161) or Caco-2 intestinal cells (162) with either red wine or dealcoholized red wine,
but not ethanol, reduced apoB100 synthesis and apoB48 secretions, respectively. Of note, red
wine may provide a greater health benefit compared to other alcoholic beverages due to its high
resveratrol content, a polyphenol recognized for its cardioprotective properties. In another RCT,
resveratrol-enriched (8 mg) grape extract reduced plasma apoB and oxidized LDL without any
effect plasma TG or HDLC in statin-treated patients (163). Finally, the few studies that examined
the effect of alcohol on apoA1 (4 studies) and apoB/apoA1 (2 studies) reported a benefit on these

parameters.
Thus, most evidence to date on the association of alcohol consumption with reduced plasma
apoB is derived from 3 out of 4 cross-sectional population studies (N=20,547 in total (154-157)),

while the available RCT on 45 women reported no effect (160). More research employing the RCT
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design is needed to explore the role of the quantity and the type of alcohol consumed on the
regulation of plasma apoB, apoB/apoA1 and other lipoprotein related parameters in healthy and

hyperlipidemic subjects.
Effects of micronutrients on plasma apoB

In line with their antioxidant properties that combat oxidative stress involved in the pathogenesis
of T2D, high dietary intake of vitamin A, C and E and magnesium have been associated with lower
risk of diabetes (164, 165). Moreover, a protective role for a higher intake of vitamin D on the
development of the metabolic syndrome has been reported in association studies (166, 167).
However, interventional studies using these micronutrients reported conflicting results (164, 168)

and none addressed plasma apoB. Much more research is needed in this area.
Effects of specific foods and healthy dietary patterns on plasma apoB

Studying the effect of healthy food items and dietary patterns is essential and may have a greater
benefit on atherogenic apoB-lipoproteins than the individual components described above. This
is due to their high complexity, possible nutrients interactions and presence of other non-nutritive
bioactive components such as phytochemicals. Moreover, the effects of nutrients that may remain

unidentified are also considered.

Specific foods
Nuts contain a high amount of fat of favourable FA composition, which would be expected to

reduce plasma apoB. These food items are low in SFA and have almost half of their total fat
content in the form of MUFA, except for walnuts that are predominantly composed of PUFA (169).
Nuts are also rich in fiber, several vitamins and minerals and phytochemicals including phenols
(particularly walnuts), phytosterols, proanthocyanidins, and carotenoids (170). High intake of such
phytochemical-rich foods has been associated with lower risk for abdominal obesity and

hypertriglyceridemia (171).

Three RCTs reported that the consumption of mixed nuts (75 g/d or half portion in 117 T2D
subjects) (172), walnuts (43 g/d in 40 healthy subjects) (173), or hazelnuts (30 g/d in 46
hypercholesterolemic subjects) (174) reduces plasma apoB, with no effect on TG and inconsistent
effects on the other lipoprotein parameters. In contrast, one RCT reported no effect of hazelnuts

(30 g/d) when added to a cocoa cream alone, and a decrease in plasma apoB100 and LDLC
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when combined with phytosterols and soluble fiber (78). Of note, these studies used a
background diet of 39-45% CHO, 34-41% fat, 15-19% protein, 11-22% MUFA, 9-12% SFA, and
5-14% PUFA, which is within the ranges observed to reduce plasma apoB (summarized in
abstract and conclusion). More RCTs are needed to confirm the effect of nuts on plasma apoB

and other lipoprotein parameters.

Higher consumption of soy nuts and products is believed to favour a lower incidence of CVD in
the Asian compared to the Western Population (175-177). However results are inconsistent in
regards to the effects of different soy products on plasma apoB. Consumption of soy nuts instead
of equal amounts of non-soy products was reported to reduce plasma apoB and LDLC in
hypertensive, though not normotensive, postmenopausal women (178). In contrast, no
improvement in plasma apoB was reported in subjects on peritoneal dialysis with the consumption
of soy flour that provided more soy proteins and fibers compared to a control meat diet (179). On
the other hand, fermented soybean reduced plasma apoB, though not lipids, in healthy subjects
(180); however fermentation of isoflavones is known to increase their bioavailability by carrying

out their conversion to bioactive isoflavones aglycone (181).

Studies examining the effects of whole-grain and legumes rich diets on plasma apoB are scarce
and inconsistent. In one RCT in 46 healthy women, a diet rich in whole-grain barley and legumes
reduced plasma apoB and LDLC in comparison to a diet with equivalent macronutrients and fibers
(182). In another study, no effects of mixed whole-grain cereal products on plasma apoB were
reported in 54 subjects with metabolic syndrome (183). However, these specific foods contain
prebiotics such as dietary fiber, resistant starch, a-galactosides and R-glucans, as well as
polyphenols and phenolic acids, all of which can be used as substrate for colonic fermentation.
The subsequent production of short-chain FA and their influence on lipid metabolism deserves

further studies.

Other specific food items explored in regards to their effects on plasma apoB include; partially
skimmed 2% fat milk (3.2 servings/d) in 27 postmenopausal women with abdominal obesity (184),
buttermilk (45 g/d) in 34 subjects with low risk of CVD (185), kiwifruit (2/day) in 70 men with
hypercholesterolemia (186), raw tomato (200 g/d) in 32 men with T2D (187), garlic powder (2.4
g/d allicin) in 56 subjects with severe coronary artery disease (188). None of these foods had an
effect on plasma apoB, and had only a minor, if any, effect on the other plasma lipoprotein

parameters.
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Mediterranean diet

The Mediterranean diet (Med diet) captured the interest of many scientists in the early 1960s
because of longer life expectancy and lower prevalence of CVD observed in Greece and southern
Italy (189). These populations have high consumption of fruits, vegetables, cereal products,
potatoes, beans, nuts and seeds, use olive oil as the principal source of fat, have frequent intake
of fish and sea products, moderate intake of wine, dairy products, poultry and eggs, and low intake
of red meat and sweets. This dietary pattern translate into a diet that is moderate in alcohol, CHO
and fat content, low in SFA and cholesterol, and high in MUFA, PUFA omega-3 and fiber, all of
which promote a lower plasma apoB. In addition to its high nutritional quality, a Med diet may
reduce plasma apoB as it supports weight loss secondary to its low caloric density and high satiety

effect.

Of the 7 studies examining the effect of a Med diet on plasma apoB, only 2 employed an RCT
design. They reported a decrease in fasting plasma apoB (95% CI=-0.001 to -0.056 g/L (190)) or
postprandial apoB48 (191, 192) on 13 weeks of a Med diet (45-46% CHO, 35% fat, and 18-20
protein, 9-10% SFA, 16-17% MUFA, 6% PUFA) in a total of 686 subjects at risk for CVD. A
reduction in plasma TG was also induced with both diets, while insufficient data exist for the other
lipoprotein parameters. Notably, the high-MUFA/low SFA content of the Med diet appears to play
a major role. In a controlled parallel trial, a western type diet (46% CHO, 40% fat, 11% protein)
also reduced plasma apoB, LDLC and TG when MUFA intake was increased (11 to 20%) and
that of SFA was reduced (19 to 11%) in abdominally obese subjects, and to a similar extent as a
Med diet (average -0.10 vs -0.15 g/L, respectively) (85, 86). Results from two prospective
intervention studies also support a favourable impact on plasma apoB and LDLC, independent of
weight loss (193-195), which was attributed to increased LDL-apoB fractional catabolic rate (194,
195). Similarly, a large cross-sectional study (N=20,986) reported an association between a Med
diet score and lower apoB/apoA1 and TG and higher HDLC, even after adjustment for BMI and 9
other confounders (196). The impact of a hypocaloric Med diet as a weight-loss intervention is
less clear; prospective intervention studies found either a reduction of (194, 195), or no impact on
(197), plasma apoB. However, the first population was in 19 men with metabolic syndrome (194,
195), while the other was in 26 healthy women (197). Thus the heterogeneity and small sample

size of the populations examined likely affected the outcomes.
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In summary, 2 RCTs and 3 intervention studies reported the reduction in plasma apoB, LDLC and
TG using a Med dietary pattern (41-50% CHO, 32-40% fat, 15-20% protein, 16-21% MUFA, 7-
11% SFA, 5-7% PUFA) over 4-13 weeks in a total of 823 subjects, the majority of whom (>94%)
were at risk for CVD (85, 86, 190-195). Of note, the composition of these Med diets used fits
within the macronutrients ranges observed to reduce plasma apoB (summarized in abstract and
conclusion). Furthermore, a large cross-sectional study also reported that higher adherence to a
Med diet is associated with lower plasma apoB/apoA1 and TG and higher HDLC in 20,986 British
subjects. More RCTs are needed to confirm the beneficial effect of a weight-maintenance or a
hypocaloric Med diet on plasma apoB, apoB/apoA1 in comparison to other lipoprotein parameters

in healthy and hyperlipidemic subjects.

Vegetarian diet

Vegetarian diets are associated with lower plasma cholesterol and prevalence of CVD and T2D
(198). Vegetarian diets exclude meat, poultry and/or fish, while vegan diets exclude all animal
products, resulting in lower SFA and cholesterol and higher MUFA, PUFA and fiber intake, which
is expected to reduce plasma apoB. While this hypothesis is yet to be proven by RCTs, 3 cross-
sectional studies on vegetarian/vegan diets reported lower plasma apoB in Europeans (N=1694)
(199) and Buddhist monks men (N=296) (198), even after adjustment for confounders such as
body mass index (BMI), while adjustment for BMI in 62 women eliminates their significance (200).
Vegetarian diets were also associated with lower HDLC and apoA1 after adjustment for many
confounders, likely secondary to their higher CHO content compared to the omnivorous control
diets in these studies (198, 199). They were also associated with lower apoB/apoA1 in men (200),
while their association with lower apoB/apoA1 in women was eliminated after adjustment for BMI
(200). These findings need to be confirmed by RCTs.

Moreover, indole-3-carbinol, which is produced from the breakdown of the glucosinolate
glucobrassicin found at relatively high levels in cruciferous vegetables such as broccoli, cabbage,
and cauliflower, was reported to reduce apoB production in HepG2 cells (201). Its role in human

studies are lacking and need to be also explored.

Nordic diet
Consumption of traditional Nordic foods has been associated with lower total mortality (202).
Though limited, 2 recent RCTs using Nordic diets that mainly included higher intake of whole-

grain products, berries, fruits, vegetables, rapeseed oil, fish and low-fat dairy products, and lower
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intake of sugar-sweetened products, reported a reduction in either plasma apoB (95% CIl=-0.19
to -0.31 g/L) (203) or apoB/apoA1 ratio (95% CI=-0.01 to -0.11 g/L) (203, 204) in subjects with
hypercholesterolemia or metabolic syndrome. Less consistent effect was observed for LDLC,
HDLC and apoA1, while no effect was reported for plasma TG. The beneficial effects of Nordic
diets may be attributed to higher intake of fiber and PUFA and lower intake of SFA (203, 204).
Other dietary benefits include increased micronutrient intake (R-carotene, vitamin C, vitamin E,
potassium, magnesium) and/or decreased cholesterol and sodium intake; although the specific
effects of these nutrients on plasma apoB remain unclear. More RCTs are needed to explore the

effects of a Nordic diet on weight-loss or maintenance in various populations.

DASH diet

The dietary approaches to stop hypertension (DASH) encourage higher intake of fruit and
vegetables, whole-grain cereals, low-fat dairy products and nuts, and lower that of salt, refined
CHO and SFA. Two trials, one of which was a RCT, reported that a DASH diet led to a reduction
in plasma apoB with variable effects on plasma lipids (45, 205). However, the impact of reduced
sodium intake per se on plasma apoB is rarely explored. One study that examined this reported
no effect of a 7-day low-sodium diet on plasma apoB, LDLC and TG with a decrease in HDLC in
normotensive men (206). More RCTs are also needed exploring the effects of a DASH diet on

plasma apoB.

Paleolithic diet

During the paleolithic period, our ancestors lived as hunter-gatherers, eating wild animal-source
foods (lean meats, fish, eggs, no dairy) and uncultivated plant-source foods (fruits, vegetables,
nuts, no cereal grains and legumes) (207). This period was followed by agriculture (predominantly
of cereals) and animal domestication and more recently, by industrial revolution (refined fats and
sugar, added salt), which introduced major dietary changes. One hypothesis states that time was
insufficient for evolutionary adaptation and that a Paleolithic diet would optimize our metabolism
and reduce risk of contemporary chronic diseases. The only study that examined this hypothesis
only included 10 women with a short duration (5 weeks), not allowing any solid conclusion.
Nevertheless, this study reported a reduction in plasma apoB, LDLC, TG, HDLC, together with
weight loss, in 10 postmenopausal women following an ad libitum Paleolithic diet (208), which
may be related to the high MUFA and PUFA and low CHO and SFA content of this diet. More
RCTs are needed exploring the effects of a Paleolithic diet in comparison to a western diet or

healthy dietary patterns on plasma apoB and other lipoprotein parameters in various populations.
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Conclusion

We analyzed 87 recent original studies published within the past 10 years on the
concomitant modulation of plasma apoB and other lipoprotein parameters by nutritional
components and dietary patterns. When an effect of a dietary component or pattern was reported
by the majority of = 3 interventional studies, the effect was indicated as significant in Table 4.2.

Effects derived from association studies were also highlighted.

Consistent data from 7 studies, 3 of which were RCTs, in a total of 335 overweight and obese
healthy or hyperlipidemic subjects indicated that plasma apoB was reduced with hypocaloric-diet
induced weight-loss of 6% to 12%, using diets composed of 1300-1700 kcal/day, 34-50% CHO,
27-39% fat, and 18-24% protein (41-47). Eleven interventional studies, 8 of which were RCTs,
compared macronutrients in isocaloric diets in a total of 1,189 healthy or hyperlipidemic subjects.
These were the studied that compared the effects of different amounts of CHO (56, 59-63) or
replacing SFA by MUFA (62, 82-86). The diets that reduced plasma apoB over 3-24 weeks were
composed of 26-51% CHO, 26-46% fat, 11-32% protein, 10-27% MUFA, 5-14% PUFA, and 7-
13% SFA. Notably, among these diets, those that used higher CHO also used higher MUFA
and/or lower SFA; thus it is not clear which of these macronutrient has the biggest effect on
plasma apoB. Nevertheless, replacement of carbohydrate in high or moderate CHO diet by
MUFA, not SFA, decreased plasma apoB. Few studies were found comparing the effect of MUFA
versus PUFA on plasma apoB; however this may be due the recent meta-analysis reporting the

lack of difference between these 2 types of unsaturated FA (81).

Five studies, including 4 RCTs, reported that the intake of marine-source omega-3 FA from
natural fish sources (1.1-1.7 g/day) or supplementation (3.2-3.4 g/day, EPA:DHA, 1.2:1 or 4 g/day
EPA alone) decreased plasma apoB (98, 101, 103-105). This was examined mostly in
hyperlipidemic subjects (N=411). Additional effects of omega-3 FA (3.4 g/L) on plasma apoB was
reported with simvastatin (99) not atorvastatin (100). While fewer RCTs existed (3-4 per
component), they indicated that enriching the diet with soluble fiber as psyllium (~8-20 g/d) (76-
79), phytosterols (~2-4 g/d) (76, 78, 133) or nuts (30-75 g/d) (172-174) decreased plasma apoB
(examined only in hyperlipidemic subjects for psyllium and phytosterol). High intake of trans FA
(4.3-9.1%) (115, 116) was reported to increase plasma apoB. However, with the worldwide
recommendation to reduce Trans FA intake to < 1%, it is unlikely that these elevated doses

represent usual consumption. While inconsistent data were found in 8 RCTs regarding the
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replacement of milk proteins with soy proteins (25-30 g/d) (138-147), the effect of soy protein may
be specific to patients with hyperlipidemia. Differential regulation of plasma apoB and TG versus
non-HDLC, LDLC, and VLDLC by weight-loss, moderate carbohydrate and high omega-3 FA

intake was noted, as these appear to benefit plasma apoB and TG only.

Solid evidence from 5 studies (85, 86, 190-195), including 2 RCTs (190-192), in a total of 823
subjects mostly at risk for CVD indicated that following an isocaloric Med diet decreased plasma
apoB, LDLC and TG. Cross-sectional studies suggest that alcohol consumption (154-157) and
Vegetarian diets (198-200) are associated with lower plasma apoB in 20,547 and 2,052 subijects,
respectively. However RCTs are lacking to confirm these observations and clarify the quantities
and types of alcohol with the biggest effect of plasma apoB. Few other studies examined the
regulation of plasma apoB/apoA1 ratio, thus findings were insufficient. No effect or insufficient
data were found using specific dietary components (medium chain FA as oil or in dietary items,
fructose versus glucose, a-cyclodextrin versus psyllium fiber, plant derived PUFA a-linolenic acid,
whey or cowpea protein), dietary patterns (DASH, Nordic or Paleolithic diet), food items (soy
products, barley, legumes, whole-grains, buttermilk, milk fat, kiwifruit, tomato, garlic powder) and
vitamins and minerals. Future RCTs need to explore the effects of these dietary components and
patterns on plasma apoB and apoB/apoA1, and confirm the beneficial roles of soy protein,
moderate alcohol intake, and Vegetarian diets in healthy and hyperlipidemic subjects during

weight-loss or weight-maintenance interventions.

In summary, the healthy dietary pattern with the strongest reported evidence to reduce plasma
apoB was a Mediterranean diet. This is likely because it encompasses the overall macronutrient
composition (moderate CHO and fat, high omega-3 FA, MUFA and PUFA, low SFA, and
moderate alcohol) and dietary components (high psyllium, phytosterols, and nuts) individually
observed to reduce plasma apoB in this review. It is this overall dietary pattern of a Mediterranean
diet, rather than its individual components, that needs to be encouraged for optimal nutritional

management of hyperapoB and reducing the risk of CVD and T2D in humans.
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Table 4.1: Summary of nutritional interventions affecting plasma apoB and other lipoprotein-related parameters

Plasma effects®
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fiber (25 g/2000 kcal plus 2.5
g/500 kcal above 2000); CHO
simple: complex ~50:50.
Weight loss after moderate-
CHO/low-SFA diet. Menus and
prepared entrees provided.
Compared 3 diets: A) baseline
diet (planned: 50% CHO, 38%
fat, 15% SFA, 15% MUFA, 6%
PUFA, 13% protein) vs B)
moderate-CHO/high-SFA/low
N=40 M MUFA diet (planned: 31%
healthy, 218 CHO, 38% fat, 15% SFA, 15%
yrs 20_’35 MUFA, 5% PUFA, 31%
Mangravite RCT kg/’rn2 no protein) vs C) moderate- CvsB | Both C
' ’ CHO/low-SFA/high-MUFA diet CvsB |°  non- b
(2011)(62) cross- CVD, no 40 o andBvs CvsA| - (apoA1) 3
(USA) over chronic (planned: 31% CHO, 38% fat, HDLC INE
di 8% SFA, 21% MUFA, 6% and LDLC
isease, no o ! !
lipid-lowering PUFA, 32% prot(_em). D_|ets
drugs planned to gontaln equivalent
amount of fiber (25 g/2000kcal
plus 2.5g/500 kcal above this
level) and CHO simple:
complex CHO ~50:50. Stable
weight. Menus and 2
meals/day provided.
Effects of very low-CHO (<10%)/high-fat diet
N=69 (44 W, Compared 2 diets: A) low-
25 M), 18-65 fat/high-CHO (measured: B 0.6
. yrs, ~33 ~1624 kcal, 46% CHO, 26% (0.2,1.0)
Brinkworth - oo m2 with  fat, 6% SFA, 6% PUFA, 12% LDLC B-036 g3
(2009)(64) - ollel  abdominal  MUFA, 22% protein) vs B) - (067, 906 040 E 52
(Australia) . ’ . -0.05) T
obesity, =1 very-low-CHO/high-fat - (non
additional (measured: ~1644 kcal, 9% HDLC)
MS risk CHO, 55% fat, 20% SFA, 7%
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB :Brll.c TG HDLC 2$ZA:»B(?/ L) ;rvlvr::ks)
sign (g/L) (mmoyL) (MmolL)  (mmoliL) apoR1
factor, 20% PUFA, 23% MUFA, 32%
taking lipid- protein), both hypocaloric
lowering (~1600 kcal/d). Similar weight-
drugs, no loss. Dietary counseling. Key
CVD, no foods provided.
T2D
2'1‘ ﬁ/ls) (%_\Q’é Compared 2 diets: A) high-
rs ~é 4 CHO/low-fat hypocaloric diet
K /’mz with (measured: ~1529 kcal;
ag dorol planned: 46% CHO, 30% fat,
obesity, >1 <8% SFA, 24% protein) vs B)
Tay RCT, additior’ma_l Very-low-CHO/high-fat B -0.29 B 017
(2008)(65)  parallel MS risk hypocaloric diet (measured: - - (-0.53, © 0'7 0.27) N/E 24
(Australia) factor. 20% ~1604 kcal; planned: 4% CHO, -0.05) T
on Iipi’d- 61% fat, 20% SFA, 35%
lowering protein). Equivalent weight-
therapy, no loss on both diets. Dietary
CVD nc,> counseling. Key foods
’ rovided.
T2D P
Compared 3 diets: A) Ornish
N=18 (9 W (high-CHO/low-fat; measured: AvsC AvsC
9 M), 220 ’ ~1641 kcal, 9% fat, 3% SFA) -0.639 AvsC -0.208
yrs <§0 vs B) South Beach (low- (-0.965, Avs C -0.26 (-0.323,
RCT kg/’rnz CHO/low glycemic index, Avs C -0.313) 026 (-0.45, -0.093)
Miller crosé— health,y no measured: ~1608 kcal, 31% 20112 LDLC ((') 03 -0.06) apoA1
(2009)(66) over metaboylic or fat, 14% SFA) vs C) Atkins (_d 190 0 49)’Iog 4
(USA) svstemic (very-low-CHO/ high-fat/ high- 0 '034)’ BvsC nr;g/dL AvsB Avs B -0.196
d?/sease no SFA/high-cholesterol, ’ -0.515 -0.25 (-0.311,
Iipid-lovx;ering measured: ~1724 kcal, 58% (-0.840, (-0.45, -0.081)
drug fat, 30% SFA) aiming to -0.189) -0.06) apoA1
maintain weight. Stable weight. LDLC
Dietary counseling.
Effects of fructose
Swarbrick N=7 W, Compared 2 diets: A) 4-week ) BvsA 1
(2008)(69) Pros post- low-fructose diet (planned: Bvs A 1° (LDLC) ost- - N/E 10
(USA) menopausal, <3% fructose, 55% CHO, 30% P
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB Non- TG HDLC apoA1 (g/L) ;rvlvr::ks)
sign (g/L) :"n?r"']gl ) (mmollL) (mmollL) :;(":R?B’
50-72 yrs, fat, 15% protein) followed by prandial
27-33 kg/m?  B) 10-week high-fructose diet TG
(planned: 25% fructose, 55%
CHO, 30% fat, 15% protein).
Weight loss on fructose diet.
All food provided including
sweetened beverages.
Compared 3 diets: A) high-
glucose dieto(planned: %5% C vs Apad
N=48 (21 W, Ipie0se, 5% CHO, 8% fat, LDLC and
27 M), 18- 1% PO ein) vs B) high- .. non- Band C Cvs A 120
Stanhope Paral- 40 yrs, 18— ructose diet (planned: 25% Bvs A1* HDLC 12 post- apoB/apoA1
2 fructose, 55% CHO, 30% fat, .
(2011)(71) el 35 kg/m?, no 15% protein) vs C) high-HFCS ~ C vs A prandial - 1.7
(USA) trial T2D, no D70 P vs)hg AN Bt2LDLC RLP-TG Bvs A 120
lipid-lowering diet (planned: 25% HFCS, ™ and non- apoB/apoA1
drugs 55% CHO, 30% fat, 15% HDLC
protein). Stable weight.
Sweetened beverages
provided. Habitual diet.
Effects of fiber
Compared 2 diets: A) placebo
cookies (0 g/d of soluble fiber
N=33 (22 W, and plant sterols) (measured:
11 M), 35— ~1977-2293 kcal, 41-49%
65 yrs, 25— CHO, 35-41% fat, 14-17%
Shrestha RCT, 35 kg/m?, protein) vs B) treatment Bvs A |b
(2006)(76) cross-  hyperchol , cookies (7.68 g/d psyllium BvsA |° LIZ;/LC l - - N/E 4.3
(USA) over no CVD, no  soluble fiber and 2.6 g/d plant
T2D, no sterols) (measured: ~2005-
lipid-lowering 2156 kcal, 45-50% CHO, 36-
drugs 39 % fat, 15-17% protein).
Stable weight. Cookies
provided. Habitual diet.
Moreyra 218_ ?;3) (32 \;V7 Compared 3 treatments: A)
(2005)(77) RCT, rs <é2 simvastatin (20 mg) + placebo Cvs A CvsB [P ) CvsAand 8
(USA) parallel K /’m_z’ vs B) simvastatin (10 mg) + andB |° LDLC B |P
hg . placebo vs C) simvastatin (10
yperlipid on
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB Non- apoA1 (g/L) T|mek
sign (/L) HDLC or apoB/ (weeks)
(mmol/L) apoA1
simvastatin, mg) + Metamucil (11 g/d
9% T2D, psyllium soluble fiber).
62% had
CHD or
atherosclero-
tic disease
Compared 4 diets: A) control
cocoa cream (measured:
~2109 kcal, ~41% CHO, ~41%
fat, ~10% SFA, ~19% MUFA,
N=113 (67 ~8% PUFA, ~15% protein) vs
W, 46 M), B) cocoa + hazelnut (30 g/d)
43-65 yrs, cream (measured: ~2064 kcal,
<35kg/m?, ~40% CHO, ~42% fat, ~10%
pre or stage  SFA, ~22% MUFA, ~6% CvsA |?P
1 hyperten- PUFA, ~15% protein) vs C) CvsA c apoB/apoA1
. ab vs A
Sola sive, cocoa + hazelnuts + & 125 LDLC
(2012)(78) RCT, hyperchol, phytosterols (2 g/d) apoB100 Dvs A |2 4
(Spain) parallel =1 additional (measured: ~2151 kcal, ~45% Dvs A apoB/apoA1
CVD risk CHO, ~39% fat, ~10% SFA, DvsA ab LDLC
factor, no ~19% MUFA, ~5% PUFA, 1P ! - (apoA1)
T2D, no ~15% protein) vs D) cocoa + apoB100
chronic hazelnuts + phytosterols +
disease, no soluble fiber (20 g/d)
lipid-lowering (measured: ~2029 kcal, ~44%
drugs. CHO, ~41% fat, ~10% SFA,
~22% MUFA, ~6% PUFA,
~16% protein). B higher in
MUFA, B-C-D lower in PUFA
(vs A). Stable weight.
QIRAZ)S %(zgg g;)mpatrefj(z tﬁelatme)znts:
. control (cellulose
Comerford  RCT,  yrs,25-30 0o red: 2051 keal) vs B) BvsA |°
(2011)(79)  cross-  kg/m?, " ~cyclodextrin) - LDLC N/E 4.3
(USA) over  healthy, no  2ctive (a-cyc .
T2D. chronic (meas_ured. j875 kcal). Weight
di ’ loss with active phase (0.4 kg).
isease, or
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB :Brll.c TG HDLC 2$ZA:»B(?/ L) ;rvlvr::ks)
sign (g/L) (mmoyL) (MmolL)  (mmoliL) apoR1
lipid-lowering
drugs
Effects of low-SFA/high-MUFA diet
Moza- Meta- Isocaloric replacement of SFA
ffarian analy- 25RCTs by MUFA (effect for each 1% ! |LDLC - ! - (apoA1)
(2009)(81)  sis energy).
Compared 5 diets: A) control
high-SFA/high-glycemic index
(measured: ~1999 kcal, ~42%
CHO, ~38% fat, ~16% SFA,
~12% MUFA, ~6% PUFA, ~82
g or 16% protein) vs B) high-
MUFA/high-glycemic index
(measured: ~1923 kcal, ~45%
CHO, ~36% fat, ~10% SFA,
~16% MUFA, ~7% PUFA, ~79
N=548 (318 g or 16% protein) vs C) high- B+C and
W, 230 M), MUFA/low-glycemic index D+E vs A |°
Jebb 30-70 yrs, (measured: ~1978 kcal, ~45% apoA1
(2010)(82) RCT, ~28 kg/m?, CHO, ~36% fat, ~10% SFA, B+Cand B+Cand B+C and
. parallel atrisk of MS, ~16% MUFA, ~7% PUFA,~84 D+EvsA D+EvsA - 24
(United no CVD,no g or 17% protein) vs D) low- 1P 1#PLDLC D+E vs A B+C and
Kingdom) ’ . 7 120 D+Evs A
T2D, no fat/high-glycemic index b
lipid-lowering (measured: ~1853 kcal, ~51%
drugs CHO, ~28% fat, ~9% SFA, apoB/apoA1

~10% MUFA, ~5% PUFA, ~81
g or 17% protein) vs E) low-
fat/low-glycemic index
(measured: ~1739 kcal, ~52%
CHO, ~26% fat, ~8% SFA,
~10% MUFA, ~5% PUFA, ~78
g or 18% protein). Weight loss
on low-fat diets (0.8 kg).
Dietary counseling. Key food
sources provided.
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB :Brll.c TG HDLC 2?‘;‘:;8(?/ L) ;rvlvr::ks)
sign
g (g/L) (mmoliL) (mmol/L) (mmol/L) apoA1
N=85 Compared 3 diets: A) high-
completed SFA Ameri . .
(33 W, 52 merican diet (measured:
M) 21’-65 49% CHO, 36% fat, 16% SFA,
rs’ -8 14% MUFA, 6% PUFA, 15%
Kg/’rnz high protein) vs B) high-MUFA diet
: ’ (measured: 49% CHO, 36%
Berglund  RCT,  risk (HDLC £ "90/ "SEA 21 9 MUFA, 6% . BvsAl® . BvsAl
(2007)(83) cross-  <30" perc, o . BvsA]| - BvsA]| 7
th PUFA, 16% protein) vs C) LDLC apoA1
(USA) over TG=70 high-GHO diet d
erc. insulin igh- iet (measured:
E7Oﬂ; erc) 55% CHO, 29% fat, 8% SFA,
- perc), 16% MUFA, 6% PUFA, 16%
no CVD, no : )
protein). Stable weight. All
T2D, no food ded t 1
lipid-lowering 0od provided excep
d meal/week.
rugs
Compared 3 diets: A) baseline
diet (planned: 50% CHO, 38%
fat, 15% SFA, 15% MUFA, 6%
N=40 M PUFA, 13% protein) vs B)
healthy, 218  moderate-CHO/high-SFA/low
yrs, 20-35 MUFA diet (planned: 31% CvsB |°
Mangravite RCT, kg/m?, no CHO, 38% fat, 15% SFA, 15% CvsB|® non- Both C
(2011)(62) cross- CVD, no MUFA, 5% PUFA, 31% HDLC andBvs CvsA P - (apoA1) 3
over chronic protein) vs C) moderate- !
(USA) hroni tein) vs C) mod and LDLC AP
disease, no CHO/low-SFA/high-MUFA diet
lipid-lowering (planned: 31% CHO, 38% fat,
drugs 8% SFA, 21% MUFA, 6%
PUFA, 32% protein). Stable
weight. Menus and 2
meals/day provided.
_ Compared 2 diets: A) high-
E'Uf §15(_)6\év, SFA (measured: 48% CHO,
Allman- RCT, rs é3_29 33% fat, 21% SFA, 10% Bvs A
Farinelli Cross- K /’mz no MUFA, 3% PUFA, 17% trend for BvsA [P BvsAlb - - (apoA1) 5-10
(2005)(84)  over Cﬁroni’c protein) vs B) high-MUFA 1P LDLC P
(Australia) disease. no (measured: 48% CHO, 33% (p>0.01)
drugs ’ fat, 9% SFA, 20% MUFA, 4%

PUFA, 17% protein). Stable
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB :Brll.c TG HDLC 2$ZA:»B(?/ L) ;rvlvr::ks)
sign (g/L) (mmoyL) (MmolL)  (mmoliL) apoR1
weight. Dietary counseling.
Spreads provided.
Compared 3 diets: A) Western-
type high-SFA diet (measured:
~2556 kcal, 47% CHO, 37%
N=49 (27 W, fat, 19% SFA, 11% MUFA, 5% Bvs A
22 M), 45-60 PUFA, 14% protein) vs B) -0.10 Bvs A
Van Dijk yrs, 225 Western-type high-MUFA diet (_d 17 -0.38
(2012)(85) Con- kg/m?, with (measured: ~2484 kcal, 46% 0 '03 ' (-0.65,
and Bos trolled, abdominal CHO, 40% fat, 11% SFA, 20% ) -0.11) Both B N/E 8
(2010)(86)  parallel obesity, MUFA, 7% PUFA, 11% Cvs A LDLC and C |2
(Nether- trial healthy, no protein) vs C) MED-type high- 015
lands) T2D, no MUFA diet (measured: ~2460 (_d 21 C|®
lipid-lowering  kcal, 41% CHO, 40% fat, 11% 0 '09)’ LDLC
drugs SFA, 21% MUFA, 7% PUFA, )
15% protein). Similar weight
loss. Food provided (90% of
energy intake).
Effects of low-SFA/high-PUFA diet
Moza- Meta- .
ffarian analy-  25RCTs {fogaL'J‘;"/'f replacement of SFA | ILDLC - ! - (apoA1)
(2009)(81)  sis y :
Effects of low-MUFA/high-PUFA
diet
#I::i:; g/lneatlay-_ 25 RCTs Isocaloric replacement of ) | LDLC ) ) - (apoA1)
(2009)(81)  sis MUFA by PUFA.
N=31 Compared 3 diets: A) average
enrolled (19  American vs B) high-MUFA
Binkoski RCT, W, 12 M), rich in olive oil (measured:
(2005)(87) cross-  25-64 yrs, 56% CHO, 30% fat, 8% SFA, CvsB|> i CvsB [P 4
(USA) over <30 kg/m?, 17% MUFA, 4% PUFA, 15% LDLC apoA1
with protein) vs C) high-PUFA rich
moderate in sunflower oil (measured:
hyperchol, 55% CHO, 30% fat, 8% SFA,
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB Non- TG HDLC apoA1 (g/L) Time
sign (glL) HDLC = (imolL) (mmolL) OrapoB/ — (weeks)
(mmol/L) apoA1
no chronic 14% MUFA, 8% PUFA, 15%
disease, no protein). Monitoring for stable
lipid-lowering weight. All meals provided.
drugs
Effects of marine-derived omega-3 PUFA (EPA and DHA)
N=218
analysed (54
W, 175 M CandB
Bays enrolled), vs A |P
(2011)(98) >18 yrs, <45 Compared 3 treatments: A) non-
(Multi-site RCT, kg/m?, with placebo vs B) AMR101 at 2 CvsAlb HDLC CandB ) N/E 12
Inter- '’ parallel hyperTG, g/d vs C) 4 g/d (296% EPA, no and|® vs A |P
national 55% at CVD DHA, 0.2% tocopherol). VLDLC
risk, 28%
with T2D, - (LDLC)
25% on
statins
Compared 4 diets: 80 g A)
common meats mix
(pork/chicken/beef/lean fish,
0.1 g/d marine omega-3 FA)
(measured: ~1728 kcal, ~54%
CHO, ~31% fat, ~8% SFA,
N=126 W, ~12% MUFA, ~9% PUFA,
35-70 yrs, ~18% protein) vs oily fish (1.1- B BvsA |2
Zhang ~27kg/m?, 1.7 g/d marine omega-3 FA) :
(2012)(101) RCT, hyperTG, no  B) salmon (measured: ~1651 cye - CvsA ) - (apoA1 or 8
(China) parallel T2D, no kcal, ~562% CHO, ~32% fat, (LDLC) 1P apoB/apoA1)
CVD, no ~7% SFA, ~11% MUFA, ~10% D,
lipid-lowering PUFA, ~17% protein) , C) DJ
drugs. herring (measured: ~1678

kcal, ~562% CHO, ~32% fat,
~7% SFA, ~12% MUFA, ~9%
PUFA, ~17% protein) and D)
pompano (measured: ~1673
kcal, ~54% CHO, ~32% fat,
~8% SFA, ~11% MUFA, ~9%
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB Non- TG HDLC AT (L) T|mek
sign (glL) HDLC = (imolL) (mmolL) OrapoB/ — (weeks)
(mmol/L) apoA1
PUFA, ~17% protein). All 4
diets: higher in protein (vs
baseline). 3 fish diets: higher in
n-3 PUFA. Meat diet: higher in
SFA. Menus provided.
N=22 M, ~55
yrs, 27-46 Compared 2 treatments: A)
kg/m?, placebo (measured: ~2297
abdominal kcal, 38% CHO, 36% fat, 20% BvsAlb °
Wong RCT, obesity, protein) vs B) 4 g/d Lovaza VLDL- (non-
(2013)(103) parallel hyperlipide- (3.2 g/d marine omega-3 FA, apoB100 HDLC BvsA b - - (apoA1) 6
(Australia) mia, no 46% EPA, 38% DHA) levels and
CvD/ T2D, (measured: ~2244 kcal, 42% LDLC)
no lipid- CHO, 32% fat, 22% protein).
lowering Stable weight.
drugs
N=25 Compared 2 diets: A) BvsA 2P
completed hypocaloric diet (measured: - fasting
(12W, 13 24% energy deficit) alone vé apoB48
M), post- 5 h° gy get . levels
menopausal ) hypocaloric d'.et. (measured: (produc- . Both A
Wong RCT, 1875yrs,  ;20% energydeficit) +4g/d ;o7 0y (non- andB |  Both Aand
(2014)(104) araI’IeI >30 k );mé or Omacor (~3.4 g/d marine HDLC B 1a N/E 12
(Australia) P 9 omega-3 FA, 46% EPA, 38% ., and X !
abdominal 5V NG significant BvsAI* |pLcy  BVsAl
obesity, on di X 9 . post-
ifferences in macronutrient .
average intake and weight change prandial
hyperTG, no Dietary counseling . apoB48
CVD ' levels
N=20 (13 W, Compared 2 diets: baseline BvsA |2
7 M), post- Western diet followed by A) post-
menopausal, healthy low-fish diet prandial Both A
Ooi Paral- >40 yrs, ~25 (measured: 0.27 g/d marine TRL- and B |° BvsA|®® AvsB |*®* BothAandB
(2012)(105) lel kg/m?, with omega-3 FA, 58% CHO, 26%  apoB48 post- post- post- 12 post- o4
(USA) trial mild to fat, 4% SFA, 11% MUFA, 11% prandial prandial prandial prandial
moderate PUFA, <0.02% EPA, 0.1% BvsA| LDLC TG HDLC apoA1
hyperchol., DHA 16% protein) vs B) ab post-
no chronic healthy high-fish diet prandial
disease, no (measured: 1.23 g/d marine TRL-
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB :Brll.c TG HDLC apoA1 (g/L) T|mek
sian or apoB/ (weeks)
9 (g/L) (mmoliL) (mmol/L) (mmol/L) apoA1
lipid-lowering omega-3 FA, 56% CHO, 26%  apoB100
medication fat, 5% SFA, 12% MUFA, 10%  (produc-
PUFA, 0.2% EPA, 0.5% DHA tion rate)
17% protein). Stable weight.
All meals were provided. AvsB |°
post-
prandial
LDL-
apoB100
Both A
and B |2
post-
prandial
LDL-
apoB100
N=254 (108
W, 146 M),
18-79 yrs, BvsA |2
~ 2
Davi hy?/);el?}l}'/(r;rj ém Compared 2 treatments: A) HCI’DTC
avidson RCT simvastatin placebo vs E_%) 4 g/d P-OM3 ) . )
(2007)(99) paraI’IeI LDLC< 100/(’) (3.4 g/d marine omega-3 FA, BvsA| Bvs A |20 BvsA |?® BvsA?1 N/E 8
(USA) NCEP ATP 47% EPA, 38% DHA) on top of VLDLC
lll goal) simvastatin 40 mg/d.
no CVD, no - (LDLC)
HbA1c
>8.0%
N=219 Bvs A
?10 (;gp\ll?/te,ldﬂ Compared 2 treatments: A) (10 mg) |°
Bays M enrolyled) placebo vs E_%) 4 g/d P-OM3 non-
(2010)(100) RCT, 18-79 yrs * (3.4 g/d marine omega-3 FA, ) HDLC, [P BvsA BvsA(10 16
(USA) parallel ~31 kg/mé 47% EPA, 38% DHA) on top of VLDLC, (10 mg) |° mg) 1°
with ’ escalating dosages of 1°RLP-C
combined atorvastatin (10 — 40 mg/d)
hyperlipide- - (LDLC)
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB :Brll.c TG HDLC 2$ZA¢1>B(?/ L) ;rvlvr::ks)
sign (g/L) (mmoyL) (MmolL)  (mmoliL) apoR1
mia on
atorvastatin
N=11
completed (5 Compared 2 diets: A) high
Lee RCT W, 6 M), 18-  ratio n-6:n-3 (30:1) (~0.1 g/d
(2012)(102) crosé— 60 yrs, marine omega-3 FA) vs B) low  Both A B |® ) ) Both A and B 4
. <30kg/m?, ratio n-6:n-3 (1.7:1) (~2.2 g/d and B |2 LDLC |?apoA1
(Australia) over h ! .
yperchol, marine omega-3 FA). Low ratio
on statins, lweight. All food provided.
no T2D.
Effects of plant-derived omega-3 PUFA (a-linolenic acid)
Compared 2 diets: 40 g/d of A)
wheat germ (196 ug lignans, 4
N=179 W, g lipids, 6.9% a-linolenic acid,
post- 6 g dietary fiber) (measured:
. menopausal, ~1883 kcal, ~48% CHO, ~33%
Dodin 49.65yrs,  fat, ~17% protein) vs B) Bvs A BvsA-0.10
(2005, RCT, ~26kg/m?  flaxseed (21mg i 16g  -0.05 (:0.18,-0.02)
2008)(112, ’ g/m?, flaxseed (21mg lignans, 16 g ' A12 LDLC ; ; apoA1 52
113) parallel healthy, no lipids, 57% a-linolenic acid, 11 (-0.09,
(Canada) CVD, no g dietary fiber) (measured: 0.00) - (apoB/
T2D, no ~1842 kcal, ~45% CHO, ~35% apoA1)
lipid-lowering fat, ~17% protein). Flaxseed
drugs diet: Higher fat, PUFA and

fiber, and lower CHO.
Flaxseed | weight (0.8 kg).

Effects of trans FA
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB Non- apoA1 (g/L) T|mek
sign (/L) HDLC or apoB/ (weeks)
(mmol/L) apoA1
#I::i:; g/lneatlay-_ ,1\13’:5R1%TS~’32 Isocaloric replacement of trans ! - 1 apoA1, | ~49
(2009)(81)  sis yrs FA by SFA. (LDLC) apoB/apoA1
Compared 2 diets: A) high-cis
N=30 W, PUFA (corn oil; measured:
post- 57% CHO, 27% fat, 0.3% trans B vs Afb
Vega- RCT menopausal, FA, 17% protein; measured: LDLC
’ 250 yrs, <35 2300 kcal) vs B) high-trans FA
Lopez Cross- yg/m? (partially-hydrogenated Bvs A _(apoAt) 5
(2009)(115) over hg ' partially-nydrog e 10 B vs A P
(USA) yperchol, soybean oil; measured: 57% VLDLC
no T2D, no CHO, 25% fat, 4.3% trans FA, (p=0.052)
lipid-lowering  18% protein; measured: 2312 '
drugs kcal). Stable weight. All foods
provided.
Compared 3 diets: 7% energy
(~ 20 gm) of A) high-cis MUFA
(oleic acid) (measured: 2532
kcal, 46% CHO, 40% fat, 0.2%
N=61 (36 W, total trans fat, 0.1% conjugated Bvs A
25 M), 18-65 linoleic acid (CLA), 13% LDLC
Wanders yrs, <30 protein), B) industrial trans FA B vs A 1°
(2010)(116) RCT, kg/m?, (measured: 2568 kcal, 47% CvsA 1P
(Nether- cross-  healthy, no CHO, 40% fat, 7.5% total .trans Cvs AP LDLC N/E 3
lands) over CVD, no fat, 0.1% CLA, 12% protein),
T2D, no or C) natural trans FA (CLA) BvsC 1P Bvs C 1o
lipid-lowering (measured: 2553 kcal, 46% LDLC
drugs CHO, 40% fat, 9.1% total trans
fat, 9.0% CLA, 13% protein).
Stable weight. Foods covering
90% of energy needs
provided.
N=40 (21 W, Compared 2 diets: 11-12 g/d BvsA|P
Chardigny RCT, 19 M), ~28 or ~5% energy of A) natural Bvs Alb apoA1
(2008)(119) cross-  yrs, ~22 trans FA (measured: 1895- Bvs AP LDLC 3
(France) over kg/m?, 2155 kcal, 45-46% CHO, 36- ' - (apoB/
healthy, 40% fat, 15% protein) vs B) apoA1)
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB :Brll.c TG HDLC 2?‘;‘:;8(?/ L) ;rvlvr::ks)
sign (g/L) (mmoliL) (mmol/L) (mmol/L) apoA1
normolipid, industrial trans FA (measured:
no lipid- 2096-1891 kcal, 46-47% CHO,
lowering 36-37% fat, 15-16% protein).
drugs Stable weight. Dietary
counseling. Key sources of fat
provided.
Effects of medium-chain fatty acids
N=28 M, ~38
yrs,
abdominal
obesity, IR,
Tremblay  RCT, r':]?n';ﬁf 1 Compared 2 diets: 20 g/d of A) (LDLC - (HDL
(2014)(123) cross- TG>1 7’ corn oil vs B) MCFA oil. Stable - and - - apoA1) 4
(Canada) over .rpzrgc’l /L, no weight. Key food provided. VLDLC)
, No
monogenic
hyperlipide-
mia
Compared 4 diets: A) whey
protein (60 g/d) + milk fat (63
g/d) with low MCFA
(measured: 6.9 g MCFA,
N=51 ~2326 kcal, ~39% CHO, ~40%
analyzed (27 fat, ~20% protein) vs B) whey
W. 25 M proteir] (6Q g/d) + milk fat (63
co,mpleted) g/d) with high MCFA
Bohl RCT 48% men ’ (measured: 8.5 g MCFA, )
(2015)(124) araI’IeI >18 vrs V\’lith ~2448 kcal, ~38% CHO, ~40% (apoB48) N/E - N/E N/E 12
(Denmark) P _bd yrs, | fat, ~19% protein) vs C) casein P
2be‘s’irt”y'”r?o protein (60 g/d) + milk fat (63
severe ’CVD g/d) with low MCFA
no T2D * (measured: 6.9 g MCFA,

~2756 kcal, ~40% CHO, ~40%
fat, ~19% protein) vs D) casein
protein (60 g/d) + milk fat (63
g/d) with high MCFA
(measured: 8.5 g MCFA,
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Non-

apoA1 (g/L)

Time

— . . N
Ref. Population Dietary interventions apoB HDLC TG HDLC or apoB/ (weeks)
(g/L) (mmoliL) (mmol/L) (mmol/L) apoA1
~2392 kcal, ~39% CHO, ~40%
fat, ~20% protein). Treatment
proteins and key fatty foods
provided. Similar weight gain.
Effects of high-cholesterol diet
Compared 2 diets: A) low-
cholesterol (0 egg yolk)
N=25M, 17- (measured: 174 mg
Cosar e CHO. ~25% fat, -14% protein Bus Ao
g/me, , ~25% fat, ~14% protein b VS b
g:ggi)l()“") healthy, vs B) high-cholesterol (3 BvsAT"  |pic - BvsAT"  -(apoAl) 21
normolipid, eggs/day) (measured: 804 mg
healthy cholesterol, ~4183 kcal, ~61%
CHO, ~24% fat, ~15%
protein). All food provided.
N=65 (36 W, Compared 2 diets: hypocaloric,
29 M), 20-75 high-protein diet with A) low-
yrs, 25-40 cholesterol (measured: ~1437
kg/m?, 91% kcal, 40% CHO, 28% fat, 228
with T2D, mg cholesterol, 31% protein) Both A
Pearce impaired vs B) high-cholesterol (2 and B |
(2011)(128) glucose eggs/d) (measured: ~1467 Both A non- Both A B vs A 0.09 N/E 12
(Australia) tolerance or  kcal, 40% CHO, 31% fat, 590 and B |? HDLC andB |2 (0.02,0.16)
impaired mg cholesterol, 28% protein).
fasting High-cholesterol diet: lower in - (LDLC)
glucose, protein, higher fat, SFA and
42% taking folate intake. Similar weight
lipid loss on both diets. Dietary
medication counseling.
Effects of phytosterols
N=108 (48 Compared 2 interventions: A) Bvs AlP
W, 60 M), control yogurt drink LDLC
Sialvera 30-65 yrs, (measured: 2134 kcal, 39%
(2012)(133) ~29 kg/m?, CHO, 43% fat, 16% SFA, 15% Bvs A |3 Both A BvsA |20 - - 8
(Greece) with MS, no  MUFA, 5% PUFA, 16% and B |2
T2D, no protein) vs B) phytosterol- LDLC
CVD, no enriched yogurt drink (4 g/d)
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB Non- apoA1 (g/L) T|mek
@ e il
chronic (measured: 2131 kcal, 37%
disease. CHO, 44% fat, 16% SFA, 15%
MUFA, 3% PUFA, 16%
protein).
Compared 2 diets: A) placebo
cookies (no psyllium/plant
sterols) (measured: ~1978-
2295 kcal, 41-49% CHO, 35-
N 3,;/"'") (22 W, 419 fat, 12-13% SFA, 13-16%
65 yrs’ o5 MUFA, 7-8% PUFA, 14-17%
Shrestha  RCT, 35 kg/m? p"of.'“) o gg treatment 5 A 15
(2006)(76) cross-  hyperchol,  cookies (7.68 g/d psyllium BvsA > DVSAL N/E 4
(USA) over no CVD, no soluble fiber, 2.6 g/d plant LDLC
T2D no sterols) (measured: ~2006-
Iipid-’lowering 2157 kcal, 45-50% CHO, 36-
drugs 39% fat, 12-13% SFA, 13-15%
MUFA, 7-9% PUFA, 15-17%
protein). Stable weight.
Cookies provided. Habitual
diet.
N=113 (67 Compared 4 diets: A) control
W, 46 M) cocoa cream (measured:
4?;-65 yrs’ ~2109 kcal, ~41% CHO, ~41%
<35kg/m2’ fat, ~10% SFA, ~19% MUFA,
;;re or sta’ge ~8% PUFA, ~15% protein) vs
1 hyperten- B) cocoa + hazelnut (30 g/d) Cvs A |2P
sive c;e;o;n ((:rlrji%asuzcoi/: ;206? (I)(g/:al, C \b/s A Cvs A apoB/apoA1
’ ~ 0 , ~ o fat, ~ 0 1# ab
(S,‘,%'fz)m) RCT,  hyperehol - sea 2% MUFA, ~6% apoB100 V7 LDLC DvsA ™
- parallel | .. PUFA, ~15% protein) vs C) apoB/apoA1
(Spain) additionnal DvsA
CVD risk cocoa + hazelnuts + DvsA 125 LDLC
factor. no phytosterols (2 g/d) 1P - (apoA1)
T2D }10 (measured: ~2151 kcal, ~45%  apoB100
chro;qic CHO, ~39% fat, ~10% SFA,
disease. no ~19% MUFA, ~5% PUFA,
Iipid-lovx;ering ~15% protein) vs D) cocoa +
drugs hazelnuts + phytosterols (2

g/d) + soluble fiber (20 g/d)
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB :Brll.c TG HDLC 2$ZA:»B(?/ L) ;rvlvr::ks)
sign (g/L) (mmoyL) (MmolL)  (mmoliL) apoR1
(measured: ~2029 kcal, ~44%
CHO, ~41% fat, ~10% SFA,
~22% MUFA, ~6% PUFA,
~16% protein). B higher in
MUFA, B-C-D lower in PUFA
(vs A). Stable weight.
Effects of soy proteins
Compared 2 diets: 25 g/d of A)
N=62 W casein proteins (0 mg
completed, isoflavones) (measured: 1850
post- kcal, ~63% CHO, ~29% fat,
menopausal, ~19% protein) vs B) soy
Campbell <65 yrs, ~28 proteins (60 mg isoflavones)
(2010)(138) RCT, kg/m?, (measured: 1582 kcal, ~51% Both A - ) ) Both A and B 52
parallel hyperchol, CHO, ~32% fat, ~22% and B 1 (LDLC) |?apoA1
(USA) s : : !
no insulin- protein). Both diets (vs
dependent baseline): increased weight
diabetes, no  (2%) and higher protein. Soy
lipid-lowering diet: lower CHO. Dietary
drugs counseling. Soy products
provided.
Compared 3 diets: 25 g/d of
A) isolated milk proteins
(measured: 2710 kcal, 57%
CHO, 22% fat, 20% protein) vs
N=30 M, 18— B) isolated isoflavone-poor soy
30 yrs, 18-26 proteins (measured: 2537 kcal, B 12 post-
kg/m?, no 54% CHO, 24% fat, 21% prandial
Santo RCT, CVD,no protein)vs C) isolated . TG BothA,B  BothA B
(2010)(143, parallel metabolic isoflavone-rich soy proteins (LDLC) and C and C 1 4
144)(USA) . . . 1@ apoA1
diseases, no (measured: 2360 kcal, 57% - (fasting
lipid-lowering CHO, 23% fat, 20% protein). TG)
drugs. All diets tweight (1%), protein

intake (vs baseline).
Isoflavone-poor soy protein:
lower PUFA (vs milk).
Treatment proteins provided.
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB :Brll.c TG HDLC 2$ZA:»B(?/ L) ;rvlvr::ks)
sign (g/L) (mmoyL) (MmolL)  (mmoliL) apoR1
Compared 3 diets: A) isolated
milk proteins (measured: 2564
kcal, ~52% CHO, ~29% fat,
~19% protein) vs B) isolated
low-isoflavone soy proteins
N=35 M. 20- (1.64 mg isoflavones) BvsA |°
40 yrs 1’9_29 (measured: 2536 kcal, ~50% - apoB/apoA1
McVeigh RCT, k /m2’ CHO, ~30% fat, ~19% protein) (non-
(2006)(145) cross- hgealth, o vs C) isolated high-isoflavone - HDLC - - CvsA|® 8.1
(Canada) over diseasye, no soy proteins (61.7 mg and apoB/apoA1
me dication isoflavones) (measured: 2587 LDLC)
kcal, ~51% CHO, ~30% fat, - (apoA1)
~19% protein). All 3 diets (vs
baseline): higher in protein and
Ca, lower in fat. Stable weight.
Dietary counseling. Treatment
proteins provided.
Compared 2 diets: 25 g/d of A)
isolated milk proteins (with
high Ca content) (measured: Both A
N=58 (32 W, ~1955 kcal, ~48% CHO, ~30% and B
26 M), 18-79 fat, ~19% protein) vs B) 12 LDLC
yrs, isolated soy proteins
Maki ~28kg/m?, (measured: ~1765 kcal, ~54% BvsA P
(2010)(139) RCT, moderately CHO, ~26% fat, ~20% Bvs A |ab non- ) ) BvsA 2P 4
(USA) parallel hyperchol, protein). Both diets: lower fat HDLC apoA1
no CVD, no  (vs baseline). Soy protein:
T2D, no lower cholesterol, Ca and Mg; Both A
lipid-lowering lower K intake (vs baseline). and B
drugs. Milk protein: higher protein (vs 1# non-
baseline). Soy protein slightly HDLC
decreased weight (1%).
Treatment proteins provided.
N=37 (27 W, Compared 2 diets: 30 g/d of A) ab BvsA |2 a
Chen et 10M),~62  isolated milk proteins BvsA| Eb"nsoﬁ_l BT
(2005)(140) araI’IeI yrs, ~23 (measured: 32-33 kcal/kg, 49- in hvoer- HDLC in in hvoer- - (apoA1) 12
(Taiwan) P kg/m2, 50% CHO, 1.2 g/kg protein, e dyp hyperlipid . dyp
hyperlipid 35% fat) vs B) isolated soy P! subjects P!
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB Non- TG HDLC apoA1 (g/L) Time
sign (glL) HDLC = (imolL) (mmolL) OrapoB/ — (weeks)
(mmol/L) apoA1
and proteins (measured: 32 subjects B |® only subjects
normolipid, kcal/kg, 49-50% CHO, 1.2 g/kg only LDLC only
on protein, 35-36 % fat). Stable
hemodialy- weight. Dietary counseling. in hyper-
sis, no T2D,  Treatment proteins provided. lipid
no lipid- subjects
lowering only
drugs
Compared 2 diets: 30 g/d of A)
N=26 (7 W, isolated milk proteins (0 mg
19 M), ~59 isoflavones) (measured: ~32
yrs, ~23 kcallkg, 52% CHO, 1.2 g/kg Bvs A |ab
kg/m?, protein, 35% fat) vs B) isolated non-
Chen RCT hyperchol, soy proteins (36 mg HDLC
(2006)(141) araI’IeI with isoflavones) (measured: ~32 BvsA |2 - - - (apoA1) 12
(Taiwan) P hemodialy- kcallkg, 52% CHO, 1.2 g/kg B |a
sis, no T2D,  protein, 35% fat). Both diets LDlLC
no lipid- (vs baseline): lower SFA and
lowering cholesterol. Stable weight.
drugs Dietary counseling. Treatment
proteins provided.
Compared 2 diets: beverages
containing 40 g/d of A) isolated
N=29 (13 W, milk proteins (0 mg
16 M), post-  isoflavones) (measured: ~2139
menopausal  kcal, 237 g CHO, 79 g fat, 120 BvsA |°
Pipe RCT women, >19 g protein) vs B) isolated soy LDLC BvsA |°
(2009)(146) crosé— yrs, <35 proteins (88 mg isoflavones) ) ) ) apoB/apoA1 8.1
(Canada) over kg/m?, diet- (measured: ~2055 kcal, 230 g - (non- ’
controlled CHO, 73 g fat, 119 g protein). HDLC) - (apoA1)
T2D, no Both diets (vs baseline): higher
lipid-lowering protein and Ca. Soy diet: lower
drugs SFA. Stable weight. Dietary

counseling. Treatment proteins
provided.
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB Non- TG HDLC apoA1 (g/L) Time
: HDLC or apoB/ (weeks)
sign (g/L) (mmoliL) (mmol/L) (mmol/L) apoA1
Compared 2 treatments: A)
N=64 (37 W, placebo (casein, 3.9 g/d)
27 M), 19-65 (measured: 2472 kcal, 62%
Kwak RCT,  Yo3kgim? (B;;-I tEI) ’ 2k2 v 17? protein) ve Both A and
, 223kg/m=, ack soy peptide a - ot an
g(?rg(;ﬂ) parallel no chronic supplement (4.5 g/d) Al (LDLC) ) B t2 - (apoA1) 12
disease, no (measured: 2518 kcal, 62%
CVD, no CHO, 22% fat, 17% protein).
T2D Test group reduced weight (no
adjustment).
Effects of cowpea proteins
N=38 (32 W,
fn'(\e"n)(’)g‘a’jgal Compared 2 diets: 25 g/d of A)
30-70 yrs * casein (measured: 1370 kcal, Bvs A |20
<35kg/m2’ ~50% CHO, ~23% fat, ~26% non-
Frota RCT, r_nild or ’ protein) vs B) cowpea protein BvsA |*® HDLC
(2015)(151) cross- moderatel isolate (measured: 1400 kcal, - Bvs A12b - (apoA1) 6
(Brazil) over h percholy ~52% CHO, ~22% fat, ~26% Bvs A |0
ng CHD I”IO protein). Stable weight. LDLC
T2D no’ Treatment proteins provided.
lipid-lowering
drugs
Effects of whey proteins
Compared 4 diets: A) whey
N=51 protein (60 g/d) + milk fat (63
analyzed (27 g/d) with low MCFA - (fasting
W. 25 M (measured: 6.9 g MCFA, apoB48)
co,mpleted) ~2326 kcal, ~39% CHO, ~40%
Bohl RCT 48% men * fat, ~20% protein) vs B) whey A+B vs
(2015)(124) araI’IeI >18 vrs vs’/ith protein (60 g/d) + milk fat (63 C+D |P N/E - N/E N/E 12
(Denmark) P _bd yrs, | g/d) with high MCFA t l
2be‘s’irtr)‘,'”r?o (measured: 8.5 MCFA, ~2448 E?asn-dial
severe ’CVD kcal, ~38% CHO, ~40% fat, apoB48
no T2D '’ ~19% protein) vs C) casein

protein (60 g/d) + milk fat (63
g/d) with low MCFA
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB Non- TG HDLC apoA1 (g/L) Time
sign (glL) HDLC = (imolL) (mmolL) OrapoB/ — (weeks)
(mmol/L) apoA1
(measured: 6.9 g MCFA,
~2756 kcal, ~40% CHO, ~40%
fat, ~19% protein) vs D) casein
protein (60 g/d) + milk fat (63
g/d) with high MCFA
(measured: 8.5 g MCFA,
~2392 kcal, ~39% CHO, ~40%
fat, ~20% protein). Treatment
proteins and key fatty foods
provided. Similar weight gain.
Effects of alcohol
A-wine vs
N=8932 C A-wine vs
(4904 W associate C
’ . : with associate
4028 M, Compared categories of ROH  A-wine vs |LDLC with | TG AvsC AvsC
6410 white, consumption: A) low-moderate C (white (white associate associate
Volcik Cross- 2522 (men <210 g/week (=3 associate female) females) with tTHDLC  with 1apoA1
(2008)(154) sect African- glasses/d), women <105 with ' -
(USA) ' American), g/week) vs B) heavy (men lapoB B-beervs BvsC BvsC BvsC
45-64 yrs, no  >210 g/week, women >105 (white associate associate associate
cholesterol-  g/week) vs C) never drinkers. females) associate  with 1TG with THDLC  with TapoA1
'cj’r"l:’e;'”g with (African
9 ILDLC American)
(women)
_ 10g/day
,\Ezzé)%o\jv Calculation of total ethanol ethanol 10g/day 10hg/da|y
Tognon Cross- (1370 M ’25 . ?cku ?non 0 ftotg fe ano asso- ethanol et ano t
(2012)(155) sect. ). 25~ intake from a food frequency 0 N/E N/E associates ~ 2oo0ciales
74 yrs, 15%  questionnaire. Adjusted for ; X with 1 apoA1,
(Sweden) > with with 1
230 kg/m?, BMI and 9 factors. ; | apoB/
. lapoB in HDLC
no statins apoA1
women
Higher
. N=8708 .
Liangpun- (5761 W, 4 categorl_es _of ROH ROH Higher ROH
sakul Cross- consumption: 0, <1, 1-2and > asso- .
2947 M), ; oL ; N/E associates
(2010)(156) sect. ~44 vrs. ~26 2 drinks/d. No indication of ciates with 1apoA1
(USA) yIs, types of ROH. with P
kg/m
lapoB
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB :Brll.c TG HDLC 2$ZA:»B(?/ L) ;rvlvr::ks)
sign (g/L) (mmoyL) (MmolL)  (mmoliL) apoR1
N=636 W,
post- CvsA
menopausal, Compared tertiles of ethanol associates
Simons- 64 yrs, ~27 intake: A) 0-2.45 vs B) 2.56- with? apoA1
son Cross- kg/m? some 8.5vs C)8.9-46.3 g/d ) N/E N/E N/E )
(2007)(157) sect. T2D, no (corresponding to 0, 0-1, 1-5 CvsA
(Sweden) CVD, no glasses/d). No distinction of associates
lipid-lowering types of ROH. with
drugs in non- lapoB/apoA1
diabetic
_ Compared 3 diets: A) 400
,(:lo_r‘rllglz\t/e q mL/d of water (measured:
ost ’ ~2315 kcal, 42% CHO, 39%
fneno ausql  fat 19% protein) vs B) de-
Naissides RCT 50_70p rs ’  alcoholised red wine CvsA |} CvsAth
(2006)(160) araI’IeI ~26 K );mé (measured: ~2049 kcal, 42% - LDLC - HDLC N/E 6
(Australia) P o gh , CHO, 39% fat, 19% protein) vs ' '
ngp.?;% on’o C) red wine (~3 glasses)
Iipid-lovx’/ering (measured: ~2218 kcal, 49%
drugs CHO, 33% fat, 18% protein).
Drinks provided.
N=75 (41 W,
34 M), 18-80
yrs, Compared 3 treatments:
~31kg/m?, 1 ca Both B
. . psule (350 mg)/day of A) a
£ome-. statin-treated placebo vs B) resveratrol- and C |
arneiro RCT, subjects with : a LDLC
(2012)(163) parallel T2D or enriched (8 mg) grape extract B | - - N/E 26
(Spain) hyperchol (Stilvid) vs C) grape extract - (non-
and 1 (similar polyphenolic content HDLC)
. but no resveratrol).
additional
risk factor,
no CVD

Effects of specific foods
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB Non- TG HDLC apoA1 (g/L) Time
sian HDLC or apoB/ (weeks)
9 (g/L) (mmoliL) (mmol/L) (mmol/L) apoA1
Compared 3 treatments: 24%
energy as A) mixed nuts (75
g/d) (measured: 2024 kcal,
39% CHO, 41% fat, 19%
N=117 (39 MUFA, 9% SFA, 9% PUFA,
W, 78 M), 18% protein), B) muffins
Jenkins post- (whole-wheat, no sugar added) Aand C Aband CvsB
(2011)(172) RCT, menopausal, (measured: 1871 kcal, 44% Aand C vs B ) ) apoB/apoAl 12
(Canada) parallel ~62yrs, ~29 CHO, 35% fat, 11% MUFA, vs B |P | LDLC
kg/m?, with 11% SFA, 9% PUFA, 19% - (apoA1)
T2D, no protein), or C) half portions of P
CVD. both (measured: 2028 kcal,
39% fat, 41% CHO, 16%
MUFA, 10% SFA, 9% PUFA,
19% protein). Stable weight.
Key foods provided.
Compared 2 diets: A) Western-
type control diet (measured:
N=40 (30 W, 2013 kcal, 49% CHO, 33% fat,
10 M), = 50 11% MUFA, 14% SFA, 5% B -0.07
yrs, <35 PUFA, 16% protein) vs B) -0 1'4
kg/m?, walnut-enriched diet (43 g/d) 0 0'0) Hon
Wu RCT healthy, (measured: 2067 kcal, 44% B -0.048 H'DLC
(2014)(173) cross-  normolipid, CHO, 39% fat, 11% MUFA, (-0.082, - - N/E 8
(Germany) over no T2D, no 12% SFA, 14% PUFA, 15% -0.014) - (LDLC
systemic protein). Walnut diet: higher in or
disease, no  fat, PUFA and o-linolenic acid, VLDLC)
lipid-lowering lower in SFA, protein, CHO
drugs and cholesterol. Walnuts
provided. Dietary counseling.
Stable weight.
N=46 (27 W, Compared 3 diets: 30 g of A)
19 M), 25-64 ground (measured: ~2000
Tey RCT,  yrs kcal, 41% CHO, 36% fat, 15% A, Band A, Band A,BandC |®
%ﬁw)‘"“) cross-  ~26kg/m?,  MUFA, 11% SFA, 6% PUFA,  C |2 c e ; TA; ngg C  apoBlapoAl
Zealand) over mildly 19% protein) vs B) sliced apoB100 LDLC - (apoA1)
hyperchol, (measured: ~2012 kcal, 43%
no chronic CHO, 35% fat, 15% MUFA,
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB Non- TG HDLC apoA1 (g/L) Time
sign (glL) HDLC = (imolL) (mmolL) OrapoB/ — (weeks)
(mmol/L) apoA1
disease, no 11% SFA, 5% PUFA, 18%
lipid-lowering protein) vs C) whole
drugs (measured: ~2163 kcal, 42%
CHO, 34% fat, 14% MUFA,
12% SFA, 5% PUFA, 18%
protein) hazelnuts. In
replacement of high-SFA
snacks. All diets (vs baseline):
higher in vitamin E, fat and
MUFA, lower in CHO. Stable
weight.
Compared 4 diets: A) control
cocoa cream (measured:
~2109 kcal, ~41% CHO, ~41%
fat, ~10% SFA, ~19% MUFA,
N=113 (67 ~8% PUFA, ~15% protein) vs
W, 46 M), B) cocoa + hazelnut (30 g/d)
43-65 yrs, cream (measured: ~2064 kcal,
<35kg/m?, ~40% CHO, ~42% fat, ~10%
pre or stage  SFA, ~22% MUFA, ~6% CvsA |2P
1 hyperten- PUFA, ~15% protein) vs C) CvsA Cuvs A apoB/apoA1
Sola sive, cocoa + hazelnuts + 1P 12° LDLC
(2012)(78) RCT, hyperchol, phytosterols (2 g/d) apoB100 ) ) Dvs A |2 4
(Spain) parallel =1 additional (measured: ~2151 kcal, ~45% Dvs A apoB/apoA1
CVD risk CHO, ~39% fat, ~10% SFA, DvsA ab LDLC
factor, no ~19% MUFA, ~5% PUFA, 1P ! - (apoA1)
T2D, no ~15% protein) vs D) cocoa + apoB100
chronic hazelnuts + phytosterols +
disease, no soluble fiber (20 g/d)
lipid-lowering (measured: ~2029 kcal, ~44%
drugs. CHO, ~41% fat, ~10% SFA,
~22% MUFA, ~6% PUFA,
~16% protein). B higher in
MUFA, B-C-D lower in PUFA
(vs A). Stable weight.
Welty RCT, N=60 W Compared 2 diets: healthy diet BvsA [P BvsA |°
(2007)(178) cross- completed, (planned: 55% CHO, 30% fat, inhyper- LDLC in - - N/E 8
(USA) over post- 15% protein) including 25 g/d tensive hyper-
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Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB :Brll.c TG HDLC 2$ZA:»B(?/ L) ;rvlvr::ks)
sign (g/L) (mmoyL) (MmolL)  (mmoliL) apoR1
menopausal, of proteins from A) non-soy women tensive
~60 yrs, ~27  products (measured: 1399- only women
kg/m?, 1465 kcal) vs B) soy nuts (101 only
normoten- mg/d isoflavones) (measured:
sive and 1554-1869 kcal). Soy diet:
hyperten- lower in fat and SFA in all
sive, no women; higher in PUFA and
CVD, no protein, lower in CHO in
T2D, no normotensive women. Stable
lipid-lowering weight. Dietary counselling.
drugs Nuts provided.
Compared 2 diets: A) control
_ diet (measured: 1060 kcal,
N 1a.05 ~53% CHO, ~34% fat, ~15%
Tabibi yrs ’ protein) vs B) 28 g/d texturgd
(2010)(179) RCT, ~2ékg/m2, soy flour (14 g of soy protein, - (apo - ) ) Baoth Aand B 8
(Iran) parallel peritoneal in replacement of 60 g of B100) (LDLC) |#apoA1
dialysis meat) (measured: 1071 kcal,
atients ~56% CHO, ~30% fat, ~16%
P protein). Soy diet: higher in
fiber. Stable weight.
N=5|5 d (49 Compared 2 treatments: A)
Back e 49 placebo vs B) 26g/d dried
(2011)(180) RCT, enrolled), chungkookjang.(fe_rmented BvsA 20 | ) ) - (apoA1 or 12
(Korea) parallel 19-65 yrs, spybean). Np S|gn|f|cant. (LDLC) apoB/apoA1)
>23 kg/m? differences in macronutrient
Ho diseasé intake. Stable weight.
_ Compared 2 diets: A) control
’;'3‘ é?svés?gé diet (planned: 2140 kcal, 53% Both A
kg/m2’ CHO, 31% fat, 16% protein) vs and B |° Both A and B
Tovar RCT health, no B) whole-grain barley and LDLC Both A and 12
(2014)(182) cross- T2D r¥1,ild legumes rich diet (lower BvsA |2 - B o 4
(Sweden) over h pérchol glycemic index and higher BvsA |° - (apoB/
ng ’ prebiotics) (planned: 2130 LDLC apoA1)
medication kcal, 53% CHO, 31% fat, 16%

protein). Equivalence in fiber.
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Plasma effects®

Study .
Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB :Brll.c TG HDLC 2$ZA:»B(?/ L) ;rvlvr::ks)
sign (g/L) (mmoyL) (MmolL)  (mmoliL) apoR1
Stable weight. Menus and key
foods provided.
Compared 2 diets: A) refined
(measured: 1929 kcal, 55%
N=54 (31 W, (BZHO, 28% fqt, 17% protein) vs
23 M), 40-65 .) whole-grain cereal products
s, 3z O e et ol v 1o
. S o , o fat, o vs A |*
ggf :)‘()1 83) RCT, K/?émn,ovylltth protein). Both diets (vs ) - post- N/E 12
(Italy) parallel no (’:hronic ’  baseline): higher CHO, lower (LDLC) prandial
diseases. no fat and cholesterol intake. TG
Iipid-lowéring Whole-grain diet: higher fiber,
drugs PUFA, and protein and lower
MUFA, and SFA (vs baseline).
Stable weight. Test products
provided.
Compared 2 diets: A) National
N=27 W Cholesterol Education A l?
completed, Program (NCEP) without milk (apoB)
post- or other dairy (measured: 2307
menopausal, kcal, 56% CHO, 29% fat, 9% - (VLDL
Drouin- RCT <70 yrs, _~32 S_FA, j7% proteir_1) vs B) NCEP apoB) - (LDLC
Chartier crosé— kg/m?, with diet with 3.2 servings/d of 2% and ) Both Aand Both AandB 6
(2015)(184) over abdominal fat milk (20% of energy) BvsAlP VLDLC) B |® |?apoA1
(Canada) obesity, no (measured: 2320 kcal, 56% VLDL
CVD, no CHO, 30% fat, 10% SFA, 17% apoB
T2D, no protein). All meals provided. fractional
lipid-lowering  Milk diet higher in calcium and  catabolic
drugs vitamin D. Adjusted for weight  rate (N=9)
loss in both groups.
N=34 (19 W, Compared 2 treatments: 45
15 M) 18-65 g/d of A) placebo using dairy
, i dients (~35 mg
Conway  RCT, Yo ingredients .
<35kg/m?, phospholipids) vs B) buttermilk - b
g‘;‘?ﬁ‘r’) Or0SS"  LDLC<5.0m  (~188 mg phospholipids). - (LDLC)  BVSAL - N/E 4
mol/L, no Difference in buttermilk milk fat
CVD and low globule membrane
risk, no T2D, components (minor proteins
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Plasma effects®

Study .
Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB :Brll.c TG HDLC 2$ZA:»B(?/ L) ;rvlvr::ks)
sign (g/L) (mmoyL) (MmolL)  (mmoliL) apoR1

no lipid- and phospholipids). Stable

lowering weight.

drugs

N=70 M, 27-

73 yrs,

~ 2

hyzlglé?éll;nol’ Compared 2 diets: A) healthy

low (CRP ’<1 diet alone (measured: ~2060-

mg/L) vs 2157 kcal, 49-50% CHO, 27- B 12 apoA1

medium 28% fat, 20% protein) vs B) Bvs A 12P B|@ apoB/
Gammon RCT (CRP 1-3 healthy diet + two green apoA1
(2014)(186) crosé— mg/L) kiwifruit/day (measured: - ) (in medium 4
(New over inflammatory ~2251-2272 kcal, 48-49% (LDLC) inflamma- (both in
Zealand) group, no CHO, 28-30% fat, 19-20% tory group medium

chroni’c protein). Kiwifruit diet: higher in only) inflammatory

disease. no vitgmin C_and E. Stable_ group only)

CVD., no weight. Dietary counseling.

T2D, no

lipid-lowering

drugs.

N=32 M

completed,
Shidfar 433? e (200 o o 1455 eal, 138

<30kg/m?, measured: cal, g a
%frgm)“s") Pros. \ith T2D, no  CHO, 35 g fat, 38 g protein). N/E N/E N/E apoAl 8

CVD, no Stable weight.

lipid-lowering

drugs

,(:lo_rflglete d Compared 2 treatments: A)

(13 W, 43 placebo (measured: 2451 kcal,
Mahdavi- M) 25’_75 ~57% CHO, ~27% fat, ~18%
Roshan RCT, rs’ protein) vs B) garlic powder ) - (LDLC) ) ) - (apoA1) 13
(2013)(188) parallel ZBdk 2 tablets (2.4 g/d allicin) P
(Iran) ;vith sgeve’re (measured: 2566 kcal, ~57%

coronary CHO, ~27% fat, ~18%

protein). Stable weight.
artery
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Plasma effects®

Study .
Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB Non- TG HDLC apoA1 (g/L) Time
sign (g/L) HDLC ~  olll) (mmolL)y OFapoB/ — (weeks)
(mmol/L) apoA1
disease, no
T2D
Effects of Mediterranean diet
Compared 3 diets: A) Control |_30V134A
_ (measured: 2230 kcal, 45% N
W.2a . CHO, 3% fat, 9% SFA, 17% 00 non
55—80 rs’ MUFA, 6% PUFA, 18% HbLC Bvs A
~30 k /ymz’ protein) vs B) Med diet +virgin 0.054 B vs A 0.033
at hi ﬁ-risl; olive oil (ad libitum) Bvs A Cvs A Cvs A (0.023, (0.008,
Sola 9 (measured: 2356 kcal, 45% 0.083) 0.058) apoA1
RCT, for CVD, o o o -0.029 -0.20 -0.159
(2011)(190) o CHO, 35% fat, 9% SFA, 17% 13
. parallel 54% o o (-0.0586, (-0.35, (-0.279,
(Spain) diabetes MUFA, 6% PUFA, 18% 20.001) 20.06) 20.038) CvsA Bvs A-0.03
46% li |d protein) vs C) Med diet + nuts ’ nc;n- ’ 0.031 (-0.05, -0.01)
Iow;rir? (30 g/d) (measured: 2538 kcal, HDLC (0.000, apoB/apoA1
druas r?o 39% CHO, 41% fat, 9% SFA, 0.062)
9s, 19% MUFA, 10% PUFA, 18%
CVD . . . Both B
protein). Dietary counseling. and C?
Olive oil/ nuts provided. LDLC
Compared 2 diets: A) control
_ (measured: ~1532 kcal, 45%
N=135(83  cHO, 34% fat, 10% SFA, 13% o ]
W, 52 M), o o BvsA |® B
MUFA, 6% PUFA, 21% .
22-70 yrs, . . post- fasting
Defoort ~28 ka/m? protein) vs B) Med diet randial TG
(2011)(191, RCT, <o *9M  (measured: ~1501 kcal, 46% DTS o N/E N/E 13
192) parallel moderate CHO, 35% fat, 10% SFA, 16% P - (post-
(France) . MUFA, 6% PUFA, 20% . pOS
CVD risk, no . . - (fasting prandial
lipid-lowering  Protein)- Med diet (vs apoB48) TG)
d baseline): higher, fiber. Similar
rugs ; .
weight loss. Dietary
counseling.
Van Dijk N=49 (27 W, Compared 3 diets: A) Western- Bvs A Bvs A
(2012)(85) Con- 22 M), 45-60 type high-SFA diet (measured: 2010 -0.38
and Bos trolled, yrs, 225 ~2556 kcal, 47% CHO, 37% (_d 17 (-0.65, Both B ) N/E 8
(2010)(86)  parallel  kg/m?, with fat, 19% SFA, 11% MUFA, 5% 0 '03)’ -0.11) and C |2
(Nether- trial abdominal PUFA, 14% protein) vs B) ’ LDLC
lands) obesity, Western-type high-MUFA diet
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Plasma effects®

Study .
Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB Non- TG HDLC apoA1 (g/L) Time
sign (glL) HDLC = (imolL) (mmolL) OrapoB/ — (weeks)
(mmol/L) apoA1
healthy, no (measured: ~2484 kcal, 46% CvsA- C|®
T2D, no CHO, 40% fat, 11% SFA, 20% 0.15 (- LDLC
lipid-lowering MUFA, 7% PUFA, 11% 0.21, -
drugs protein) vs C) Med-type high- 0.09)
MUFA diet (measured: ~2460
kcal, 41% CHO, 40% fat, 11%
SFA, 21% MUFA, 7% PUFA,
15% protein). Similar weight
loss. Food provided (90% of
energy intake).
N=69 (32 W,
37 M), 25-50
yrs, ~29
kg/m?, mild Med diet. (measured: 46%
Bedard hypgrcljol + CHO, 32% fat, 7% SFA, 18%
(2012)(193) Pros. | oreraoch  MUFASK PUFA T7% I |°LDLC - i |° apoA1 4
(Canada) , pre- protein). | food provided.
menopausal, Greater weight loss in men.
no CVD, no  Adjusted for weight change.
T2D, no
lipid-lowering
drugs
Compared 3 diet phases: A)
isocaloric North American
(measured: 3148 kcal, 48% B and C
CHO, 34% fat, 13% SFA, 13% Vs A |b
N=19 M, 24- MUFA, 5% PUFA, 17% 5 wk
Richard 62 yrs, ~32 protein), followed by B) CvsB |° (is0-)
(2011, kg/m?, with isocaloric Med (measured: Band C CvsB BvsA |° 20 W|; d
2014)(194, Pros. MS, no CVD, 3170 kcal, 50% CHO, 32% fat, Band C vs A |P and A [° a00A1 (hypo-
195) no T2D, no 7% SFA, 18% MUFA, 5% LDLC P yPQ
e ) . vs A caloric
(Canada) lipid-lowering PUFA, 17% protein), then b | DL- diet
drugs followed by C) hypocaloric 1 1€
9 >d Dy yp apoB
Med diet (measured: 2865 FCR

kcal, 50% CHO, 32% fat, 7%
SFA, 18% MUFA, 5% PUFA,
17% protein). Med diet ~higher
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Plasma effects®

Study .
Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB :Brll.c TG HDLC apoA1 (g/L) T|mek
sian or apoB/ (weeks)
9 (g/L) (mmoliL) (mmol/L) (mmol/L) apoA1
in ROH and fiber, lower in
TFA. Food provided.
Compared 3 levels of
adherence to the Med diet: A)
low vs B) medium vs C) high
adherence, according to the
Relative Mediterranean Diet
Sotos- 2\1:121(‘)1?3 E\SN Score. High score for high gs\éf)_A Cvs A CvsA
Prieto Cross- 9507 M) 46_ consumption of vegetables, ) ) ciates associates associates
(2014)(196) sect. 49 yrs ~’26 legumes, fruits, nuts, cereals, with |TG  with 1HDLC with TapoA1,
(England) k /m2’ fish, seafood, olive oil and lapoB/apoA1
9 moderate consumption of ROH
and high score for low
consumption of meat and dairy
products. Adjusted for BMI and
9 factors.
Compared 2 treatments: A)
N=26 W, 20- hypocaloric Med diet (planned:
Beltaifa 50 yrs, 25-30% energy deficit, 50-55% b b
(2011)(197) Pros.  >30kg/m?,  CHO, <30% fat) alone vs B) - EE;’ECA ! Sr?ctthAia ﬁ[‘)’ié ' _(apoAl) 26
(Tunisia) no CVD, no  added to walk-run transition
T2D speed training. Dietary
counseling.
Effects of vegetarian diet
_ Compared 2 diets: A)
2‘1_5?36 5/|242 omnivorous (measured: 2364 Bvs A
kg/m? ’ kcal, 57% CHO, 28% fat, 15% Bvs A Bvs A asso-
Zhang Cross- vegetérian protein) vs B) vegetarians asso- asso- ciates Bvs A B vs A asso-
(2013)(198) sect monks vs (measured: 1775 kcal, 60% ciates ciates with |TG  associates  ciates with -
(China) ' omnivore CHO, 29% fat, 12% protein) with with (NS when with |[HDLC |apoA1
workers. 2% (lower in protein, SFA and lapoB JLDLC adjusted
diabeteé cholesterol, higher in CHO and for BMI)

PUFA). Adjusted for BMI.
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Plasma effects®

Study .
Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB :Brll.c TG HDLC 2$ZA:»B(?/ L) ;rvlvr::ks)
sign (g/L) (mmoyL) (MmolL)  (mmoliL) apoR1
Compared 4 diets: A) meat-
eaters (measured: ~2211-1946 CvsA
kcal, 48-49% CHO, 31-32% asso-
fat, 16-17% protein) vs B) fish- Cvs A ciates CvsA D vs A asso-
eaters (no meat) (measured: asso- with | associates ciates with
N=1694 ~1816-2161 kcal, 50-52% ciates non- with |HDLC |apoAT
(1023 W CHO, 30-31% fat, 14-15% with HDLC (women (women only)
Bradbury C ! protein) vs C) vegetarians (no  |apoB (men only)
ross- 671 M), 20- ! .
(2014)(199) sect 90 yrs. ~23 meat or fish) (measured: only) N/E Dvs A -
(Europe) ' kg/m? ’no ~1898-2177 kcal, 51-53% DvsA DvsA associates
CVD ’ CHO, 30-31% fat, 13-14% asso- DvsA associates with |apoB/
protein) vs D) vegans (no ciates asso- with |[HDLC apoA1 (men
meat, fish, dairy products or with ciates (women only)
eggs) (measured: ~1692-1912  |apoB with | only) y
kcal, 54-55% CHO, 29% fat, non-
13% protein). All adjusted for HDLC
BMI and 3 other factors.
Compared 2 diets: A) Bvs A
N=62 W omnivorous (measured: 1832 Bvs A associates
~47 yrs "3 kcal, 60% CHO, 21% fat, 19%  asso- with tapoA1
Karelis c kg/m? ’ E)rotein) v(sj I?il)s\/zegﬁtarliag;o/ ciatl’;les (edven V\ijh](can
ross- ! measured: cal, o wi adjusted for
g‘i’glg)rﬁ‘)’o) sect.  OMMVO'S CHO, 19% fat, 16% protein).  |apoB N/E N/E N/E BMand |
vegetarians Vegetarian diet: higher in CHO (NS when apoB/apoA1
no CVD/T2IZ’) and fiber, lower in protein, fat,  adjusted (NS when
MUFA and cholesterol. Lower  for BMI) adjusted for
BMI in vegetarians. BMI)
Effects of Nordic diet
N=166 Compared 2 diets: A) control
completed diet (measured: ~2041 kcal, B-018
Uusitupa 45% CHO, 35% fat, 16% '
(126 W, 63 . P . (-0.35, B -0.04
(2013)(204) M enrolled) protein) vs B) Nordic diet (high -0.01) (-0.07, -0.00)
(Finland, RCT, 30-65 yrs * fruits, berries, vegetables, ) noﬁ ) ) apc.>B/’ap6A1 18-24
Sweden, parallel 27-40 kg/’mz whole grains rapeseed oll, fish, HDLC
Denmark, 2 others ’  low-fat dairy products, low - (apoA1)
Iceland) criterias for sugar-sweetened products) - (LDLC)
MS. no T2D (measured: ~2042 kcal, 47%

CHO, 32% fat, 18% protein).
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Study .
Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB Non- TG HDLC apoA1 (g/L) Time
sign (alL) ooy (mmoliL)  (mmoiiL) 3 SROF biEss
no chronic Nordic diet: higher in CHO,
disease. protein, PUFA, a-linoleic acid,
EPA, DHA, fiber, B-carotene,
vitamin C and E, K and Mg,
lower in fat, SFA, cholesterol,
Na and ROH. Stable weight.
Dietary counseling. Key foods
provided.
Compared 2 diets: ad libitum
A) control Western diet
(measured: 2457 kcal, 46%
N=86 (564 W, CHO, 34% fat, 17% protein) vs
32 M), 25-65 B) Nordic diet (more fruits,
yrs, berries, vegetables, legumes B -0.22
20-31 kg/m?,  (soya), whole grains (oats, -0 2'9 -0.15)
healthy, barley, psyllium), rapeseed oil, B -0.93 A
Adamsson oo g nuts (almond), fish and low-fat  2-%:2% (119, B-0.19 apoA1
(2011)(203) parallel hyperchol milk products, less added (-0.31, -0.67) ) (-0.28, 6
(Sweden) ’ . -0.19) . -0.10) B -0.06
(LDLC=3.5 sugars) (measured: 1989 kcal, LDLC (-0.11, -0.01)
mmol/L), no  52% CHO, 27% fat, 19% a c‘)B/’a c;A1
lipid-lowering protein). Nordic diet (vs P P
drugs. baseline): higher in protein,
CHO, fiber and PUFA, lower in
fat, SFA, cholesterol and Na.
All food provided. Adjusted
weight loss.
Effects of DASH diet
Compared 2 diets: A) DASH
hypocaloric diet (measured:
N=27 (16 W, 1530 kcal) vs B) DASH
Valente RCT 11 M), 41% hypocaloric diet (measured: )
(2011)(45) araI’IeI men, 60-75 1641 kcal) + RT (40 min x 3 BvsA P (LDLC) BvsA P - - (apoA1) 10
(USA) P yrs, 25-40 d/week). DASH diet | fat-free
kg/m? mass, but not weight. DASH

diet + RT |fat mass and
weight. Dietary counseling.
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Plasma effects®

Study .
Ref. de- Population' Dietary interventions? apoB Non- TG HDLC apoA1 (g/L) Time
sign (g/L) HDLC ~  olll) (mmolL)y OFapoB/ — (weeks)
(mmol/L) apoA1
N=27 (11 W, Compared 2 diets: A) habitual
16 M), 25— vs B) DASH diet. DASH diet:
Hodson Con- 60 yrs, 20— Higher in protein, CHO and
(2010)(205) trolled 40 kg/m?, no  non-starch polysaccharides, Bvs A |0
(United parallel T2D, no lower in fat, SFA and Na. B |® LDLC - B |® N/E 4.3

metabolic Slight weight loss in DASH
disease, no group (0.9 kg). Dietary
lipid-lowering counseling. No-salt fats
drugs provided.

Kingdom) trial

Effects of paleolithic diet

Ad libitum paleolithic diet
(measured: 1888 kcal, 25%

N=10 W, CHO, 44% fat, 28% protein).

post- Included lean meat, fish, fruit,

menopausal, vegetables, eggs and nuts. 2 apoA1
Ryberg 28-35 kg/m?,  Excluded dairy and cereals 1"ap
(2013)(208) Pros. healthy, no products, beans, refined fats 12 |2 LDLC 12 12 - (apoB/ 5
(Sweden) CVD, no and sugar, added salt. Higher apoA1)

T2D, no protein, fat, MUFA, PUFA, P

lipid-lowering cholesterol, lower CHO,

drugs. sucrose, SFA. Weight loss

(5%). Menus and prepared
meals provided.

Table 1 summarizes the effects of each dietary component or intervention presented in the horizontal subtitles on plasma concentrations of
apoB and other lipoprotein-related parameters.

'N represent the number of subjects analysed in each study for plasma apoB, except when indicated as either enrolled or completed.
2Percent macronutrient represents percent of total daily energy intake of each nutrient. Percentages of energy intake from macronutrients
where estimated, when necessary, using Atwater coefficients (4 kcal/g for carbohydrates and protein, 9 kcal/g for lipids). To convert energy
intake to kJ multiply by 4.184.

3When enough data was provided, the effect size was calculated as a 95% confidence interval based on the change during the intervention

in comparison to control, placebo or other test diets.
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2 js for significant effect vs baseline and ®is for significant effect vs control, placebo or other test diets. For cross-sectional studies, the effects
were based on differences in group means. When more than 2 diets were compared, each diet was labeled by a letter to indicate the diets
compared.

~ for estimated values.

Non-HDLC refers to non-HDLC, LDLC and/or VLDLC depending on the data provided in each paper. To convert cholesterol concentrations

to mg/dL multiply by 38.67. To convert triglycerides concentrations to mg/dL multiply by 88.57.

Abbreviations are presented as: ApoAl, apolipoprotein Al; apoB: apolipoprotein B; BMI, body mass index; Ca, calcium; CHD, coronary heart
diseases; CHO, carbohydrates; cross-sect.: cross-sectional study; CRP, C-reactive protein; CVD, cardiovascular diseases; DASH, Dietary
Approaches to Stop Hypertension; dyslipid, dyslipidemic; DHA, docosahexaenoic acid; EPA, eicosapentaenoic acid; FA, fatty acids; FCR,
fractional catabolic rate; HbA1c, glycated hemoglobin; HDLC, high density lipoprotein cholesterol; HFCS, high fructose corn syrup; hyperchol,
hypercholesterolemic; hyperlipid, hyperlipidemic; hyperTG, hypertriglyceridemic; K, potassium; LDL, low density lipoprotein; LDLC, low
density lipoprotein cholesterol; M, men; MCFA, medium-chain fatty acids; Med, Mediterranean; Mg, magnesium; MUFA, monounsaturated
fatty acids; Na, sodium; NCEP ATP lll, National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel Ill; non-HDLC, non-high density
lipoprotein cholesterol; normolipid, normolipidemic; NS, non-significant; MS, metabolic syndrome; Pros, prospective intervention study; PUFA,
polyunsaturated fatty acids; RCT, randomized controlled trial; Ref, reference; RLP, remnant-like particles; ROH, alcohol; RT, resistance
training; SFA, saturated fatty acids; T2D, type 2 diabetes; TG, triglycerides; TRL, triglyceride-rich lipoproteins; VAT, visceral adipose tissue;
VLDL, very low density lipoprotein; VLDLC, very low density lipoprotein cholesterol; W, women.

1 or 1 : for a significant decrease or increase in the plasma parameter examined; - : no significant effect; N/E: not examined.
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Table 4.2: Summary of the effects of dietary components and healthy dietary patterns

on plasma apoB and lipoprotein parameters based on the original human studies

examined in this review

126

Dietary factor ApoB Non- TG | HDLC ApoA1 or
HDLC apoB/apoA1
Energy
Hypocaloric  diet-induced weight { Aad { Aad Lad
loss**
Carbohydrates
Moderate-CHO/high-fat diet** { Aad { T L
Very low-CHO/high-fat diet i T LDLC 1 T L
Fructose (vs glucose) Lad Aad Aad Aad Lad
Soluble fiber- psyllium*® 1 1LDLC o o o
Soluble fiber- a-cyclodextrin Lad Aad Aad Aad N/E
Lipids
Low-SFA/high-MUFA diet*** l 1 LDLC ad 1 L
Low-SFA/high-PUFA diet**# l 1 LDLC ad 1 L
Low-MUFA/high-PUFA diet*** i 1 LDLC g g -
Marine-derived omega-3 PUFA**® 1 © 1 - o
(EPA and DHA)
Plant-derived omega-3 PUFA - - - o -
(a-linolenic acid)
Trans FA**# 1 © - 1 1 apoAf,
(no effect of industrial vs natural) T apoB/apoA1
Medium-chain FA (pure oil or dietary) L A \ad \ad i
Cholesterol - - o - -
Phytosterols*® 1 1LDLC o o o
Proteins
Soy proteins (vs milk proteins or L A \ad ad i
casein) Aad Aad Aad Aad Aad
Cowpea proteins (vs casein) Lad N/E Aad N/E N/E
Whey proteins (vs casein)
Alcohol




127

Moderate  alcohol  consumption ol A \ad at at apoA1
(highlighted was red wine)
Specific foods
Nuts* l - - o -
Soy products, barley, legumes, Lad Aad Aad Aad Lad
whole-grain, fat milk buttermilk,
kiwifruit, tomato, garlic powder
Healthy dietary patterns
Mediterranean diet* { 1 LDLC { Aad i
Vegetarian diet ol A \ad ol al apoA1
1 apoB/apoA1
Nordic diet o - - o -
DASH diet i s ad ad i
Paleolithic diet Lad Aad Aad Aad i

Non-HDLC includes non-HDLC, LDLC and/or VLDLC depending on the data provided.

lor 1 Indicates that the maijority of the studies reviewed (>50%) reported a decrease or an

increase.
Lad For lack of effect, controversial findings (< 50% in agreement) or insufficient data (< 2
studies).

N/E For not examined.

* Marks the dietary component or pattern with consistent effect based on > 3 RCTs

* Marks the dietary component or pattern with consistent effect based on 2-3 RCTs

#

$

a Evidence derived from cross-sectional studies and association analysis

Includes conclusions reported in a previous meta-analysis

Effects examined in subjects with metabolic syndrome and/or dyslipidemia only

ApoB, apolipoprotein B; CHO, carbohydrates; DASH, Dietary Approaches to Stop Hypertension;

DHA, docosahexaenoic acid; EPA, eicosapentaenoic acid; FA, fatty acids; HDLC, high-density

lipoprotein cholesterol; MUFA, monounsaturated fatty acids; non-HDLC, non-high density

lipoprotein cholesterol; PUFA, polyunsaturated fatty acids; SFA, saturated fatty acids; TG,

triglycerides.
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5 Les acides gras polyinsaturés oméga-3 a longue chaine (AGPs w-
3LC)

Dans la précédente revue de la littérature, nous avons identifié la supplémentation en AGPs w-3
LC comme thérapie nutritionnelle pouvant abaisser I'apoB plasmatique (9). Ainsi les sections
suivantes traiteront globalement des fonctions, des besoins et du trajet métabolique des AGPs
w-3 LC dans le corps humain. Ensuite, les impacts des AGPs w-3 LC sur les conséquences de
I'hyperapoB seront présentés, c’est-a-dire sur la prévalence, I'incidence et les facteurs de risque

de maladies cardiométaboliques.

5.1 Définition, structure et fonctions générales

Les AGPs w-3 LC désignent ici spécifiquement I'acide eicosapentaénoique (AEP; C20:5w-3) et
acide docosahexaénoique (ADH; C22:6w-3). lIs sont polyinsaturés, car ils comportent plus d’une
liaison double dans leur chaine de carbone (226). L’appellation w-3 identifie 'emplacement de la
premiére liaison double entre le 3° et le 4° carbone a partir de la fin de la chaine méthyle. Parmi
les AGPs w-3, ceux a LC comportent plus de 18 carbones et sont d’origine marine, par opposition
a I'acide a-linolénique (AAL; C18:3w-3) qui est d’origine végétale. Les AGPs w-3 LC possédent
des fonctions trés diversifiées; ils sont impliqués dans le contréle de linflammation, le
métabolisme lipidique et glucidique, la pression artérielle, la coagulation sanguine, le

fonctionnement du systéme nerveux, etc.

5.2 Les sources alimentaires et les recommandations nutritionnelles

Dans l'alimentation, la principale source d’AEP et d’ADH constitue les animaux marins (ex. :
sardines, saumon, hareng, maquereau, flétan, thon, goberge, etc (227)). Ces acides gras ne sont
pas considérés essentiels et ainsi aucun besoin nutritionnel minimal n’est établi par Santé
Canada (228). Plusieurs organisations recommandent a la population générale la consommation
de deux portions (8 onces au total) de poisson gras par semaine (environ 0,5 g AGPs w-3 LC/jour)
afin de prévenir les maladies cardiovasculaires (229). Egalement, la Société canadienne de
cardiologie recommande aux patients hypertriglycéridémiques la prise de 2 a 4 g/jour d’AEP et
d’ADH sous forme de suppléments dans le but d’obtenir une baisse des TGs de 25 a 30% (47).
En 2017, 'American Heart Association a publié sa derniére déclaration qui encourage la prise
d’'un supplément d’AGPs w-3 LC aux individus atteints d’'une maladie cardiovasculaire, tels que
ceux ayant eu un infarctus du myocarde, ainsi qu’aux individus atteints d’insuffisance cardiaque
avec fonction ventriculaire gauche détériorée (230). En 2019, 'American Diabetes Association a

ajouté la recommandation de supplémenter en AEP les sujets atteints de DbT2 et de maladie
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cardiovasculaire athérosclérotique ou d’'un facteur de risque cardiaque, et présentant des niveaux
élevés de TGs, méme si ceux-ci sont déja sous statines, afin de réduire le risque cardiovasculaire
(231). En moyenne dans la population adulte canadienne-francgaise, les apports nutritionnels en
AGPs w-3 LC sont faibles, estimés a 0,25 — 0,27 g/jour (232).

5.3 La digestion, I’absorption et I’excrétion

La digestion des lipides débute dans la bouche sous 'action de la lipase linguale (233, 234). Dans
'estomac, elle se poursuit sous I'action de lipase gastrique et du péristaltisme qui permet la
formation de gouttelettes lipidiques. Dans le duodénum, les lipides sont mélangés aux sels
biliaires créant une émulsion de micelles. La digestion s’effectue principalement dans la partie
supérieure du jéjunum sous l'action de la lipase et de la colipase pancréatiques clivant les liens
esters entre les AGNEs et le glycérol dans les TGs. Les lipides sont incorporés dans des micelles
mixtes, puis traversent la barriére intestinale. Dans le réticulum endoplasmique des entérocytes,

les AGNEs sont réestérifiés en TGs, puis incorporés dans les chylomicrons.

La biodisponibilité de 'AEP et de 'ADH peut étre affectée par plusieurs facteurs: le type de liaison
chimique et la présence concomitante de certains nutriments dans le repas (ex. lipides et calcium)
(234-236). Dans le poisson, les AGPs w-3 LC se présentent sous la forme de TGs ou de
phospholipides. Dans les suppléments d’huile de poisson concentrée, les AGPs w-3 LC sont
concentrés par un processus de distillation moléculaire formant des esters d’éthyles d’acides
gras. Contrairement aux autres acides gras contenus dans les TGs ou les phospholipides, les
esters d’éthyles d’acides gras requiérent une digestion additionnelle par la carboxyl ester lipase
dépendante des sels biliaires. De ce fait, la consommation simultanée d’un repas riche en lipides
permet de stimuler la sécrétion de sels biliaires dans l'intestin gréle et ainsi d’augmenter
grandement I'absorption des esters d’éthyles ’AGPs w-3 LC (d’environ 5,4 fois chez N=54 sujets
en surpoids) (237).

5.4 Le transport et la captation

Il existe deux modes de transport des acides gras dans la circulation plasmatique. lls peuvent
étre incorporés dans les lipoprotéines sous la forme d’acides gras estérifiés dans les TGs, DAGs,
cholestérol esters, phospholipides ou autres formes de lysophospholipides (238). Autrement, ils
peuvent étre liés a l'albumine sous la forme d’AGNEs ou d’acides gras estérifiés par la
lysophosphatidylcholine (238). Les acides gras peuvent traverser les membranes cellulaires de
plusieurs fagons (141, 239). Premiérement, ils peuvent traverser par diffusion passive par un

processus spontané et indépendant des protéines membranaires appelé flip-flop. Deuxi€émement,
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les protéines membranaires telles que la protéine de liaison aux acides gras (fatty acid binding
protein; FABP) ou le CD36 peuvent agir comme des accepteurs d’acides gras et ainsi augmenter
la concentration d’acides gras prés de la membrane afin d’accélérer la diffusion passive. Les
multiples isoformes de la FABP sont exprimées de maniére omniprésente, mais l'isoforme
majeure dans le TAB demeure la FABP4 (240). Troisitmement, des protéines membranaires
telles que le CD36 et la protéine de transport des acides gras (fatty acid transport protein; FATP)
peuvent faciliter le transport des acides gras (diffusion facilitée), ainsi que leur conversion en
esters d’acyl-coenzyme A permettant leur entrée dans la B-oxydation. Les principales isoformes
de la FATP exprimées dans le TAB sont la FATP1 et la FATP4 (240).

5.5 La synthése endogéne par les désaturases d’acides gras

Les AGPs LC peuvent étre synthétisés de facon endogéne a partir des acides gras essentiels,
'AAL et I'acide linoléique (AL; C18:2w-6), tel qu’illustré a la figure 5.1 (241, 242). En effet, 'AAL
w-3 peut étre converti en AEP et ADH et I'AL w-6 peut étre converti en acide arachidonique (AAR;
C20:4w-6). Pour ce faire, ces deux types d’AG se partagent les mémes enzymes de désaturation
(désaturase d’acides gras -5 (D5D) et 6-6 (D6D)) ajoutant des doubles liens cis (aux carbones
en positions 5 et 6 respectivement) et les mémes enzymes d’élongation allongeant la chaine de
carbones. La D6D est reconnue depuis plusieurs décennies comme I'enzyme limitante (243).
Puisque les AGPs w-3 et w-6 partagent les mémes enzymes de désaturation D5D et D6D, ils
sont potentiellement en compétition pour leur conversion (244). L’affinité de la D6D pour 'AAL
est en réalité supérieure a son affinité pour 'AL, mesurée dans des échantillons de foie humain
(245). Toutefois, puisque les concentrations physiologiques sont plus élevées pour I'AL que pour
I’AAL, la conversion nette des AGPs w-6 est supérieure a celle des AGPs w-3 (244, 245). Les
enzymes D5D et D6D sont liées a la membrane du réticulum endoplasmique (242). Chez
’'homme, la D5D et la D6D sont principalement exprimées dans le foie, mais également dans le
tissu adipeux et le cerveau (246). L’enzyme D5D est codée génétiquement par la désaturase
d’acides gras 1 (FADS1), tandis que I'enzyme D6D est codée par la désaturase d’acides gras 2
(FADS2). La mesure directe de I'activité de la D5D et la D6D par la conversion d’acides gras
marqués dans une biopsie de foie est peu pratique, invasive et colteuse chez I'humain. Alors, la
communauté scientifique utilise communément les ratios des acides gras produits/acides gras
précurseurs circulants comme estimation de leurs activités (241). Ainsi, l'activité de la D5D est
estimée par le ratio AAR/acide dihomo-y—linolénique (ADGL; C20:3w-6), alors que I'activité de la

D6D est estimée par le ratio acide y-linolénique (AGL; C18:3w-6)/AL. Parfois, le ratio
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alternatif ADGL/AL est utilisé afin d’estimer 'activité de la D6D, car 'AGL est rapidement élongé

et donc sa concentration plasmatique est trés faible (247).

Conversion entre 'acide eicosapentaénoique et 'acide docosahexaénoique

L’AEP peut étre converti en ADH par deux voies métaboliques. La premiére convertit les acides
gras selon l'ordre suivant dans le réticulum endoplasmique sauf pour la derniére étape qui se
déroule dans le peroxysome: 20:5->22:5-5>24:5->24:6->22:6. Elle implique une élongation, une
désaturation par la D6D et une B-oxydation (248). La deuxiéme se déroule dans le réticulum
endoplasmique et convertit les AGPs w-3 dans l'ordre suivant: 20:5->22:5-522:6 (249). Elle
implique une désaturation par la désaturase d’acides gras 6-4 qui est également codée par la
FADS2 (248, 250). Chez I'humain, la conversion de 'AEP en ADH, mesurée par isotopes stables,
est substantielle (251). Cependant, la supplémentation en AEP n’affecte pas les niveaux
circulants d’ADH possiblement a cause d’un rapide catabolisme de 'ADH. Quant a la conversion
inverse de 'ADH en AEP, elle serait minime chez I'humain et emploierait des enzymes distinctes
(251). Paradoxalement, la supplémentation en ADH augmente les niveaux circulants d’AEP, mais

ceci serait plutét secondaire a une réduction du catabolisme de I'AEP.

Ampleur et variabilité de la synthése endogéne des AGPs w-3 LC

La proportion d’AEP et d’ADH provenant de la synthése endogéne serait faible par rapport a
'apport alimentaire selon la plupart des études (244, 252). Chez les sujets en santé, le
pourcentage de *C-AAL ingéré converti en >*C-AEP dans le plasma total ou les phospholipides
plasmatiques serait d’environ 8% (253, 254), alors que la conversion en ">*C-ADH serait d’environ
0,02% (253). On note qu’une réduction de l'apport nutritionnel en AL (3% d’AL et 0,4% d’AAL
comparé a 7% d’AL et 1,1% d’AAL; ratio AAL:AL constant de 1 :7) induit une augmentation de la
proportion d’AAL converti en AEP (253). De plus, il existe des polymorphismes d’'un seul
nucléotide (single nucleotide polymorphism; SNP) des génes FADS1 et FADS2 qui affectent les
niveaux circulants d’AGPs et qui sont relativement fréquents et puissants (255, 256). Le contenu
en AEP et ADH des globules rouges est hautement héritable de sorte que le bagage génétique
explique respectivement 75% et 56% de la variabilité interindividuelle chez les individus vivants
dans des kibboutz, c’est-a-dire ou les repas sont partagés et donc ou la variabilité diététique est
faible (N=417, ajusté pour le sexe et I'dge) (257). Dans une étude d’association pangénomique,
le SNP rs174537 du géne FADS1 est le plus grand déterminant des niveaux d’AGPs
plasmatiques totaux (N=1210 sujets italiens) (258). Il est trés fortement associé avec les niveaux

d’AAR plasmatiques (p=5.95x10°), expliquant 18,6% de la variance. La présence de l'alléle
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mineur T/G est positivement associée avec les concentrations plasmatiques d’AL et d’AAL et
négativement associée avec les concentrations plasmatiques d’AAR et d’AEP. Chez les Africains-
Américains comparativement aux Américains-Européens, la fréquence du double alléle G du SNP
rs174537 du géne FADST (entrainant une augmentation de lactivitt de la D5D) est
drastiquement plus élevée (79-82% et 42-45% respectivement) (259).

Figure 5.1: L’acide eicosapentaénoique et I’acide docohexaénoique sont produits de
fagcon endogéne par la conversion des acides gras essentiels sous l’action de

différentes enzymes d’élongation et de désaturation.

/ Diete \

18:2n-6 (AL) 18:3n-3 (AAL)
D6D
18:3n-6 (AGL) 18:4n-3
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v v
20:3n-6 (ADGL) 20:4n-3
D5D
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20:4n-6 (AAR) 20:5n-3 (AEP)
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D6D — l D6D
| }
24:5n-6 =——2> 22.5n-6 22:6n-3 (ADH) € 24:6n-3
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AAL, acide a-linolénique; AAR, acide arachidonique; ADGL, acide dihomo-y—linolénique; ADH,
acide docosahexaénoique; ADP, acide docosapentaénoique; AEP, acide eicosapentaénoique;
AGL, acide y-linolénique; AL, acide linoléique; D4D, désaturase d’acides gras ©-4; D5D,

désaturase d’acides gras 6-5; D6D, désaturase d’acides gras 6-6.
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6 L'effet des AGPs w-3 LC sur le risque de maladies

cardiovasculaires

En somme, les méta-analyses d’études observationnelles ou randomisées contrélées suggérent
que le principal bénéfice des AGPs w-3 LC serait la réduction des événements coronariens fataux
par opposition aux événements non fataux, ceci spécialement chez les sujets a haut risque
cardiovasculaire, c’est-a-dire présentant des niveaux élevés de TGs ou de LDLC ou une histoire
de maladie cardiovasculaire (260-262), bien que certaines études soient contradictoires (263).
Dans une méta-analyse d’études prospectives ou rétrospectives, les niveaux d’ADH (circulants
ou dans le tissu adipeux) sont associés a une plus faible incidence de maladie coronarienne fatale
contrairement aux infarctus du myocarde non fataux (19 études; N=45 637 sujets sans histoire
de maladie cardiovasculaire) (261). Une méta-analyse d’études prospectives sur 'apport en AEP
et ADH provenant de suppléments ou d’aliments montre une réduction des événements
coronariens fataux, mais aucun impact sur ceux non fataux (N=732 000; 16 études) (262). Cette
méta-analyse a aussi examiné I'effet de 'AEP et de 'ADH dans les essais randomisés controlés
et a trouvé une réduction de la mortalité coronarienne dans I'ensemble des études, ainsi qu’'une
réduction des événements coronariens spécifiquement chez les sujets avec des niveaux élevés
de TGs ou de LDLC (N=93 000; 18 études) (262). Egalement, une méta-analyse de 14 essais
randomisés contrdlés sur I'effet des suppléments d’AEP ou d’ADH montre une réduction de 8%
de la mortalité cardiaque, avec des effets supérieurs dans les études utilisant des doses de >1
g/jour et chez les patients a plus haut risque cardiovasculaire définis comme ayant des niveaux
de TGs ou de LDLC élevés ou une histoire de maladie cardiovasculaire (N=71 899; >6 mois)
(260). Les résultats de I'essai randomisé controlé REDUCE-IT ont été publiés par la suite. lls
montrent que la prise de 4 g/jour d’éthyle d’AEP (AEP hautement purifié et stable), chez les
patients avec des TGs élevés (61% hypertriglycéridémiques) et déja sous statines, atteints de
maladie cardiovasculaire ou de diabéte combiné a d’autres facteurs de risque, réduit de 25% les
événements cardiovasculaires définis comme les décés cardiovasculaires, les infarctus du
myocarde et les accidents vasculaires cérébraux non fataux, la revascularisation coronaire et
I'angine instable (N=8 179; 4,9 ans de suivi médian) (264). On note cependant qu’aucune étude
randomisée contrblée n’a encore examiné l'impact de la supplémentation en AGPs w-3 LC en
prévention primaire de la maladie cardiovasculaire, I'insuffisance cardiaque ou la fibrillation

auriculaire (230).
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7 L’effet des AGPs w-3 LC sur le risque de diabete de type 2

Malgré qu’aucune étude randomisée contrdlée n’ait encore examiné I'effet des AGPs w-3 LC sur
'incidence de DbT2, une multitude d’études d’association ont examiné le lien entre les niveaux
circulants ou la consommation d’AGPs w-3 LC et le risque de DbT2. De fagon transversale, on
note que les niveaux d’AGPs w-3 LC dans les phospholipides sériques sont inférieurs chez les
sujets atteints de DbT2 et/ou de stéatose hépatique non alcoolique en comparaison aux sujets
sains dans une population chinoise (265). Du cbté des devis prospectifs, une étude récente
auprés d’'une population de sujets en surpoids avec intolérance au glucose (N=407 sujets
finlandais; suivi médian 11 ans) montre que les proportions d’AEP et d’ADH mesurées dans le
sérum total prédisent une plus faible incidence de DbT2 (risque relatif par déviation standard de
0,80 pour 'AEP et 0,74 pour 'ADH aprés ajustement pour 'age, le sexe, le tabagisme, le niveau
d’'activité physique, le tour de taille, 'apport en fibres, etc.) (266). Une seconde étude montre que
la somme des niveaux d’AEP et d’ADH dans les phospholipides plasmatiques est associée
négativement avec I'incidence de DbT2 (risque relatif de 0,64 associé a >4,22% des acides gras
plasmatiques totaux; N=3 088 sujets américains; =65 ans; suivi médian de 10,6 ans) (267).
Notons que I'association est présente seulement en utilisant une mesure objective telle que les
phospholipides plasmatiques, et non en utilisant les apports alimentaires mesurés par
questionnaire de fréquence. La relation semble plus complexe du co6té des études de
consommation d’AGPs w-3 LC. Une méta-analyse regroupant 10 études de cohorte (N=426 852;
4,1-18 ans de suivi) montre une association dose-réponse en forme d’U inversé entre la prise de
suppléments d’AGPs w-3 (AEP, ADH, acide docosapentaénoique (ADP; C22:5w-3) ou AAL) et
I'incidence de DbT2 (268), piquant a 0,43 g/jour. La prise d’un seul type d’AGPs w-3 est associée
a un risque augmenté de DbT2 contrairement a la prise de plusieurs types d’AGPs w-3
simultanément, suggérant une interaction in vivo entre les types d’AGPs w-3. Egalement, le
facteur géographique semble moduler la relation entre les AGPs w-3 LC et I'incidence de DbT2.
En effet, quatre méta-analyses d’études prospectives ont été publiées en 2012 sur le lien entre
la consommation de poisson et d’AGPs w-3 LC et I'incidence de DbT2 et ont rapporté un effet
favorable chez les populations asiatiques, mais défavorable chez les populations occidentales
(269-273). Dans ces populations asiatiques, le risque relatif de DbT2 était de 0,76 pour la
consommation de poisson 1 fois/semaine (271), de 0,83 pour la consommation de poisson de 2
a 4 fois/semaine (269), de 0,95 pour un apport de 250 mg/jour en AEP et/ou ADH (273) et de
0,90 pour un apport de 300 mg/jour en AGPs w-3 LC (270). L’augmentation des niveaux d’acides

gras libres occasionnée par la dysfonction du TAB est un des mécanismes proposés pour
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expliquer le développement de la résistance a l'insuline et de I'inflammation présente dans le
DbT2. Cependant, les AGPs w-3 LC seraient I'exception a la régle parmi les acides gras et leur
augmentation sérique ne serait pas nocive. Une étude prospective auprés d’une population
multiethnique montre que I'association entre les niveaux d’acides gras libres sériques a jeun et
I'incidence de DbT2 se trouve uniquement chez les sujets avec niveau additionné d’AEP et d’ADH
inférieur au 75° percentile dans les phospholipides plasmatiques (N=5697 sujets; 45 - 84 ans;
suivi moyen de 11,4 ans; 39% caucasiens; 28% noirs; 12% chinois et 22% hispaniques) (274).
En conclusion, les études d’association sur les niveaux circulants d’AGPs w-3 LC montrent un
réle protecteur contre le DbT2, tandis que celles sur les niveaux de consommation apportent des
résultats divergents selon la population, la dose et le type d’AGPs w-3 LC étudié. Les recherches
futures doivent donc déterminer quels sont les biomarqueurs permettant d’identifier les meilleurs

répondants a la supplémentation en AGPs w-3 LC.

8 L’effet des désaturases d’acides gras sur le risque de maladies

cardiovasculaires et de diabéte de type 2

Sur la base d’études prospectives, les activités de la D5D et de la D6D estimées a partir des
acides gras circulants sont associées de fagon négative et positive avec l'incidence de DbT2
respectivement. Ces associations ont été établies dans plusieurs populations humaines: chez les
femmes postménopausées pour la D5D et la D6D (N=6 379; suivi médian de 11 ans; globules
rouges; D6D estimé par ADGL/AL) (275), chez les sujets en surpoids avec intolérance au glucose
pour la D5D (N=407; suivi médian de 11 ans; sérum total) (266), chez les hommes finlandais pour
la D6D (N=831; 45-68 ans; suivi de 5,9 ans; phospholipides plasmatiques) (276) et chez une
seconde cohorte d’hommes finlandais pour la DSD et la D6D (N=2 189; 42-60 ans; suivi moyen
de 19,3 ans; sérum total) (277). La randomisation mendélienne est une méthode qui vise a
examiner dans une étude observationnelle 'effet causal d’'un facteur de risque, ceci en mesurant
la variation d’'un géne. En utilisant cette approche basée sur le SNP rs174546 localisé sur le géne
FADS1, des chercheurs ont confirmé 'association entre la présence de l'alléle mineur T, qui est
associé a une faible activité de la D6D, et I'incidence réduite de DbT2 (N=2 724 sujets; 35-65
ans; 7 ans de suivi moyen; globules rouges) (278). Ce résultat suggére que la D6D joue un réle

causal dans le développement du DbT2.
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9 L’effet des AGPs w-3 LC sur les facteurs de risque de diabéte de
type 2

Les AGPs w-3 LC (AEP et ADH) influencent la fonction de plusieurs organes et réduisent les
facteurs de risque cardiométaboliques : 'hyperapoB, les défauts du métabolisme des lipides et
du glucose et l'inflammation chronique (279). L’amélioration de la fonction du TAB contribue
largement aux améliorations métaboliques observées suite a la prise ’AGPs w-3 LC et constitue
un mécanisme central a I'’étude dans cette thése. Ainsi, nous examinerons ci-dessous les effets
des AGPs w-3 LC de fagon systémique et spécifiquement dans le TAB. Les AGPs w-3 LC
peuvent moduler plusieurs autres aspects du métabolisme tels que le stress oxydant et la
sécrétion d’adipokines, mais pour des raisons de synthése, ceux-ci ne seront pas examinés en

profondeur.
9.1 L’hyperapoB

9.1.1  Leffet des AGPs w-3 LC sur I'hyperapoB

Tel que décrit dans la revue de littérature incluse a la section 4.1, la plupart des larges essais
cliniques démontrent une réduction des niveaux d’apoB plasmatique suite a la supplémentation
en AGPs w-3 LC (9). Cet effet est principalement attribué a une réduction de la production
d’'apoB48 et d’'apoB100 sur les LRTs (280). Parmi les mécanismes impliqués, on note
spécifiguement au niveau du foie une augmentation de I'oxydation des acides gras alimentaires
(mesuré par tragage du "*C), une réduction de la lipogénése de novo (mesuré par tragcage du °H)
et une réduction du contenu en TGs (N=38 hommes en santé; 3,36 g/jour AEP et ADH; ratio
AEP:ADH de 1,21; 8 semaines; essai randomisé contrdlé) (281). In vitro chez les hépatocytes,
on observe une baisse de I'expression génique de la DGAT2 responsable de I'estérification des
DAGs (281), de la fatty acid synthase responsable de la biosynthése des acides gras (281) et du
facteur de transcription sterol regulatory element binding protein (SREBP) 1c régulant de fagon
majeure la synthése des acides gras (282). Enfin, les AGPs w-3 LC augmentent la dégradation

hépatique de I'apoB par un mécanisme impliquant 'autophagie induite par les ROS (283).

9.1.2  L’effet des désaturases d’acides gras sur I'hyperapoB

Les études sur le lien entre 'activité estimée de la D5D et de la D6D et I'apoB plasmatique sont
quasi inexistantes. |l semblerait n’y avoir qu'une seule étude rapportant une association positive
et négative entre I'activité estimée de la D6D et de la D5D respectivement et I'apoB plasmatique

(N=57 adultes coréens; globules rouges) (284).
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9.1.3 Leffet des AGPs w-3 LC sur la régulation des récepteurs/transporteurs d’apoB-

lipoprotéines ou d’acides gras

Bien qu’aucune étude n’ait investigué la régulation du LDLR par les AGPs w-3 LC dans le TAB
humain, plusieurs études rapportent une réduction de son expression dans d’autres organes.
L’expression génique du LDLR est réduite par la supplémentation en AEP et ADH (combinés)
dans les cellules mononucléées du sang périphérique de femmes atteintes de diabéte
gestationnel (N=40; essai randomisé contrblé) (285). Dans un petit échantillon de quatre hommes
hypertriglycéridémiques, la supplémentation en ADH réduit I'expression génique du LDLR dans
les leucocytes sanguins (comparativement aux niveaux pré-intervention) (286). Chez les
hamsters, la supplémentation en ADH réduit I'expression protéique et génique du LDLR dans le
foie (287, 288). Dans une lignée de cellules hépatiques humaines, 'AEP et '’ADH individuellement
réduisent 'expression génique du LDLR en comparaison a I'acide oléique (287). Cependant, une
étude rapporte plutdét une augmentation de I'expression protéique du LDLR dans le foie de rates

femelles supplémentées en AEP ou ADH (individuellement) (289).

Quant a I'impact des AGPs w-3 LC sur I'expression du CD36, les résultats demeurent trés
contradictoires et différents selon le tissu ou le type cellulaire étudié. La supplémentation en AEP
et ADH (combinés) réduit I'expression génique du CD36 dans le tissu adipeux viscéral gonadique
de la souris méle déficiente en LDLR et sous diéte obésogéne (290). In vitro, 'expression en
surface du CD36 est réduite par la présence d’AEP ou d’ADH (individuellement) dans les cellules
endothéliales microvasculaires dermales humaines, alors que l'acide palmitique ou I'acide
oléique augmentent son expression (291). Chez les cardiomyocytes de rats, I'ajout d’AEP a un
milieu hyperinsulinémique réduit la relocalisation du CD36 a la membrane plasmique (292). Dans
un modéle de cellules spumeuses exposées a des LDLs oxydées, I'inhibition de I'expression
génique du CD36 tend & étre plus importante avec un faible ratio  AAR:AEP (293). A I'inverse,
d’autres groupes de recherche notent une augmentation de I'expression génique du CD36 induite
par les AGPs w-3 LC, notamment ex vivo dans les cellules mononucléées du sang périphérique
de sujets atteints de DbT2 et d’hypertriglycéridémie (N=68; 1,85 g/jour; AEP:ADH 0,28 :1; essai
randomisé contrélé; 8 semaines) (294), ex vivo dans le foie de rats souffrant de diabéte induit par
streptozotocine (diéte contenant 22% d’AEP et d’ADH combinés) (295), ainsi qu’in vitro chez les
macrophages (AEP et ADH individuellement) (296).

L’'impact de la supplémentation en AEP et ADH sur I'expression de la FATP dans le TAB humain

est encore inconnu. Dans le placenta de femmes enceintes, 'expression génique de la FATP1 et
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de la FATP4 ne change pas suite a une supplémentation en AEP et ADH, mais elle corréle
positivement avec le pourcentage d’AEP et d’ADH dans les phospholipides plasmatiques (N=136,
essai randomisé contrélé, 150 mg d’AEP et 500 mg d’ADH, 19 semaines) (297). Du c6été du tissu
cardiaque de rats, la supplémentation en AEP et ADH augmente I'expression génique de la FATP
(800 mg d’AEP et d’ADH/kg de poids corporel, ratio AEP:ADH de 1:1, 4 semaines) (298). Un
groupe a noté une réduction de I'expression génique de la FATP1 et de la FATP4 dans le tissu
adipeux sous-cutané de cochons suite a une diéte riche en AGP w-3, mais en utilisant I'huile de
lin riche en AAL comparativement a l'huile de soya (ratio w-6:w-3 de 2,5:1 comparé a 5:1, 60
jours) (299).

De méme, aucune étude n’a encore investigué le changement d’expression de la FABP dans le
TAB humain suite a une supplémentation en AEP et ADH. Chez les sujets dyslipidémiques, la
supplémentation en AEP et ADH réduit les niveaux sériques de la FABP4 (N=14; 3,36 g/jour;
ratio AEP:ADH de 1,24 :1; 4 semaines) (300). En parallele, ce méme groupe a montré que
I'exposition chronique a 'AEP ou I'ADH (individuellement, 50uM, 24h) réduit la sécrétion et
I'expression génique de la FABP4 chez les adipocytes murins (300). Spécifiquement dans le tissu
adipeux gonadique de la souris, la diéte riche en AGP w-3 (3,39% AEP; 2,74% ADH; 0,79% AAL)
réduit I'expression génique de la FABP4 comparativement a la diéte pauvre en AGP w-3 (0,29%
AEP; 0,33% ADH; 0,55% AAL; 16 semaines) (301).

Enfin, aucun groupe ne semble avoir étudié la modulation de I'expression du FFA1 et du FFA4
par la supplémentation en AEP et ADH dans le TAB de 'homme ni méme de I'animal. Dans le
célon de rats, la supplémentation en huile de poisson ou de lin comparativement a I'huile de soya
augmente I'expression protéique du FFA4 (100 g/kg, 7 semaines) (302). Spécifiquement dans le
tissu adipeux, seul 'impact des AGPs w-3 de type chaine courte est documenté. Chez la souris
male, I'enrichissement d’'une diéte riche en gras en AAL (22,6%; ratio w-6:w-3 de 1:1) comparé
a 'AL (2,2% AAL; ratio w-6:w-3 de 20:1) ne change pas I'expression génique du FFA4 dans le
tissu adipeux épididymal (20 semaines) (303).

9.2 Le métabolisme des lipides

9.2.1  Leffet des AGPs w-3 LC sur le métabolisme des lipides systémique

Les AGPs w-3 LC entrainent a la fois une réduction des TGs a jeun (12-14) et postprandiaux (11-
13), tel que revu par plusieurs groupes (252, 304, 305). On explique ces effets principalement par

une diminution de la sécrétion des VLDLs et des chylomicrons et aussi par une augmentation de
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la clairance des lipides contenus dans ces particules (252, 304-306). Les AGPs w-3 LC réduisent
les niveaux d’AGNEs qui constituent le principal déterminant de la production hépatique des
VLDL-TGs (306, 307). lls agissent par plusieurs mécanismes soit en inhibant la lipolyse
adipocytaire, en augmentant 'activité de la LPL au niveau du TAB, du cceur et du muscle et en

augmentant la B-oxydation des acides gras dans le foie et le muscle.

9.2.2  L’effet des désaturases d’acides gras sur le métabolisme des lipides systémique

Des analyses transversales utilisant des mesures a jeun montrent que I'activité estimée de la
D6D correle positivement avec les TGs, mais négativement avec le HDLC et la taille des LDLs,
alors que l'activité estimée de la D5D corréle positivement avec la taille des LDLs, mais
négativement avec les TGs et le cholestérol total dans plusieurs populations humaines (N=1533
sujets, 35-64 ans, globules rouges (308); N=2 600 enfants de 2-10 ans, sérum total, D6D estimé
par ADGL/AL (309); N=427 sujets méditerranéens a haut risque cardiovasculaire, sérum total
(310); N=93 sujets coréens en santé, phospholipides plasmatiques, D6D estimé par ADGL/AL
(311)). Davantage d’études sont requises concernant les impacts sur le métabolisme lipidique

postprandial, ainsi que les mécanismes impliqués.

9.2.3 Leffet des AGPs w-3 LC sur le métabolisme des lipides dans le tissu adipeux blanc

La composition corporelle

Bien que certaines études animales aient montré un bénéfice sur le poids corporel, une méta-
analyse a compilé les évidences d’essais randomisés contrélés chez I'humain sur la
supplémentation en huile de poisson (AEP et/ou ADH) et a trouvé un effet nul sur le poids
corporel, mais une réduction significative du ratio tour de taille/tour de hanches (312). Les AGPs
w-3 LC semblent en effet modifier davantage la distribution adipeuse que la masse adipeuse
totale. Justement, la supplémentation en ADH réduit la graisse viscérale et hépatique chez les
enfants atteints de surpoids et de stéatose hépatique non alcoolique (N=51; 250 mg/jour; 6 mois)
(313).

L’hydrolyse et le stockage des gras

Indépendamment de la masse de TAB, les AGPs w-3 LC semblent améliorer la fonction de ce
TAB, défini comme sa capacité dynamique a hydrolyser et stocker les TGs provenant des LRTs
(314). Chez les rats diabétiques, la supplémentation en AEP augmente I'incorporation de la '*C-
trioléine in vivo dans le TAB (20). De méme, la supplémentation en AEP et ADH d’une diéte riche
en gras chez la souris augmente la réestérifiation des acides gras (indiqué par une réduction de

la libération d’acides gras dans le milieu et une augmentation de la libération de 2-MAGs comme
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accepteurs d’acides gras) chez les adipocytes isolés de ces souris (315). Les AGPs w-3 LC
agissent en stimulant les enzymes participant a I'hydrolyse et au stockage des gras. Par exemple,
la supplémentation en AGPs w-3 LC augmente I'expression génique de la LPL dans le TAB
d’hommes atteints de dyslipoprotéinémie athérogéne (3 g/jour AEP et ADH; 6 semaines) (21).
Egalement, elle augmente I'expression génique de la cavéoline 1, impliquée dans la formation
des gouttelettes lipidiques, en période postprandiale dans le TAB de sujets atteints du syndrome
métabolique (22). Enfin, I'expression génique de la DGAT1, estérifiant les acides gras, est
augmentée dans le tissu adipeux sous-cutané des cochons supplémentés en ADH de méme que

chez les adipocytes de cochons traités a 'ADH (23).

La lipolyse
Une théorie suggére que les AGPs w-3 LC entrainent une augmentation du cycle futile des

TGs/acides gras qui se présente par une augmentation conjointe du stockage et de la lipolyse
des gras (316). Dans le tissu adipeux de I'animal, la supplémentation en AGPs w-3 LC augmente
I'expression des enzymes impliquées dans la lipolyse, soit 'HSL et TATGL (ADH (317) et AEP
(318)), ainsi que la phosphorylation de la protéine kinase A qui régule plusieurs enzymes
lipolytiques (ADH) (23). Pareillement chez I'adipocyte a I'état basal (sans insuline), les AGPs w-
3 LC augmentent la libération de glycérol et I'expression génique de 'ATGL et de 'HSL (AEP
(319), ADH (23, 320-322) ou AEP et ADH combinés (323)). Cependant, on note que plusieurs
études in vitro rapportent des résultats contradictoires (AEP (318, 324)) et que peu d’études ont
étudié les impacts sur la lipolyse chez I'humain. Egalement, une des caractéristiques du TAB
fonctionnel est de coordonner la lipolyse de fagcon a répondre au besoin énergétique, c’est-a-dire
d’augmenter la lipolyse basale lors du je(ine et de réduire la lipolyse en période postprandiale en
réponse a l'insuline. Cependant, peu d’études ont examiné la régulation postprandiale de la

lipolyse par les AGPs w-3 LC.

L’oxydation des gras

La plupart des études s’accordent a dire que les AGPs w-3 LC entrainent une augmentation de
I'oxydation des acides gras (325). La supplémentation d’'une diéte riche en gras en AEP et ADH
chez la souris augmente la B-oxydation des acides gras (augmente les acylcarnitines) chez les
macrophages polarisés en M2 co-incubés avec les adipocytes de ces souris (315). La
supplémentation en AGPs w-3 LC (ADH (23) ou AEP et ADH combinés (326)) augmente
I'expression génique des marqueurs d’oxydation des acides gras tels que I'acyl-coenzyme A

oxydase (ACOX) 1 (23) et la carnitine palmitoyltransférase 1 (CPT1) a (23, 326), des marqueurs
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de thermogenése tels que uncoupling protein (UCP) 1 (326) et des marqueurs de biogenése
mitochondriale tels que peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1a
(PGC1a) (326) dans le tissu adipeux de I'animal. Encore chez I'animal, elle augmente I'expression
protéique de 'AMP-activated protein kinase (AMPK) dans le tissu adipeux (AEP (20) ou AEP et
ADH combinés (18)), une enzyme jouant un réle majeur dans la régulation du métabolisme
énergétique (327). L'AMPK active les voies cataboliques générant de I'ATP, telles que I'oxydation
des acides gras et le brunissement du tissu adipeux, et inhibe les voies anaboliques consommant
de I'énergie, telles que la synthése d’acides gras. De méme chez les adipocytes murins,
I'exposition a 'AEP augmente I'expression génique de CPT1a (319, 324), UCP1-3 et PGC1a
(324).

La lipogenése
Chez les rats obéses, la supplémentation en AEP et ADH réduit 'expression de SREBP-1 dans

le tissu adipeux, un facteur de transcription régulant de fagcon majeure autant la synthése de
cholestérol et d’acides gras (328). De méme pour I'expression de I'isoforme SREBP-1c qui est
spécifique a la synthése des acides gras, elle est réduite dans le tissu adipeux sous-cutané suite
a la supplémentation en ADH chez les cochons (23) ou en AEP et ADH combinés chez la souris
(326). Les AGPs w-3 LC pourraient aussi moduler la lipogenése de novo qui constitue une forme
de lipogenése a partir de précurseurs glucidiques (55). /In vitro chez I'adipocyte, I'exposition a
I’AEP réduit 'incorporation du “C-glucose dans les réserves de TGs (329), ainsi que I'expression

de l'acetyl-CoA carboxylase (319, 324) limitante dans le processus de lipogenése de novo.

La différenciation et la taille des adipocytes

L’'impact des AGPs w-3 LC sur la différenciation des adipocytes demeure trés controversé. Les
résultats varient énormément selon le modéle étudié et la durée de I'exposition. Chez la souris,
la supplémentation en ADH (317) ou la modification génétique permettant la synthése endogéne
d'AGPs w-3 LC (330) régule a la hausse le facteur de transcription indispensable a
'adipogenése PPAR-y dans le tissu adipeux. Le facteur de transcription trans-acting T cell-
specific, connu pour inhiber la transition des préadipocytes en adipocytes, est également réprimé
dans ce dernier modéle (330). Toutefois in vitro chez I'adipocyte, I'exposition a 'AEP ou I'’ADH
réduit (AEP (322, 331, 332) et ADH (332) individuellement), a un effet nul (AEP (324)) ou
augmente (AEP (333, 334)) I'expression de PPAR-y, et réduit 'expression de CCAAT-enhancer-
binding protein a (AEP (332)) aussi essentiel a I'adipogenése. Toujours chez I'adipocyte, les

AGPs w-3 LC réduisent 'accumulation lipidique utilisée comme marqueur de différenciation (AEP
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(319, 322, 331, 335) et ADH (320, 322, 335) individuellement), malgré une étude opposée (ADH
(23)). Encore dans ce modéle, les AGPs w-3 LC réduisent I'expression génique des facteurs
impliqués dans la formation des gouttelettes lipidiques et spécifiques aux adipocytes tels que la
périlipine A (ADH (322)), la cavéoline 1 (ADH (322)) et cell death activator CIDE-A (AEP (322,
331) et ADH (322) individuellement), alors qu’une étude rapporte une augmentation de la
périlipine (ADH (23)). L'inhibition de la différenciation par les AGPs w-3 LC pourrait étre
secondaire a une augmentation de I'apoptose (320, 333). Davantage d’études surtout chez
’humain sont nécessaires afin de clarifier les effets chroniques des AGPs w-3 LC sur la
différenciation ainsi que les mécanismes sous-jacents. Certaines études suggérent un impact sur
'hypertrophie adipocytaire qui peut influencer les mécanismes de différenciation. La
supplémentation d’'une diéte riche en gras en huile de poisson (AEP et ADH combinés) chez la

souris réduit la taille des adipocytes dans le TAB (18).
9.3 Le métabolisme du glucose

9.3.1  L’effet des AGPs w-3 LC sur le métabolisme du glucose systémique

Plusieurs études observationnelles suggérent un bénéfice des AGPs w-3 LC sur le maintien de
’lhoméostasie du glucose. Des données transversales montrent que les niveaux d’AGPs w-3
dans les phospholipides sériques (chaines courtes et longues) sont corrélés négativement avec
la résistance a l'insuline mesurée par le HOMA-IR (265). Quant aux études prospectives, elles
montrent que les proportions d’AEP seules (N=407 sujets en surpoids avec intolérance au
glucose; suivi médian 11 ans; sérum total) (266) ou les proportions d’AEP ou d’ADH
individuellement (N=831 hommes finlandais; 45-68 ans; suivi 5,9 ans; TGs plasmatiques) (276)

prédisent une meilleure sensibilité a I'insuline au suivi (indice de Matsuda).

Concernant les essais randomisés contrélés, deux méta-analyses ont trouvé aucun bénéfice des
AGPs w-3 LC, auprés d’une population non ciblée, sur 'lHbA1c, le HOMA-IR, I'insulinémie a jeun
ou la glycémie a jeun (66 études; sujets adultes; diete ou suppléments) (336) ou sur la sensibilité
a linsuline (17 études; N=672 sujets adultes; suppléments d’huile de poisson) (10). Toutefois,
'analyse de sous-groupes de I'une d’elles montre une amélioration de la sensibilité a I'insuline
chez les sujets avec au moins un désordre métabolique (incluant un IMC anormal, une
hypertension ou un désordre du métabolisme des lipides) (10). Une autre méta-analyse d’essais
randomisés contrblés ayant étudié 'impact de la supplémentation en AEP et/ou ADH sur un grand
nombre de facteurs de risque cardiométabolique, cette fois chez les adultes diabétiques de type

2, montre une réduction de 'HbA1c (14).

142



143

Chez la souris, la supplémentation d’une diéte riche en gras en AEP (337) ou en AEP et ADH
combinés (18) réduit la glycémie a jeun(18), I'intolérance au glucose (18, 337) et la résistance a
linsuline mesurée par un test de tolérance a l'insuline(18) ou par le HOMA-IR (18, 337).
Egalement, la modification génétique permettant la synthése endogéne d’AGPs w-3 LC chez la
souris sous diéte riche en gras réduit I'intolérance au glucose et la résistance a l'insuline (mesurée
par un test de tolérance a l'insuline et l'insuline a jeun) (338). Plusieurs mécanismes peuvent
expliquer les améliorations du métabolisme du glucose induites par les AGPs w-3 LC.
Notamment, ceux-ci modulent la SIGS par les cellules B pancréatiques, tel que démontré ex vivo
chez la souris (AEP (339)). Egalement, ils améliorent la sensibilit¢ a I'insuline des organes

périphériques incluant le TAB pour lequel les effets seront décrits en détails subséquemment.

9.3.2  L’effet des désaturases d’acides gras sur le métabolisme du glucose systémique

Les données transversales sont claires et montrent une corrélation positive et négative entre
I'activité estimée de la D6D ou de la D5D respectivement et la résistance a l'insuline mesurée par
le HOMA-IR, ceci dans plusieurs populations humaines telles que chez des hommes suédois en
santé (N=301; phospholipides plasmatiques) (340) et chez des sujets traités aux statines (N=288;
plasma total; D6D estimé par ADGL/AL) (341). Une méta-analyse d’études d’association
pangénomique rapporte que la présence d’'un SNP dans le géne FADS1 (rs174550), réduisant
I'activité de la D5D, est associée a une plus haute glycémie a jeun et une plus faible fonction des
cellules B mesurée a jeun (N=122 743 sujets européens non diabétiques) (342). Dans une
analyse subséquente regroupant 14 études génétiques, cet alléle est aussi associé a une plus
faible SIGS (N=29 084 sujets adultes blancs non diabétiques) (343). Egalement, l'alléle mineur
d’'un SNP du géne FADS?2 (rs2727270T) est inversement associé a I'activité estimée de la D6D,
ainsi qu’au HOMA-IR (N=576 hommes en santé, phospholipides plasmatiques, D6D estimé par
ADGL/AL) (344).

Du cété des évidences prospectives, une étude récente rapporte que l'activité estimée de la D5D
est associée a une amélioration de la sensibilité a I'insuline au suivi, alors que I'activité estimée
de la D6D est associée a une détérioration de la sensibilité a l'insuline, de la SIGS et de la
tolérance au glucose au suivi (N=831 hommes finlandais; suivi de 5,9 ans; phospholipides
plasmatiques) (276). Pareillement chez des sujets en surpoids avec intolérance au glucose,
I'activité estimée de la D5D prédit une meilleure sensibilité a l'insuline (mesurée par l'indice de

Matsuda) au suivi (N=407; suivi médian de 11 ans; sérum total) (266). Enfin, I'activité estimée de
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la D6D corréle positivement avec le changement de HOMA-IR mesuré 2 ans plus tard (N=2 600
enfants de 2 a 10 ans; plasma total; D6D estimé par ADGL/AL) (309).

9.3.3 Leffet des AGPs w-3 LC sur le métabolisme du glucose dans le tissu adipeux blanc

Plusieurs études montrent que les AGPs w-3 LC favorisent une meilleure sensibilité a I'insuline
du TAB (345). Dans le tissu adipeux de la souris sous diéte riche en gras supplémentée en huile
de poisson (AEP et ADH combinés), on observe une augmentation de I'expression génique de
GLUT4 et de I'IRS-1 impliqués dans la signalisation de linsuline (18, 19). Egalement, la
modification génétique permettant la synthése endogéne d’AGPs w-3 LC augmente I'expression
génique de I'RS-3 dans le tissu adipeux (330). Similairement chez les adipocytes murins exposés
directement a 'AEP (324) ou cocultivés avec des macrophages prétraités a 'ADH (346), on note
une amélioration de la captation du glucose induite par l'insuline, ainsi qu’'une augmentation de

I'expression génique de GLUT4 et de I'IRS-1.
9.4 L’inflammation chronique

9.4.1  Leffet des AGPs w-3 LC sur l'inflammation chronique systémique

Les AGPs w-3 LC sont reconnus pour leurs propriétés anti-inflammatoires (347-350). D’un point
de vue systémique, ils régulent la production de cytokines et de molécules d’adhésion. lls
encouragent une balance de molécules anti-inflammatoires contribuant a résoudre I'inflammation.
Une méta-analyse d’essais randomisés contrblés chez les adultes diabétiques de type 2 rapporte
que la supplémentation en AEP et/ou ADH réduit les niveaux sanguins des cytokines pro-
inflammatoires IL-6 et TNF-a (14). Selon plusieurs études d’intervention chez des sujets atteints
de syndrome métabolique, les suppléments d’AEP et/ou d’ADH réduisent aussi les niveaux
circulants de CRP, une protéine de phase aigué couramment utilisée comme marqueur
biologique d’'inflammation (15). Une méta-analyse d’essais randomisés controlés montre que la
supplémentation en AGPs w-3 (AEP, ADH ou AAL) réduit les niveaux plasmatiques de soluble
intercellular adhesion molecule-1, une molécule stabilisant I'interaction entre les leucocytes et les
cellules endothéliales (14 études; N=1 840) (16). Quant aux effets des AGPs w-3 LC sur les

niveaux plasmatiques d’'IL-1B et d’IL-1Ra, ils demeurent peu étudiés et incertains.

Parmi les principaux mécanismes impliqués, on reconnait que les AGPs w-3 et w-6 sont
métabolisés en eicosanoides (20 carbones) et docosanoides (ou specialized pro-resolving
mediators; 22 carbones), des médiateurs lipidiques bioactifs régulant les processus

inflammatoires de facon locale (316, 350-353). Ces médiateurs lipidiques sont produits par les
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enzymes cyclooxygénases, lipoxygénases et cytochromes P450. Pour en énumérer quelques-
uns, 'AAR est converti en prostaglandines série 2, thromboxanes série 2, leukotriénes série 4,
lipoxines série 4, etc. L’AEP est quant a lui converti en prostaglandines série 3, thromboxanes
série 3, leukotrienes série 5 et résolvines série E. L’ADH est converti en résolvines série D,
protectines et marésines. Les médiateurs produits a partir de 'AAR sont pro-inflammatoires, alors
que ceux dérivés de 'AEP et de I'ADH sont plutdt anti-inflammatoires. En effet, les eicosanoides
dérivés de I'’AEP ont une plus faible affinité avec leurs récepteurs que ceux dérivés de I'AAR, ce
qui les rend moins biologiquement actifs (354). Dans un essai randomisé contrélé, la
supplémentation en AEP et ADH augmente les niveaux plasmatiques de résolvine D1 (N=74
sujets avec insuffisance rénale chronique; 3,36 g/jour; ratio AEP:ADH 1,21:1; 8 semaines) (355).
En plus, TAEP remplace 'AAR dans les phospholipides membranaires et donc réduit la
disponibilité de I'AAR pour la synthése d’eicosanoides pro-inflammatoires. Justement, une méta-
analyse d’essais randomisés contrélés montre que la supplémentation en AEP et/ou ADH réduit
les niveaux circulants de thromboxane B2 chez les sujets a haut risque de maladie
cardiovasculaire, ainsi que les niveaux de leukotriene B4 dans les neutrophiles de sujets atteints
de maladies chroniques (N=826; 18 études) (17). Aussi, suite a une supplémentation en AEP et
ADH, le changement dans la production de prostaglandines E2 par les cellules mononucléées
sanguines corréle négativement avec le changement de contenu en AEP dans les phospholipides
de ces cellules (N=155 hommes) (356). Parmi les métabolites bioactifs des AGPs w-3 LC, on
trouve aussi les époxydes, les electrophilic oxo-derivatives, les éthanolamines, les acylglycérols,
les acylamides d’acides aminés ou de neurotransmetteurs, les branched fatty acid esters of
hydroxy fatty acids et autres (316, 350, 357). Ceux-ci peuvent aussi réguler I'inflammation, mais

ne seront discutés en détails ici.

9.4.2  L’effet des désaturases d’acides gras sur l'inflammation chronique systémique

Les données sont plus rares quant au lien entre I'activité de la D5D et de la D6D et les marqueurs
d’'inflammation chronique. Quelques études transversales rapportent que l'activité estimée de la
D6D corréle positivement avec la CRP circulante, alors que l'activit¢ de la D5D correéle
négativement avec celle-ci (N=93 sujets coréens en santé, phospholipides plasmatiques, D6D
estimé par ADGL/AL (311); N=1533 sujets, 35-64 ans, globules rouges (308)). Egalement, la
présence de variants génétiques de FADS est associée aux niveaux plasmatiques de CRP
(N=876 sujets italiens) (358), ainsi que de leukotriene B4 et d’acide 5-hydroxyeicosatétraénoique,

deux eicosanoides dérivés de 'AAR (359).
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9.4.3 Leffet des AGPs w-3 LC sur l'inflammation chronique dans le tissu adipeux

L’infiltration de macrophages

Chez I'humain, la supplémentation en AEP et ADH (4 g/jour; sujets résistants a I'insuline) permet
de réduire le nombre de macrophages infiltrés dans le TAB indiqué par le marqueur de
macrophages CDG68 et par les structures en forme de couronne (25). Les données chez la souris
coincident et montrent que la supplémentation en AEP et ADH combinés (18, 27) et la
modification génétique permettant la synthése endogéne d’AGPs w-3 LC (338) préviennent
linfiltration de cellules immunitaires dans le TAB indiquée par les marqueurs de macrophages
CD68 ou F4/80, de macrophages et monocytes CD14, et de monocytes, neutrophiles et cellules

tueuses naturelles CD11b.

La synthése de médiateurs d’inflammation

Dans le tissu adipeux de sujets humains, la supplémentation en AEP et ADH combinés (3,36-
4gljour; 8-12 semaines; essais randomisés contrdlés) réduit I'expression génique de nombreuses
cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6 ou le récepteur de I'lL-7 (26), ainsi que de plusieurs
chimiokines telles que MCP-1, macrophage inflammatory protein 1 a et la fractalkine (24-26). De
méme, dans le TAB de I'animal, la supplémentation en AEP (337, 360) ou en AEP et ADH
combinés (18, 27, 361) ou la modification génétique permettant la synthése endogéne d’AGPs
w-3 LC (338) réduit les niveaux d’IL-6, d’'IL-2, de MCP-1 et/ou du TNF-q, tous pro-inflammatoires.
Aussi chez les adipocytes murins exposés a I'AEP (331, 337, 360, 362) ou I'ADH (362)
individuellement, ainsi que chez les macrophages M1 exposés a ’AEP ou I’ADH individuellement
(25), on note une réduction des niveaux de MCP-1 et/ou d'IL-6. En plus, les AGPs w-3 LC
favorisent une résolution de l'inflammation par une augmentation des niveaux de cytokines anti-
inflammatoires incluant I'lL-10 et du régulateur négatif de la signalisation des cytokines
suppressor of cytokine signaling 3, tel que montré chez les adipocytes murins exposés a I'ADH
(363). Finalement, les AGPs w-3 LC régulent la production d’eicosanoides/docosanoides
localement dans le TAB afin de résoudre I'inflammation. De ce fait, la supplémentation d’une diéte
riche en gras en AEP et ADH chez la souris augmente la production de résolvines chez les

macrophages M2 co-incubés avec les adipocytes isolés de ces souris (315).

L’angiogenése et la fibrose

Des essais randomisés contrdlés chez I'humain montrent que la supplémentation en AEP et ADH
augmente la quantité de capillaires dans le tissu adipeux (sujets résistants a I'insuline non

diabétiques; 4 g/jour; 12 semaines) (25) et réduit I'expression génique du facteur transforming
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growth factor 1 favorisant la fibrose dans le tissu adipeux (N=55 sujets sévérement obéses; 3,36
g/jour; AEP:ADH 1,2:1; 8 semaines) (24). Dans le tissu adipeux de I'animal, la supplémentation
en AEP abaisse les niveaux d’angiotensine Il (360) et de PAI-1 (337), deux facteurs impliqués

dans I'apparition de la fibrose.
9.5 L’inflammasome NLRP3

9.5.1  L’effet de la supplémentation en AGPs w-3 LC sur l'inflammasome NLRP3

Concernant I'activité systémique de I'inflammasome NLRP3, les études chez 'humain n’ont pu
évaluer I'impact d’'une supplémentation en AEP et ADH sur les niveaux plasmatiques d’IL-18 in
vivo, car ceux-ci sont sous la limite de détection. Toutefois, un groupe a montré que la
supplémentation en AEP et ADH (combinés) chez des sujets sains obéses réduit les niveaux
circulants d’IL-18, aussi sous le contréle de I'inflammasome NLRP3 (N=25; 4g/jour; 8 semaines;
essai randomisé contrdlé) (26). Plus d’études sont nécessaires quant a I'impact des AGPs w-3
LC sur l'activation systémique de I'inflammasome NLRP3, notamment sur les niveaux circulants
d’IL-1Ra.

Les études ex vivo chez les cellules immunitaires humaines rapportent une réduction de I'activité
de l'inflammasome NLRP3 suite a la prise dAGPs w-3 LC. La consommation d’AEP et d’ADH
combinés (1,24 a 6 g/jour) réduit la sécrétion d’IL-1B ex vivo par les monocytes de sujets humains
sains dans 8 des 35 cohortes revues par Sijben et al (364). Une étude plus récente montre que
la supplémentation en huile de poisson réduit I'expression génique de I'lL-1 dans les cellules
mononucléées du sang périphérique chez des femmes atteintes de diabéte gestationnel (N=40;
0,6 g/jour ’AEP+ADH; AEP:ADH 1,5 :1; essai randomisé contrdlé; 6 semaines) (285).

Quant aux impacts sur le TAB, quelques études chez I'animal rapportent des résultats similaires.
Chez la souris, la supplémentation en ADH prévient I'élévation de la sécrétion d’'IL-13 par le TAB
et le foie et de la résistance a 'insuline systémique induite par la diéte riche en gras, ceci par un
mécanisme dépendant de I'inflammasome NLRP3 (365). L’enrichissement en AEP et ADH d’'une
diéte riche en gras réduit 'expression génique de I'lL-1Ra (27) et de 'lL-1B (366) dans le tissu
adipeux de la souris. La modification génétique permettant la synthése endogéne d’AGPs w-3
LC chez la souris sous diéte riche en gras réduit la concentration d’'IL-18 dans le tissu adipeux
(lysat) (338). A I'opposé, la diéte riche en acides gras saturés (AGSs) comparativement a celle
riche en acides gras monoinsaturés (AGMs), chez la souris, entraine une augmentation de la

sécrétion d’IL-1B, de I'expression protéique de I'lL-1B et de I'expression génique de I'lL-13, de
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NLRP3 et de la caspase-1 dans le tissu adipeux (367).

Toutefois, peu d’études ont examiné les impacts de la supplémentation en AGPs w-3 LC sur
I'activité de I'inflammasome NLRP3 ex vivo dans le TAB humain et aucune n’a encore mesuré la
sécrétion d’IL-1B. Chez des sujets sains obéses, la supplémentation en AEP et ADH réduit
I'expression génique de I'lL-18, de I'lL-1[3 et de la caspase-1, mais pas celle de NLRP3 dans le
tissu adipeux glutéal (N=25; 4g/jour; 8 semaines; essai randomisé contrdlé; comparativement aux
niveaux pré-intervention) (26). La consommation de poisson gras (fournissant 1,5 gl/jour
d’AEP+ADH; AEP:ADH 0,4 :1) réduit I'expression génique de I'lL-1Ra dans le tissu adipeux
abdominal sous-cutané de sujets atteints d’hyperglycémie a jeun (N=39; 12 semaines; essai
randomisé contrélé) (368). Aussi, la supplémentation en AEP et ADH combinés module la
réponse a I'endotoxémie induite par 'administration de LPS en termes d’expression génique de
'lL-1Ra dans le tissu adipeux sous-cutané glutéal (N=14 sujets sains; 3,6 gf/jour; 1,24 :1; 6-8

semaines, essai randomisé contrdlé) (369).

9.5.2  L’effet direct de I'exposition aux AGPs w-3 LC sur l'inflammasome NLRP3

De facon locale, I'exposition directe a 'AEP et/ou 'ADH chez les cellules immunitaires peut
inhiber 'amorgage et I'activation de I'inflammasome NLRP3 en modulant plusieurs étapes de la
cascade inflammatoire tel qu’illustré a la figure 9.1. Chez les cellules immunitaires, 'ADH réduit
I'activation de TLR4 (370) et de NF-kB (370, 371), I'expression protéique de NLRP3 (371) et la
production de ROS (370). Chez les macrophages cocultivés avec des adipocytes, 'AEP et TADH
individuellement réduisent I'expression génique de I'lL-18, de I'lL-13, de NLRP3 et de la caspase-
1 (ADH uniquement pour I'lL-1B) (26). Chez les macrophages, 'AEP et ’ADH individuellement
réduisent le clivage de la prolL-1[3 et de la procaspase-1 en leurs formes actives (365), ainsi que
la sécrétion d’IL-1B (365, 371, 372) contrairement a l'acide oléique (365). L'inhibition de la
sécrétion d’IL-1[3 est dépendante de la liaison au free fatty acid receptor (FFA) 4 (ADH (365, 371)
et AEP (365) individuellement) et au FFA1 (AEP et ADH individuellement (365)) dans les
macrophages (précédemment nommés G protein-coupled receptor (GPR) 120 et 40
respectivement). Ces derniers sont des récepteurs et senseurs d’acides gras impliqués entre
autres dans ’homéostasie du glucose (373). Trés peu d’études portent sur les adipocytes ou le
TAB. Chez les adipocytes, 'AEP réduit I'activation de TLR2 et de NF-kB (374), tandis que I'ADH
réduit I'expression génique de I'lL-18 en comparaison a 'AAR (362). Chez les adipocytes
cocultivés avec des macrophages, 'AEP et 'ADH individuellement réduisent 'expression génique

de I'lL-18, de I'lL-1P et de la caspase-1 (26). Ex vivo dans le tissu adipeux abdominal de sujets
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obéses, 'AEP et 'ADH individuellement réduisent I'expression génique de I'lL-18, de I'lL-1j3, de
NLRP3 et de la caspase-1 (26). En somme, I'effet direct des AGPs w-3 LC sur la sécrétion d’IL-

1B par le TAB humain n’a pas encore été étudié.

A Tinverse, l'acide palmitique stimule 'amorcage et l'activation de l'inflammasome NLRP3
localement dans les cellules immunitaires, tel que représenté a la figure 9.1. De facon plus
précise, I'exposition directe a I'acide palmitique augmente I'activation de NF-kB et I'expression
génique de I'lL-1B et de NLRP3 chez les macrophages (375). De plus, I'acide palmitique
augmente I'expression génique de I'lL-13 dans les cellules dendritiques, ceci via sa liaison au
TLR4 (194). Par la suite, il stimule le clivage de la prolL-1B et de la procaspase-1 en leurs formes
actives chez les macrophages (183). Puis, il stimule la sécrétion d'IL-18 chez les cellules
immunitaires, ceci par un mécanisme dépendant de la caspase-1, de 'ASC et du NLRP3 (183,
375). Notamment, I'acide palmitique active I'inflammasome NLRP3 via un mécanisme dépendant
de la réduction de ’AMPK (183, 367), ce qui entraine une augmentation de la production de ROS
et une réduction de l'autophagie (183) chez les macrophages. La sécrétion d’IL-13 induite par
I'acide palmitique est également dépendante de la dysfonction lysosomale chez les macrophages
(182). Enfin, I'effet nocif de I'acide palmitique sur la signalisation de I'insuline (phosphorylation de
I’Akt) est prévenu par la délétion de NLRP3, de 'ASC ou de la caspase-1 ou par I'ajout d’'IL-1Ra
recombinante (Anakinra) chez les macrophages (183). On trouve aussi quelques études dans
d’autres modéles cellulaires. Notamment, I'acide palmitique augmente I'expression génique de
I'IL-1B et de NLRP3, le clivage de la procaspase-1 et la sécrétion d’'IL-1B chez les hépatocytes
(376). De plus, il augmente I'expression génique de I'lL-1B dans les ilots pancréatiques humains
(193).

9.56.3  L’effet des désaturases d’acides gras sur l'inflammasome NLRP3

A ce jour, trés peu d’études ont investigué la relation entre 'activité de la D5D et de la D6D et
I'activité de l'inflammasome NLRP3. L'activité estimée de la D5D corréle négativement avec
I'expression génique de I'lL-1B3 dans le tissu adipeux viscéral et sous-cutané de sujets obéses,
alors que l'activité estimée de la D6D corréele positivement avec celle-ci (N=89; TGs plasmatiques)
(377). Egalement, le génotype de FADS1/2 influence le changement dans I'expression génique
de I'lL-1B dans le tissu adipeux sous-cutané suite a la perte de poids (1 an) induite par chirurgie

bariatrique.
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Figure 9.1: Les lipoprotéines de faible densité oxydées et I’acide palmitique stimulent,
tandis que l’acide eicosapentaénoique et I’acide docosahexaénoique inhibent
directement [I'activité de [I'inflammasome NLRP3 in vitro chez les cellules
immunitaires
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ADH, acide docosahexaénoique; AEP, acide eicosapentaénoique; ASC, adaptor protein
apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain; CD36, classe
de différenciation 36; FFA, free fatty acid receptor; IL-1pB, interleukine-1[3; LDL, lipoprotéine de
faible densité; NF-kB, nuclear factor-k B; NLRP3, nucleotide-binding domain and leucine-rich
repeat containing nod-like receptor, pyrin domain containing 3; ROS, espéces réactives de
'oxygéne; TLR, récepteur de type Toll.
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CHAPITRE Ill: PROBLEMATIQUE, HYPOTHESES ET
OBJECTIFS

La dysfonction du TAB est un des mécanismes proposés pour expliquer le développement du
DbT2 (2-5). Elle favorise les facteurs de risque de DbT2 incluant [I'hyperapoB,
I’hypertriglycéridémie postprandiale, la résistance a I'insuline et I'’hyper SIGS (6, 36, 97, 99, 102).
Cependant, les facteurs causaux de la dysfonction du TAB demeurent en investigation. De
récentes études, notamment par notre laboratoire, suggérent que I'hyperapoB serait une cause
et non seulement une conséquence de la dysfonction du TAB et du DbT2(7). Notamment,
I'exposition aigué et chronique aux LDLs natives, soit la forme majeure d’apoB-lipoprotéines,
altére la fonction du TAB dans des modeles in vitro et ex vivo (6, 8). Il semble qu'une voie
augmentée des récepteurs d’apoB-lipoprotéines tels que le LDLR et le CD36 favorise I'apparition
des perturbations métaboliques (145-148). Toutefois, les mécanismes expliquant I'effet nocif des
LDLs sur la fonction du TAB sont inconnus. L’activation de I'inflammasome NLRP3 menant a la
sécrétion de I'lL-1B pourrait étre un de ces mécanismes. Celui-ci joue un rdle dans I'étiologie du
DbT2 et de la dysfonction du TAB (169, 176, 183, 214-217, 220). De plus, les LDLs oxydées

activent I'inflammasome NLRP3 dans les cellules immunitaires (185, 199).

A ce jour, les recherches tentent d’identifier un traitement contre I'hyperapoB et I'activation de
linflammasome NLRP3 chez I'humain. La supplémentation en AGPs w-3 LC s’avére une avenue
thérapeutique intéressante, car elle permet d’abaisser 'apoB plasmatique (9), ainsi que les
facteurs de risque du DbT2 tels que I'hypertriglycéridémie postprandiale (11-13), la résistance a
l'insuline (10) et 'inflammation (14-17) chez ’humain. Les AGPs w-3 LC améliorent spécialement
la fonction du TAB vis-a-vis du métabolisme des gras (20-23) et du glucose (18, 19) et de
linflammation (18, 24-27). Les études observationnelles montrent que de faibles niveaux
circulants dAGPs w-3 LC (266-268), ainsi qu’une faible activité estimée de la D5D et une haute
activité estimée de la D6D (266, 275-277) (deux enzymes impliquées dans la synthése endogéne
des AGPs w-3 LC) prédisent 'incidence de DbT2. Toutefois, aucune étude n’a investigué le réle
de I'hyperapoB dans les associations transversales entre les AGPs w-3 LC, I'activité de la D5D
et de la D6D et les facteurs de risque de DbT2. Ensuite, les études interventionnelles montrent
que la supplémentation en AGPs w-3 LC réduit la sécrétion d’'IL-1 par les monocytes humains
(364), mais aucune donnée n’existe sur le TAB humain. De plus, aucune recherche n’a examiné

l'impact de la supplémentation en AGPs w-3 LC sur I'expression du LDLR et du CD36 dans le
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TAB humain. Enfin, les études mécanistiques montrent que I'exposition directe aux AGPs w-3 LC
réduit la sécrétion d’IL-1B in vitro chez les macrophages (365, 371, 372). Par contre, aucune
étude n’a investigué les effets directs des AGPs w-3 LC sur la sécrétion d’IL-13 par le TAB

humain, ni leur capacité a bloquer I'effet des LDLs spécifiquement sur la sécrétion d’IL-1p3.

L’hypothése centrale de mon projet est que les AGPs w-3 LC améliorent les facteurs de risque
de DbT2 via une réduction du nombre d’apoB-lipoprotéines et de I'activité de I'inflammasome

NLRP3 dans le TAB chez les sujets normoglycémiques. Celle-ci sera testée en trois volets.

1) Volet observationnel (manuscrit 1)
Les objectifs de ce volet sont d’examiner si les associations reliant les faibles niveaux d’AGPs w-
3 LC plasmatiques, la faible activité de la DSD et I'activité élevée de la D6D avec la résistance a
l'insuline, 'hyper SIGS, le délai de clairance postprandiale des gras et la dysfonction du TAB sont

dépendantes de I'apoB plasmatique chez les sujets normoglycémiques.

2) Volet interventionnel (manuscrit 2)
Les objectifs de ce volet sont d’examiner si la supplémentation en AGPs w-3 LC réduit I'apoB
plasmatique, I'activité de I'inflammasome NLRP3 dans le TAB, I'expression du LDLR et du CD36
dans le TAB, la résistance a I'insuline, I'hyper SIGS et le délai de clairance postprandiale des

gras chez les sujets normoglycémiques.

3) Volet mécanistique (manuscrit 2)
Les objectifs de ce volet sont d’examiner ex vivo sur le TAB humain si I'exposition directe aux
AGPs w-3 LC réduit la sécrétion d’IL-1B induite par des signaux classiques ou par les LDLs

natives chez les sujets normoglycémiques.

Ces hypothéses ont été testées en utilisant les données de deux essais cliniques incluant des
hommes et des femmes postménopausées normoglycémiques. La premiére étude a examiné 82
sujets recrutés entre 2010 et 2014 pour une intervention de diéte hypocalorique de six mois. La
seconde étude est encore en cours et vise a examiner 44 sujets avant et aprés une
supplémentation en AGPs w-3 LC de 12 semaines. Pour le volet 1, nous avons jumelé les
données pré-intervention des deux études collectées en date du 1° mars 2018, soit 98 sujets.
Pour les volets 2 et 3, nous avons analysé les données collectées dans la seconde étude en date
du 1° octobre 2019, soit 39 sujets.
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CHAPITRE IV: RESULTATS

1 Manuscrit 1: The association of polyunsaturated fatty acid &-5-
desaturase activity with risk factors for type 2 diabetes is
dependent on plasma apoB-lipoproteins in overweight and obese
adults

Apport original

Ce manuscrit montre que I'activité de la D5D estimée a partir des acides gras des phospholipides
plasmatiques corréle négativement avec I'apoB plasmatique, la résistance a l'insuline, la SIGS et
le délai de clairance des chylomicrons, ce dernier chez les femmes, et que ces associations sont
dépendantes de I'apoB plasmatique chez des sujets normoglycémiques en surpoids. A 'opposé,
I'activité estimée de la D6D corréle positivement avec la résistance a l'insuline, la SIGS et le délai
de clairance des chylomicrons indépendamment de I'apoB plasmatique. Il s’agit de la premiére
étude a examiner le réle de I'hyperapoB dans les associations transversales entre I'activité de la
D5D et de la D6D et les facteurs de risque de DbT2. Les résultats de cette étude ont été publiés

dans la revue Journal of Nutrition en 2018.
Contribution personnelle

Alors que le projet initial avait pour objectif d’examiner les associations entre les niveaux
circulants ’AGPs w-3 LC et les facteurs de risque de DbT2, j’ai suggéré I'hypothése d’examiner
également les associations avec les activités estimées de la D5D et de la D6D. Avec l'aide de
mon équipe de recherche, j'ai participé a toutes les étapes de la collecte de données soit le
recrutement, le suivi, la conduite des tests métaboliques in vivo chez les participants incluant la
mesure de la SIGS et de la sensibilité a l'insuline lors du clamp Botnia, du métabolisme
postprandial aprés I'ingestion du repas gras, de la composition corporelle et du métabolisme de
base, la conduite des tests ex vivo sur le tissu adipeux humain, ainsi que la manipulation, le
stockage et I'analyse biochimique des échantillons biologiques, la gestion du matériel et I'entrée
et la vérification des données dans la base de données, excepté les actes chirurgicaux, de
prélévements ou d’injections intraveineuses réservés aux médecins ou aux infirmiéres. Plus
spécifiquement au sujet des analyses biochimiques, j’ai contribué a la mesure de l'insuline, du

glucose, des lipides et des apolipoprotéines plasmatiques et a la collecte du plasma pour la
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mesure ultérieure des acides gras par le groupe de C. Des Rosiers. J'ai effectué I'analyse

statistique des données et rédigé le manuscrit en collaboration avec les coauteurs.
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Abstract

Background: Delta-5 and delta-6 desaturases (D5D and D6D) catalyze the endogenous
conversion of n-3 (o-3) and n-6 (»-6) polyunsaturated fatty acids (PUFAs). Their activities are
negatively and positively associated with type 2 diabetes (T2D), respectively, by unclear
mechanisms. Elevated plasma apoB-lipoproteins promote T2D risk factors and is reduced by n-
3 PUFA intake.

Objective: To test the hypothesis that the association of D5D and D6D activities with T2D risk

factors is dependent on plasma apoB.

Methods: This is a pooled analysis of 2 populations recruited for 2 different metabolic studies. It
is a post-hoc analysis of baseline data of these subjects (n=98, 60% women (postmenopausal),
32.8+4.7 kg/m?, 57.6+6.3 years). Glucose-induced-insulin secretion (GIIS) and insulin sensitivity
(IS) were measured by Botnia clamps. Plasma clearance of a high-fat meal (600 kcal/m?, 66%
fat) and white adipose tissue (WAT) function (storage of °H-triolein-labeled-substrate) were
assessed in a subpopulation (n=47). Desaturases activities were estimated from plasma

phospholipid FAs. Associations were examined using Pearson and partial correlations.

Results: While both desaturase activities were positively associated with percent
eicosapentaenoic acid, only D5D was negatively associated with plasma apoB (r=-0.30,
P=0.003). Association of D5D activity with 2"* phase-GIIS (r=-0.23, P=0.029), IS (r=0.33,
P=0.015, in women) and 6h-area-under-the-curve (AUCsn) of plasma chylomicrons (apoB48, r=-
0.47, P=0.020, in women) was independent of age and adiposity, but was eliminated after
adjustment for plasma apoB. D6D activity was associated in the opposite direction with GIIS
(r=0.24, P=0.049), IS (r=-0.36, P=0.004) and AUCsn chylomicrons (r=0.52, P=0.004), independent
of plasma apoB. Both desaturases were associated with plasma interleukin-1-receptor antagonist
(D5D: r=-0.45, P<0.001 in women; D6D: r=-0.33, P=0.007) and WAT function (trend for D5D:
r=0.30, P=0.05; D6D: r=0.39, P=0.027) independent of any adjustment.

Conclusions: Association of D5D activity with IS, lower GIIS and plasma chylomicron clearance

is dependent on plasma apoB in overweight and obese adults.
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Introduction

Type 2 diabetes (T2D) is a metabolic disease that develops with the exhaustion of pancreatic p3-
cells causing the inability to secrete adequate insulin to counterbalance insulin resistance (IR)
and maintain normal glycemia (1, 2). Accumulating evidence from our lab and others suggests
that elevated concentrations of apoB-lipoproteins promote the risk for T2D in humans. Chronic
exposure of murine preadipocytes to native (3) or oxidized (4-6) LDL (LDL represent >90% of
circulating apoB-lipoproteins (3)), reduce adipocyte differentiation and function. Moreover, acute
exposure to native LDL reduce the hydrolysis and storage of TG-rich lipoproteins (TRLs) in murine
adipocytes and human white adipose tissue (WAT) ex vivo (3, 7). In line, plasma apoB is
associated with reduced WAT function (3, 7-9) and related risk factors for T2D, namely IR (7-10),
elevated glucose-induced insulin secretion (GIIS) (7-10), postprandial hypertriglyceridemia (3, 7-
9) and systemic inflammation (10, 11) independent of body composition in overweight and obese
subjects. Epidemiological evidence confirms that plasma apoB predicts the incidence of T2D 3-
10 years before its onset in several populations independent of traditional risk factors including

obesity, waist circumference and plasma glycemia (12-15).

Intake of n-3 PUFAs is well documented to reduce plasma apoB by various mechanisms as
reviewed (16). Plasma concentration of n-3 PUFAs are modulated by dietary intake as well as by
endogenous biosynthesis. Delta-5 (D5D) and delta-6 (D6D) fatty acid desaturases play a major
role in endogenous synthesis of n-3 PUFAs. They catalyze the rate-limiting steps in the
conversion of essential dietary fatty acids (FAs) (linoleic acid (LA, 18:2n-6) and a-linolenic acid
(ALA; 18:3n-3)) into long-chain bioactive counterparts (arachidonic acid (ARA; 20:4n-6) and EPA
(20:5n-3)) (17) (Supplemental Fig. 1.1)(17). Genome-wide association studies reported that a
minor allele single-nucleotide polymorphism (SNP) in FADS (fatty acid desaturase) 1 reducing

D5D efficiency is associated with higher fasting glucose (18) and lower GIIS (19).

In humans, D5D and D6D are mostly expressed in the liver but also in WAT and brain (20). Their
enzymatic activities can be estimated by the FAs product-to-precursor ratios in plasma. The
activity of D5D is estimated as the ratio of 20:4n-6 to dihomo-y-linolenic acid (DGLA, 20:3n-6),
whereas the activity of D6D is estimated as the ratio of y-linolenic acid (18:3n-6) to 18:2n-6
(Supplemental Fig. 1.1). This method of estimating D5D and D6D activities is commonly used in
humans (17, 21-25) and is more practical than measuring their direct activities using stable

isotopes in liver biopsies, which is invasive and costly. Longitudinal studies reported that high
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estimated D6D activity and low estimated D5D activity predict the worsening of IR over time,
assessed as higher HOMA-IR (21) and increased incidence of T2D (22, 23). Moreover, high
estimated D6D activity and low estimated D5D activity are associated positively with several
metabolic risk factors including; adiposity (BMI and waist circumference), metabolic syndrome
and high fasting plasma TGs, C-reactive protein, HOMA-IR, and glycated hemoglobin (21, 24,
25). The mechanisms that mediate the association of estimated D5D and D6D activities with

metabolic stress and T2D are not well understood.

Given the role of plasma apoB-lipoproteins in promoting risk factors for T2D, and the role of n-3
PUFAs in decreasing plasma apoB, we hypothesized that the association of estimated D5D and
D6D activities to risk factors for T2D is dependent on plasma apoB. To address this, we examined
the association of estimated D5D and D6D activities with plasma apoB, GIIS, insulin sensitivity
(IS) and inflammation measured by gold-standard techniques in a pooled sample of 98 overweight
and obese adults with no chronic diseases. Postprandial fat clearance and ex vivo WAT function

were examined in a subpopulation (n=47).
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Methods

Study population

This is a pooled analysis of two populations recruited for two different metabolic studies between
2010 and 2017 at the Institut de recherches cliniques de Montréal (IRCM). It is a post-hoc analysis
of baseline data of these subjects. The data of 5 women and 3 men who participated in both
studies was used from one study only. Subjects were recruited by newspaper and internet
advertisement with the following inclusion criteria: BMI > 25 kg/m?, age = 45-74 years, confirmed
menopausal status for women (follicle-stimulating hormone = 30 U/L), non-smoker, sedentary (<2
hours of structured exercise /week) and with low alcohol consumption (<27 g ethanol (2 alcoholic
drinks) /day). The exclusion criteria were: elevated risk of cardiovascular disease (220%
calculated Framingham Risk Score (26)); prior history of chronic disease (cardiovascular disease
or events, inflammatory disease, or cancer within the last 3 years, untreated thyroid disease,
diabetes or fasting glucose > 7.0 mmol/L, hepatic dysfunction or aspartate aminotransferase or
alanine transaminase > 3 times normal limit, kidney disease or creatinine > 100 ymol/L), anemia
or hemoglobin < 120 g/L, abnormal blood coagulation, claustrophobia, concomitant medications
affecting metabolism (hormone replacement therapy except thyroid hormone at a stable dose,
lipid-lowering agents, hypotensive agents, systemic corticosteroids, antipsychotic medication,
psychoactive medication, anticoagulant treatment, weight-loss agents, or adrenergic agonist),
known substance abuse, lack of time to participate in the study, and any other medical or
psychological conditions deemed inappropriate by the physician of the study (i.e. reactive
hypoglycemia). All subjects signed an informed consent form approved by the Ethics Board at the
IRCM.

Anthropometric, lipid and inflammatory parameters

Prior to initiation of the metabolic tests, weight stability (within 2 kg range over 4 weeks) was
assured by weekly weighing at IRCM. Body composition was measured by DXA (General Electric
Lunar Corporation, version 6.10.019); plasma glucose by an automated analyzer YSI 2300 STAT
Plus (YSI, Inc.); and serum insulin by a human RIA kit (Millipore Corporation). Plasma apoB,
which measures the total number of hepatic apoB100-containing lipoproteins with endogenous
lipids (VLDL, IDL and LDL) and intestinal apoB48-containing lipoproteins with dietary lipids
(chylomicrons), as well as plasma lipids and apoA1 were measured by an automated analyzer

(Cobas Integra 400; Roche Diagnostics). Plasma apoB48 was measured by an ELISA kit
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(BioVendor); plasma IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) by a commercial high-sensitivity ELISA kit
(R&D system) and mean LDL size by gel electrophoresis system (Lipoprint, Quantimetrix) as
previously reported (3, 7, 8, 10, 27, 28). Plasma LDL cholesterol (LDL-C) was estimated by the
Friedewald equation (29).

Plasma phospholipid FA profile

Concentrations of FAs in plasma phospholipids were measured by gas chromatography-mass
spectrometry as previously described (30-32). In brief, total lipids were extracted with a mixture
of methyl-tert-butyl ether, methanol and water. Phospholipids were eluted on an aminopropyl
column (Bond Elut LRC-NH2, 500 mg) (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). The FAs were
analyzed as their methyl esters after a direct transesterification with acetyl chloride/methanol on
a 7890B gas chromatograph coupled to a 5977A Mass Selective Detector (Agilent Technologies,
Santa Clara, USA) equipped with a capillary column (J&W Select FAME CP7420; 100 m x 250
pm inner diameter; Agilent Techonologies Inc.) and operated in the PCI mode using ammonia as
the reagent gas. Samples (2 pL) were analyzed under the following conditions: injection at 270°C
in a split mode (split ratio: 50:1) using high-purity helium as the carrier gas (constant flow rate:
0.44 mL/min) and the following temperature gradient: 190°C for 25 min, increased by 1.5°C/min
until 236°C. The FAs were analyzed as their [M+NH3]+ ion by selective ion monitoring and
concentrations were calculated using standard curves and isotope-labeled internal standards.
The enzymatic activities of D5D and D6D were estimated as the product-to-precursor ratios:
20:4n-6 divided by 20:3n-6 for D5D, and 18:3n-6 divided by 18:2n-6 for D6D. Total FAs
concentrations in plasma phospholipids were calculated as the sum of each FAs measured
(Supplemental Table 1.1). The % phospholipid FA was calculated as the concentration of each

FA over total FAs measured in plasma phospholipids multiplied by 100.
GIIS, IS and metabolic rate

As previously published (7-10), GIIS and IS were measured concomitantly by modified Botnia
clamp (33). GIIS was measured during a 1-hour intravenous-glucose tolerance test (IVGTT, 0.3
g glucose/kg body weight), where the 1% phase and 2™ phase GlIS\yerr were calculated as the
AUC of plasma insulin during the first 10 minutes and last 50 minutes of the IVGTT, respectively.
IS was measured during a 3-hour hyperinsulinemic euglycemic clamp that followed using a
primed continuous exogenous insulin infusion (75 mU/(m?.min)), and was expressed as glucose

infusion rate at steady-state (GIRcamp). Fasting HOMA-IR was calculated as published (34).
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Prior to the Botnia clamp, subjects were instructed to follow a 3-day high-carbohydrate diet to
maximize glycogen stores and ensure that glucose infusion during the clamp is used for oxidation
rather than storage as published (7-10, 35). Subjects were given a written instruction on the
carbohydrate exchanges needed to achieve 300 g/day for men and 225 g/day for women, and
were reminded by phone to follow the high carbohydrate diet 3-day prior to the clamp. Fasting
basal metabolic rate and substrate oxidation rates were measured by indirect calorimetry over 15
minutes while subjects were lying down, by assessing oxygen consumption and carbon dioxide

production rates (ventilated canopy hood Vmax Encore; Carefusion) (7-10).
Ex vivo WAT function and postprandial plasma fat clearance

Volunteers were invited to participate in the measurement of gynoid WAT function and
postprandial plasma fat clearance, which were conducted one week following the clamp after a
12h-overnight fast (28 women and 19 men). Fasting WAT samples were obtained from the right
hip by needle biopsy under local anesthesia (Xylocaine 20 mg/mL, AstraZeneca). Ex vivo WAT
function was assessed as in situ lipoprotein lipase (LPL) activity (36), which measures the overall
process of hydrolysis of synthetic *H-triolein-labeled TRLs and the uptake and storage of *H-FAs
as WAT *H-lipids as published(3, 7-9, 27, 28, 37). In brief, fresh WAT samples (5-10 mg) were
incubated with *H-TRLs (95% TGs, 1.27 mM TGs) for 4 hours. WAT ®H-lipids were extracted and
counted. Data are expressed as nmol *H-TGs hydrolyzed per mg WAT. Each data point

represents the mean of 2—4 WAT pieces/well, for a total of 5-10 mg WAT/well, in 3—6 wells.

One hour following the biopsy, measurement of 6h-postprandial plasma clearance of fat was
initiated. Subjects consumed a high-fat meal standardized per body surface are (600 kcal/m?,
68% energy from fat, 18% energy from carbohydrate) and blood samples were collected at 0, 1,
2,4, and 6 hours (3, 7-9, 27, 28). Postprandial plasma clearance rate of TGs and chylomicrons

(i.e. apoB48) were assessed as the 6-hour AUC of plasma TGs and apoB48 respectively.
Statistical analysis

Data are presented as mean + SD. Baseline differences between men and women were analyzed
by two-tailed unpaired t-test, with correction for multiple comparisons using Holm-Sidak method
for sex differences in percent FAs in plasma phospholipids. The associations between the

examined variables were analyzed by Pearson correlation. The interaction of sex with estimated
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D5D or D6D activities was tested in regression models. This was done by using sex multiplied by
D5D (or D6D) activity, sex, and D5D (or D6D) activity as independent variables to predict the
dependent variables. When the sex-interaction was significant, subgroup analysis was performed
per sex (38). Otherwise, data from women and men were pooled for analysis and a solid
regression line was presented in the graphs. When data was not normally distributed, data was
log-transformed (base 10) and then entered in the analysis. Of note, a sample size of 98 can
detect a correlation of r=0.24 between D5D and D6D activities with the parameters examined in
the total population, while a sample of 47 can detect a correlation of r=0.34 between D5D and
D6D activities with the parameters examined in the sub-population with a power of 80% and a-
value of 0.05. For the parameters examined in the total population (n=98), partial correlation
analysis was used to adjust for sex, age, fat mass without or with plasma apoB when there was
no sex-interaction, and for age, fat mass without or with plasma plasma apoB when the correlation
was significant in one sex only. For the parameters examined in the smaller subpopulation, partial
correlation analysis was used to adjust for sex, age, fat mass or plasma apoB when no sex-
interaction was present, and for age, fat mass or plasma apoB when the correlation was significant
in one sex only. Statistical analyses were performed using SPSS V20 and GraphPad Prism V7.

Significance was set at P<0.05.
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Results

Table 1.1 presents the athropometric and metabolic parameters for the 98 adults (59 women, 39
men) who underwent the Botnia clamp and measurements of plasma phospholipid FAs
composition, and for the subgroup (28 women, 19 men) who underwent measurements for WAT
function and postprandial plasma fat clearance. One women did not complete the high fat meal,
and two women and two men who insufficient WAT samples to complete the WAT function
experiments. Confirming observations made in a smaller population (7, 9, 10), men have higher
insulin secretion (fasting insulin, 15t and 2" phase GIIS) while women have higher IS (lower fasting
HOMA-IR and higher GIRgamp) for similar fasting plasma glucose and glucose response during
the IVGTT. Mean, median, 25 and 75" percentile concentrations of FAs in plasma phospholipids
of men and women included in this study are presented in Table 1.1 and Supplemental Table
1.1. No sex-differences existed in the estimated activities of D5D and D6D or in the % composition
of FAs in fasting plasma phospholipids as illustrated in Fig. 1.1. The activity of D6D could not be
calculated for 31 subjects as their plasma phospholipid concentrations of ALA (18:3n-3) needed

to estimate D6D activity were below detection limits.

Association of fasting plasma apoB with plasma phospholipid FAs
and D5D and D6D activities

Fasting plasma apoB was associated positively with the concentrations of total FAs in plasma
phopholipids (r=0.29, P=0.004), as well as total SFAs (r=0.28, P=0.006), total MUFAs (r=0.30,
P=0.003), and total PUFAs (r=0.20 P=0.045). This is likely secondary to a large proportion of
phospholipids being carried on fasting apoB-lipoproteins. To address the association of plasma
apoB with the individual FAs independent of total FA concentrations, we examined the correlation
of plasma apoB to % composition of each FA in plasma phospholipids. There was no correlation
of plasma apoB with % composition of SFAs except with % margaric acid (17:0), which associated
negatively with apoB despite its low concentration (<0.3% of total FAs, Fig. 1.2A). Plasma apoB
was not associated with % total MUFAs, but was negatively associated with % total PUFAs (r=-
0.22, P=0.031) and % total n-6 PUFAs (Fig. 1.2B), mainly driven by its negative correlation with
% LA (Fig. 1.2C, 19.5 + 2.5% of total FAs), which is used to estimate D6D activity. Moreover,
plasma apoB was positively associated with % DGLA (Fig. 1.2D), which is used to estimate D5D
activity. There was no correlation between plasma apoB and % total n-3 or n-9 PUFAs (P>0.05),

which represented less than 2% and 0.2% of total FAs in phosholipids, respectively.
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Finally, plasma apoB was associated negatively with estimated D5D activity with no sex-
differences (Fig. 1.2E). Estimated D5D activity was also associated negatively with non-HDL
cholesterol (non-HDL-C) and TGs, and positively with HDL cholesterol (HDL-C) (Supplemental
Table 1.2). On the other hand, estimated D6D activity was not associated with plasma apoB (Fig.
1.2F), but was positively associated with plasma non-HDL-C and TGs and negatively with mean
LDL size (Supplemental Table 1.2). Both estimated D5D and D6D activities were positively
associated with the enrichment % EPA with no sex differences (r=0.26 and r=0.39 respectively,
Supplemental Fig. 1.2A and 1.2B).

Association of estimated D5D and D6D activities with risk factors for
T2D

Estimated D5D activity was associated with higher indexes of IS, correlating negatively with
fasting logio [HOMA-IR] (r=-0.23, P=0.024) and log1o [fasting insulin] (r=-0.24, P=0.019) in all
subjects. It was also positively associated with the hyperinsulinemia euglycemia clamp index of
IS (GIRgiamp, Fig. 1.3A) but not with 1% phase, 2™ phase or total GlIS\verr (Fig. 1.3B, P>0.05), and
negatively with plasma IL-1Ra (Fig. 1.3C) in women only. In the population that underwent the
postprandial fat clearance test, estimated D5D activity was negatively associated with AUCen
plasma chylomicrons (apoB48) in women (Fig. 1.3D). It was not associated with AUCs plasma
TGs (Fig. 1.3E) while there was a positive trend with ex vivo WAT function (Fig. 1.3F, P=0.051).
Of note, a sample size of 59 women (Fig. 1.3D) can detect a correlation coefficient of r=0.32,
while a sample of N=24 women (Fig. 1.3F) can detect an r=0.46 with a power of 80% and a-value
of 0.05.

Conversely, estimated D6D activity was associated with lower indexes of IS, correlating positively
with logio [HOMA-IR] (r=0.27, P=0.032) and logio [fasting insulin] (r=0.30, P=0.014) and
negatively with GIRuamp (Fig. 1.4A). It was also positively correlated with logo [2" phase GIIS]
(Fig. 1.4B) but not with 1% phase or total GIIS (P>0.05), and with AUCsn plasma apoB48 (Fig.
4D), but not with AUCen plasma TGs (Fig. 1.4E). On the other hand, similar to the direction of
associations with D5D activity, estimated D6D activity was associated negatively with plasma IL-
1Ra (Fig. 1.4C) and positively with ex vivo WAT function (Fig. 1.4F). There was no sex difference
in any association of D6D activity with measured outcomes. Finally, estimated D6D activity was

associated negatively with fasting % fat oxidation (r=-0.49, P<0.001) while D5D activity was not
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(P>0.05). There was no association between estimated D5D or D6D activities with body weight,
BMI, total fat or android fat (P>0.05).

Association of estimated D5D activity with the risk factors for T2D is

dependent on plasma apoB

To examine the hypothesis that the association of estimated D5D and D6D activities with the risk
factors for T2D was dependent on plasma apoB, we conducted partial correlation analysis (Table
1.2). In women, adjusting for age and fat mass did not eliminate the association of D5D activity to
IS (GIRcamp) or plasma IL-1Ra, while additional adjustment for plasma apoB eliminated its
association to IS. Additionally, adjusting for age, fat mass and sex revealed a negative association
of D5D activity with 2" phase GlIS\verT that was eliminated with additional adjustment for plasma
apoB. Similarly in the smaller subpopulation that underwent the postprandial fat metabolism tests,
only adjustment for plasma apoB eliminated the association of DSD activity to postprandial plasma

clearance of chylomicrons, while adjustment for age or fat mass did not.

On the other hand for D6D activity, adjustment for sex, age and fat mass did not affect its
association with IS (GIR¢amp) and plasma IL-1Ra but eliminated its association with 2"* phase
GlISwverr. Adjustment for age, fat mass or sex did not eliminate the association of D6D activity
with delayed plasma clearance of chylomicron and higher WAT function. Additional adjustment

for plasma apoB did not affect any of these associations.
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Discussion

We report in a large population of non-diabetic overweight and obese adults with no chronic
dieases that estimated D5D activity was correlated in the direction of lower metabolic risk,
associating with lower plasma apoB with no sex-difference, and with higher IS, lower plasma IL-
1Ra and faster postprandial plasma clearance rate of chylomicrons (apoB48) in women. Its
association with lower 2" phase GlIS\crr was revealed after adjustment for sex, fat mass and
age. The association of D5D activity with 1S, 2"* phase GlISyerr, and postprandial plasma
clearance rate of chylomicrons was dependent on plasma apoB. On the other hand, the relation
of D6D activity with some of these risk factors for T2D was in the opposite direction to that of D5D,
and independent of plasma apoB. D6D activity was associated with lower IS and slower
postprandial plasma clearance rate of chylomicrons; however, it was associated with lower

plasma IL-1Ra and higher ex vivo WAT function.

It should be underscored that the cross-sectional nature of our study does not allow causal
relations to be determined. However, it can be used for the generation of hypotheses regarding
mechanisms linking desaturase activities with T2D risk factors. Moreover, we used estimations of
D5D and D6D activities calculated from the FA product-to-precursor ratios instead of their direct
activity from liver biopsies. However, these are well-established surrogate measures of D5D and
D6D in human studies (21-25, 39). Genetic studies also confirms the association of SNPs in
FADS1 and FADS2 with estimated D5D and D6D activities (40). Furthermore, estimated activities
of DSD and D6D from plasma lipids have been associated with their estimated values in human
liver lipids (41), human WAT TGs (42) and human skeletal muscle phospholipids (43), which are
vital tissues for the regulation of systemic IR. Whether the associations reported here are
equivalent in different populations remain to be investigated. Nevertheless, to our knowledge, this
is the first study to assess the relationship of estimated D5D and D6D activities with plasma apoB

and T2D risk factors measured concomitantly using gold-standard techniques.

The association of D5D activity with IS, lower 2" phase GlISyetT, and faster postprandial plasma
clearance of chylomicrons (apoB48) was independent of age and adiposity but dependent on
plasma apoB. We reported that elevated plasma apoB-lipoproteins may increase risk for T2D by
two mechanisms. First, native human LDL inhibit the hydrolysis, uptake and storage of TRLs in
murine adipocytes and human WAT (3, 7), which is the main site for postprandial TRL clearance,

by inhibiting LPL activity, the rate limiting step in TRL clearance (3). This effect may be mediated
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by the physical interaction of LDL with LPL and free FAs (7). Reduced plasma clearance of TRLs
promote lipid influx to peripheral tissues such as muscle, liver and pancreas, inducing lipotoxicity,
IR, compensatory hyperinsulinemia and inflammation (2). This may explain postprandial
hypertriglyceridemia and related risk factors for T2D observed in subjects with higher plasma
apoB (3, 7, 8, 10). Additionally, chronic exposure to native and oxidized LDL during 3T3-L1
preadipocyte differentiation decreases adipocyte differentiation and function (3-5). This chronic
effect may be more related to tissue-uptake of LDL rather than circulating extracellular LDL (5, 8).
Notably, there was a trend for positive association of D5D activity with WAT function (P=0.051),
that needs to be verified in a larger population. Nevetheless, taken together, the data suggest that
estimated D5D activity is related to IS, lower 2" phase GlIS\crT, and faster postprandial plasma
clearance of chylomicrons (apoB48) through plasma levels and tissue-uptake of apoB-
lipoproteins. Intriguingly, there was a sex-interaction for IS, postprandial clearance of
chylomicrons and plasma IL-1Ra where the associations were significant in women only,

mechanism for which are unclear from this present analysis and needs further investigation.

Higher D5D activity may promote lower plasma apoB by several mechanisms. The activity of D5D
upregulates n-3 PUFAs endogenous synthesis. Genome-wide association studies confirmed that
minor alleles SNPs in FADS1 and FADSZ2 are associated with lower levels of EPA and higher
levels of ALA in plasma phospholipids (44). Estimated D5D activity associates positively with
plasma "*C-EPA concentration in hyperlipidemic subjects following the consumption of a meal
labeled with C-ALA (EPA essential precursor) (45). Among these subjects, carriers of
homozygous minor alleles for SNPs in FADS71 and FADS2 had lower "*C-EPA and lower
estimated D5D activity compared to carriers of the major allele. In line in our cohort, both D5D
and D6D activities were positively associated with % EPA in plasma phospholipids. Large clinical
trials using long chain n-3 PUFAs supplementation report a reduction in plasma apoB with n-3
PUFAs intake, as recently reviewed (16). This is mainly mediated by reducing TRL production
rate and increasing TRL clearance rate by WAT and upregulating genes involved in TRL
hydrolysis (46), adipogenesis (47) and FAs oxidation (48) in WAT. In addition, EPA and DHA
favor hepatic apoB degradation through reactive oxygen species-induced autophagy (49).
Increased D5D activity may also decrease liver fat accumulation, and accordingly production of
VLDL-apoB (50). Liver is the main site for D5D and D6D activity (20). Adjustment for fatty liver
index, calculated from vy-glutamyltransferase, TGs, waist circumference and BMI, markedly

attenuates the association of estimated D5D and D6D with incidence of T2D (22). In line, subjects
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with nonalcoholic steatohepatitis have lower D5D and higher D6D activities estimated from liver

biopsy lipids (51) or from serum cholesterol esters (41) than normal subjects.

In contrast, the association of D6D activity to IR, 2"* phase GlISyerr and delayed postprandial
plasma clearance of chylomicrons was not dependent on plasma apoB, suggesting separate
mechanisms. High D6D activity favors partitioning of FAs towards desaturation instead of -
oxidation. A minor allele in FADS2 (reduced desaturation) was associated with higher fat oxidation
rate measured by indirect calorimetry (52). In line in our cohort, estimated D6D activity, but not
D5D activity, was negatively associated with fasting % fat oxidation. It should be noted though
that smaller sample size for estimated D6D activity than for D5D may have confounded the

interaction of apoB-lipoproteins with measured outcomes.

Surprisingly however, while the associations of D5D and D6D activities were in opposite directions
in relation to plasma apoB, IS, 2" phase GlISyerr and postprandial plasma clearance of
chylomicrons, both DSD and D6D activities were associated negatively with plasma IL-1Ra and
positively with WAT function (a trend for D5D). Plasma IL-1Ra is a marker of systemic activation
of the IL-13 pathway as recently reported in our cohort (10). Estimated D5D and D6D activities
were reported to be negatively and positively associated with WAT mRNA expression of IL-1f3 in
obese subjects, respectively (53). In LDL receptor deficient mice under ALA-rich diet, FADS1
knockdown results in lower plasma ARA and EPA and derived proresolving lipid mediators, higher
plasma IL-13, and higher macrophage mRNA expression of IL-13 (54). Thus given the positive
association of the IL-1 system and WAT dysfunction with the pathophysiology of T2D (7, 55),
the association of D5D, but not D6D, activity, with reduced plasma IL-1Ra and increased WAT
function was anticipated. Nevertheless, n-3 FA inhibit inflammatory pathways and EPA or DHA
supplementation reduces IL-1f secretion from human monocytes (56) and from WAT and liver of
mice on high-fat diet (57). As both D5D and D6D activities are needed for n-3 PUFAs biosynthesis,
and are both associated with % plasma EPA in our cohort, this may explain at least in part why

they have similar direction of association with lower plasma IL-1Ra and higher WAT function.

Intriguingly, there was a negative association of % margaric acid with plasma apoB.
Epidemiological studies report an inverse association between % odd chain FAs (15:0 and 17:0)
in plasma phospholipids with T2D incidence (58). Higher serum margaric acid is associated with
high dairy fat intake (59). More recent evidence shows that supplementation with inulin fiber or

propionate (a SCFA produced by bacterial fermentation of fiber) increases plasma phospholipid

170



171

levels of margaric acid in humans (60). Whether the association of dairy or fiber intake with lower

risk for T2D is also dependent on plasma apoB-lipoproteins remains to be investigated.

In conclusion, estimated D5D, but not D6D, activity is associated negatively with plasma apoB.
Estimated D5D activity is also associated with higher IS, lower 2™ phase GlIS\crr and faster
postprandial plasma clearance of chylomicrons in opposite direction to that of D6D activity;
however, the activities of both desaturases are associated in the same direction with lower plasma
IL-1Ra and higher WAT function (trend for D5D). The protective role of higher D5D activity in
relation to IS, 2" phase GlISyerr and plasma clearance of chylomicrons is independent of age

and adiposity but may be dependent on D5D-mediated regulation of apoB-lipoproteins.
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Table 1.1: Anthropometric and metabolic characteristics of the overweight and obese

postmenopausal women and adult men enrolled in this study

Total population Women (n=59) Men (n=39) P
Age (years) 58.2+5.7 56.7 + 7.1 0.24
Weight (kg) 81.7+ 11.7 103.8 £ 20.7 <0.001
BMI (kg/m?) 320+ 4.0 340+5.6 0.042
Waist circumference (cm) 102 + 11 116 + 14 <0.001
Total fat mass (kg) 37.1+£8.2 38.2+14.0 0.62
% body fat 45.0+4.5 359+6.5 <0.001
Android fat mass (kg) 3.46 £1.01 450+1.79 <0.001
Gynoid fat mass (kg) 6.30+1.34 5.24 +2.11 0.003
Android-to-gynoid fat ratio 0.551 +£0.115 0.880 +0.186 <0.001
Systolic blood pressure (mm Hg) 121+ 16 129+ 12 0.005
Diastolic blood pressure (mm Hg) 75.4+£9.3 814+77 0.001
Plasma apoB (g/L) 0.97 £0.27 1.02+0.24 0.43
Plasma total cholesterol (mmol/L) 5.59 £ 0.99 4.97 +0.92 0.003
Plasma LDL-C (mmol/L) 3.37+£0.84 2.88+0.68 0.003
Plasma non-HDL-C (mmol/L) 4.08 +1.05 3.94 +0.95 0.52
Plasma HDL-C (mmol/L) 1.51 £ 0.41 1.03 +0.20 <0.001
Plasma TGs (mmol/L) 1.56 + 0.90 2.33+1.54 0.003
Mean LDL size (nm)? 26.9+0.5 26.5+0.6 0.001
Plasma IL-1Ra (pg/mL) 375+ 333 341+ 212 0.58
Basal metabolic rate (kcal/d) 1286 + 160 1724 + 320 <0.001
Fasting % fat oxidation® 31.2+23.0 31.7+25.6 0.93
Insulin secretion and sensitivity parameters

Fasting plasma glycated hemoglobin 5.67 £0.34 5.53 +0.52 0.10
(%) (mmol/mol)°

Fasting plasma glucose (mmol/L)° 5.14 + 0.57 5.29+0.48 0.16
Fasting plasma insulin (mU/mL)® 16.2+7.0 242+129 <0.001
HOMA-IR (mmol/L) x (uU/mL)* 3.75+1.94 5.72+3.10 <0.001
Total AUC,g7r glucose (mmol/L)° 649 + 91 674 +75 0.16
1% phase GIIS, g1t (MU/mL)° 713 £ 472 1056 + 859 0.013
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hydrolyzed/mg)*

2" phase GlISyerr (mU/mL)° 2356 + 1499 4380 + 3426 <0.001
Total GlISyerr (MU/mL)° 3069 + 1892 5437 + 4129 <0.001
GIRoarm (mg.kg'1.min'1)e 12.8+4.2 9.8+4.0 <0.001
Plasma phospholipid FA profile
Total FAs (umol/L) 4116 £ 945 3899 + 1616 0.40
% SFAs 434+3.9 436+4.5 0.83
% MUFAs 32.5+3.9 31.8+4.5 0.38
% PUFAs 240+24 246+25 0.25
% n-3 PUFAs 1.88 + 0.64 1.93+£0.71 0.74
% n-6 PUFAs 221+25 226+24 0.26
% n-9 PUFAs' 0.179+0.120 0.147 +£ 0.067 0.36
Estimated D5D activity? 1.16 £ 0.38 1.11+0.34 0.58
Estimated D6D activity" 0.0075+0.0072  0.0106 +0.0089 0.12
Subpopulation Women (n=28) Men (n=19) P
Postprandial fat metabolism and WAT function
Fasting plasma apoB48 (mg/L)' 6.22 +3.83 9.69 +8.04 0.07
AUC,, plasma apoB48 (mg/L)' 70.7 + 38.3 93.1+32.9 0.06
AUC,, plasma TGs (mmol/L)y 14.0 + 8.1 18.0+6.5 0.08
WAT function (*H-lipids) (nmol °*H-TGs | 2.95+2.29 3.73 +3.56 0.39

Data is presented as mean + SD. #for n=57 women, 36 men, °for n=57 women, 37 men, “for n=57

women, 39 men, “for n=58 women, 39 men, *for n=55 women, 38 men, for n=32 women, 14 men,

9for n=59 women, 38 men, 'for =24 women, 16 men, for n=27 women, 19 men, “for n=26 women,

17 men due to missing data. "for n=42 women, 25 men due to o-linolenic acid (ALA; 18:3n-3)

concentration being below detection limit. D5D, delta-5-desaturase; D6D, delta-6-desaturase;

FAs, fatty acids; GIRclamp, glucose infusion rate; GIIS,,rr, glucose-induced insulin secretion; HDL-

C, HDL cholesterol; IL-1Ra, IL-1 receptor antagonist; LDL-C, LDL cholesterol, non-HDL-C, non-

HDL cholesterol; M/Iclamp, glucose infusion rate divided by steady state plasma insulin; WAT, white

adipose tissue.
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Table 1.2: Partial correlation for the association of estimated D5D and D6D activities with risk factors for T2D among

the overweight and obese postmenopausal women and adult men enrolled in this study

Log1o [estimated D5D activity]

Log1o [estimated D6D activity]

n=97 n=67°
Independent variables r P n Independent variables r P n

Logio [plasma Model 1° + sex -0.291 0.004 97 Model 1 + sex 0.111 0.38 67

apoB]

IS (GIRctamp) Model 1 (in women) 0282 0.041 55 |Model1+sex  -0.360 0.004 64
Model 1 + logi [plasma  0.222 0.11 55 Model 1 + sex + logio -0.346  0.007 64
apoB] (in women) [plasma apoB]

Logwo [2™ phase Model 1 +sex 0226  0.029 96 |Model1+sex 0231 007 66

GlISwerr] Model + sex + logwo -0.180 0.09 96 Model + sex + log1o 0.214 0.09 66
[plasma apoB] [plasma apoB]

Logwo [total Model 1 +sex 0202 005 96 |Model1+sex 0235 006 66

GlISwerr] Model + sex + logwo -0.163 0.12 96 Model + sex + logw 0.221 0.08 66
[plasma apoB] [plasma apoB]

Logw [fasting Model 1 (inwomen) 0415  0.001 59 |Model1+sex  -0.394 0.001 67

plasma IL-1Ra] Model 1 + logio [plasma -0.326 0.014 59 Model + sex + logiw -0.476 <0.001 67
apoB] (in women) [plasma apoB]

Log1o [AUCen Age -0.472 0.023 24 Age 0.522 0.005 28

plasma apoB48] Fat mass -0.467 0.025 24 Fat mass 0.527 0.005 28
Sex (in women) - - - Sex 0.498 0.008 28
Log1o [plasma apoB] -0.388 0.07 24 Log1o [plasma apoB] 0.509 0.007 28




Logw [AUCe, Age 0262 009 45 [Age 0269 014 33
plasma total TGs] Fat mass -0.257 0.09 45 Fat mass 0.257  0.16 33
Sex -0.251 0.10 45 Sex 0.213 0.24 33
Log1o [plasma apoB] -0.099 0.52 45 Logio [plasma apoB]  0.226 0.21 33
'WAT function (*H- Age 0.303 0.05 42 |Age 0394 0028 32
lipids) (logio [nmol Fat mass 0.306 0.05 42 Fat mass 0.395 0.028 32
B¥H-TGs Sex 0.305 0.05 42 Sex 0.393 0.029 32
hydrolyzed/mg]) Log1o [plasma apoB] 0.177 0.27 42 Logio [plasma apoB] ~ 0.557 0.001 32

aSmaller sample size due to a-linolenic acid (ALA; 18:3n-3) concentration being below detection limit. "Model 1 is adjusted for fat mass
and age. Additional adjustment for sex was conducted for association that were not sex-dependent. D5D, delta-5-desaturase; D6D,

delta-6-desaturase; GlIS, g1, glucose-induced insulin secretion; GIR glucose infusion rate; IL-1Ra, IL-1 receptor antagonist; IS,

clamp’

insulin sensitivity; T2D, type 2 diabetes; WAT, white adipose tissue.
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Figure 1.1: Percent composition of FAs in fasting plasma phopholipids in overweight
and obese postmenopausal women and adult men.

Data is presented as mean + SD. n=59 women, 39 men unless indicated otherwhise. *or n=44
women, 28 men; ’for n=57 women, 27 men; *for n=59 women, n=36 men; %or n=58 women, 39
men; *for n=42 women, 25 men:; for n=32 women, 14 men as the concentration of these FAs were
below detection limit. ALA, a-linolenic acid; ARA, arachidonic acid; DGLA, dihomo-y-linolenic acid;
FA, fatty acid; LA, linoleic acid.
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Figure 1.2: Pearson correlation of (A) margaric acid (17:0), (B) total n-6 PUFAs, (C)
LA (18:2n-6), (D) DGLA (20:3n-6), (E) estimated D5D activity and (F) estimated D6D
activity measured in fasting plasma phospholipid FAs with plasma apoB, in
overweight and obese postmenopausal women and adult men.

n=59 women, 39 men except in panels A where n=44 women, 28 men and panel E where n=59
women, 38 men due to missing data, and panel F where n=42 women, 25 men due to a-linolenic
acid (ALA; 18:3n-3) concentration being below detection limit. D5D, delta-5-desaturase; D6D

delta-6-desaturase; DGLA, dihomo-y-linolenic acid; FA, fatty acids; LA, linoleic acid.
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Figure 1.3: Pearson correlation of the estimated D5D activity with (A) IS (GIRciamp), (B)
2"¢ phase GlISwerT, (C) fasting plasma IL-1Ra, (D) postprandial plasma clearance of
chylomicrons (apoB48), (E) postprandial plasma clearance of TGs, (F) ex vivo WAT
function, in overweight and obese postmenopausal women and adult men.

n=59 women, 38 men except in panel A where n=55 women, 37 men, panel B where n=58
women, 38 men, panel D where n=24 women, 16 men, panel E where n=27 women, 18 men and
panel F where for n=26 women, 16 men due to missing data. D5D, delta-5-desaturase; GlIS\erT,
glucose-induced insulin secretion measured during intravenous tolerance test; GIRciamp, glucose
infusion rate measured during clamp; IL-1Ra, IL-1 receptor antagonist; IS, insulin sensitivity;

WAT, white adipose tissue.
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Figure 1.4: Pearson correlation of the estimated D6D activity with (A) IS (GIRciamp), (B)
2"¢ phase GlISwerT, (C) fasting plasma IL-1Ra, (D) postprandial plasma clearance of
chylomicrons (apoB48), (E) postprandial plasma clearance of TGs, (F) ex vivo WAT
function, in overweight and obese postmenopausal women and adult men.

n=42 women, 25 men except in panel A where n=40 women, 24 men, panel B where n=41
women, 25 men, panel D where n=18 women, 10 men, panel E where n=21 women, 12 men, and
panel F where n=20 women, 12 men due to missing data. D6D, delta-5-desaturase; GlISyerT,
glucose-induced insulin secretion measured during intravenous tolerance test; GIRciamp, glucose
infusion rate measured during clamp; IL-1Ra, IL-1 receptor antagonist; IS, insulin sensitivity;

WAT, white adipose tissue.
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Supplementary table 1.1: The mean, median and 25-75" percentile concentrations of FA in fasting plasma phospholipid

in the overweight and obese postmenopausal women and adult men enrolled in this study

Women (n=59) Men (n=39)

Mean + SD Median 25-75"  percentile | Mean + SD Median 25-75"  percentile

(Mmol/L) (umol/L)  (umol/L) (Mmol/L) (umol/L)  (umol/L)
Myristic acid (14:0) 27.7+8.9 271 20.1-34.1 26.5+21.9 21.3 16.6 — 29.0
Palmitic acid (16:0) 1178 + 302 1229 969 — 1365 1141 + 450 1121 795 — 1298
Margaric acid (17:0)° 11.9+35 11.3 9.8-13.2 11.6+5.0 10.2 85-127
Stearic acid (18:0) 595 + 249 573 413 -730 539 + 266 456 311-714
Total SFAs 1810 + 524 1833 1409 — 2130 1715+ 707 1706 1160 — 2015
Palmitoleic acid (16:1n-
7y 23.4+8.0 211 17.9-27.0 211176 19.2 16.5-23.8
Vaccenic acid (18:1n-7) 42.6 +9.7 43.1 34.8-484 38.9+104 38.2 314-454
Oleic acid (18:1n-9) 1263 + 300 1231 1077 — 1417 1182 + 608 1038 902 - 1219
Total MUFAs 1328 + 311 1290 1148 — 1491 1235 + 621 1101 944 — 1281
ALA (18:3n-3)° 115+7.3 9.7 6.5-15.8 14.3+13.8 9.7 6.8-15.1
EPA (20:5n-3) 18.2+10.8 14.8 10.8 — 22.1 14.4+7.3 13.0 8.6-17.9
Docosapentaenoic acid
(22:5n-3)° 11.5+44 10.5 8.4-133 11.2+4.6 10.1 8.2-135
DHA (22:6n-3) 34.8+13.9 334 24.7-38.5 32.4+10.8 31.5 23.0-38.5
Total n-3 PUFAs 759+ 27.3 69.3 57.1-90.7 712+ 311 63.7 51.2-79.1
LA (18:2n-6) 790 £ 165 786 713 — 906 763 + 326 711 596 - 810
y-linolenic acid (18:3n-6)° | 6.03 + 5.96 4.41 1.48 - 7.68 9.13+8.65 5.85 2.35-14.97
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DGLA (20:3n-6) 50.4 +£19.0 46.2 35.1 -60.1 51.4+23.2 443 35.7-62.1
ARA (20:4n-6) 53.0+12.0 52.4 445 -57.9 54.7 +18.2 50.5 44.0-60.9
Total n-6 PUFAs 898 + 180 911 799 - 1017 875 + 347 822 667 — 934
Mead acid (20:3n-9)f 8.04 £ 6.51 6.59 3.68 —10.30 7.06 £ 3.63 5.97 4.60-11.18
Total PUFAs 978 £ 189 986 876 — 1088 949 + 367 886 742 - 1011
Total FA profile 4116 £ 945 4108 3548 — 4693 3899 + 1616 3725 2776 — 4204

afor n=44 women, 28 men; ®for n=57 women, 27 men; for n=59 women, 36 men; “for n=58 women, 39 men; *for n=42 women, 25 men:;
for n=32 women, 14 men as the concentration of these FAs were below detection limit. ALA, a-linolenic acid; ARA, arachidonic acid;

DGLA, dihomo-gamma-linolenic acid; FA, fatty acid; LA, linoleic acid.
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Supplementary table 1.2: Pearson correlation of estimated desaturase activities in

fasting plasma phospholipids with fasting plasma lipids in the overweight and obese

postmenopausal women and adult men enrolled in this study

Log1o [estimated D5D

Logio [estimated D6D

Plasma cholesterol (mM)
Plasma LDL-C (mM)
Plasma non-HDL-C (mM)
Log1o [plasma HDL-C]
Log1o [plasma TGs]

Mean LDL size

-0.177 0.08 97
-0.131  0.20 97
-0.257 0.011 97
0.215 0.035 97
-0.418 <0.001 97
0.169  0.10 93

activity] activity]
r P n r P n
Log1o [plasma apoB] -0.296 0.003 97 0.131 0.29 67

0.181 0.14 67
0.051  0.68 67
0.261  0.033 67
-0.190 0.12 67
0.354 0.003 67
-0.311  0.013 63

D5D, delta-5-desaturase; D6D, delta-6-desaturase; HDL-C, HDL cholesterol; LDL-C, LDL

cholesterol, non-HDL-C, non-HDL cholesterol.
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Supplementary figure 1.1: Endogenous conversion of essential dietary n-6 and n-3
PUFAs into long-chain corresponding PUFAs by the action of D5D, D6D and

elongases in humans.

: 18:2n-6 ! 18:3n-3
| (Linoleic acid) ! (a-linolenic acid)
Delta-6-desaturase (D6D)
(Fatty acid desaturase 2 gene, FADS?2)
(Estimated: 18:3n-6/18:2n-6)
_____________ L _____
! 18:3n-6 !
! (y-linolenic acid) I 18:4n-3
________________ I
Elongase
: 20:3n-6 20:4n-3
i (Dihomo-y-linolenic acid) :
Delta-5-desaturase (D5D)
(Fatty acid desaturase 1 gene, FADST)
(Estimated: 20:4n-6/20:3n-6)
; 20:4n-6 20:5n-3
(Arachidonic acid) (Eicosapentaenoic acid)
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Supplementary figure 1.2: Pearson correlation of (A) estimated D5D activity and (B)
estimated D6D activity with EPA (20:5n-3) measured as % of fasting plasma
phospholipid FAs in overweight and obese postmenopausal women and adult men.

n=59 women, 38 men except in panel B where n=42 women and 25 men due to a-linolenic acid
(ALA; 18:3n-3) concentration being below detection limit. D5D, delta-5-desaturase; D6D, delta-6-

desaturase, FAs, fatty acids.
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2 Manuscrit 2: EPA and DHA inhibit interleukin 18 secretion by

human white adipose tissue

Apport original

Dans ce manuscrit, nous montrons dans un premier temps que I'apoB plasmatique corréle
positivement avec l'activité de I'inflammasome NLRP3 dans le TAB et que ceux-ci corrélent
positivement avec les facteurs de risque de DbT2, soit une hyper SIGS, un défaut de clairance
postprandiale des gras et une résistance a l'insuline, chez des sujets normoglycémiques. Dans
un deuxiéme temps, nous montrons que la supplémentation en AEP et ADH, a raison de 2,7
g/jour pendant 12 semaines, améliore la 1° phase de SIGS, le disposition index et la clairance
postprandiale des TGs chez tous les sujets, tandis qu’elle abaisse l'apoB plasmatique,
I'expression du LDLR et du CD36 dans le TAB, I'activité de I'inflammasome NLRP3 dans le TAB
et la résistance a I'insuline de fagon ciblée chez les sujets présentant des niveaux initiaux élevés
de ces paramétres. Dans un troisieme temps, nous montrons que I'exposition directe a I'AEP et
I’ADH combinés, comparativement a I'acide palmitique, réduit la sécrétion d’IL-13 par le TAB
humain, ceci a I'état basal ou suite a une stimulation par des signaux classiques, soit le LPS et
I’ATP, ou par les LDLs natives. Ces résultats suggerent que la supplémentation en AEP et ADH
peut contribuer a bloquer 'activité élevée de I'inflammasome NLRP3 dans le TAB chez les sujets
hyperapoB et ainsi réduire les facteurs de risque de DbT2. Ce manuscrit présente les données
préliminaires des 39 sujets recrutés jusqu’a présent et sera soumis pour publication lorsqu’un

total de 44 sujets sera atteint.
Contribution personnelle

De pair avec mon équipe de recherche, j'ai participé a toutes les étapes de la collecte de données
soit le recrutement, le suivi incluant la collecte et la révision des journaux alimentaires (non
publiés), la conduite des tests métaboliques in vivo chez les participants incluant la mesure de la
SIGS et de la sensibilité a I'insuline lors du clamp Botnia, du métabolisme postprandial aprés
l'ingestion du repas gras, de la composition corporelle et du métabolisme de base, la conduite
des tests ex vivo sur le tissu adipeux humain, ainsi que la manipulation, le stockage et I'analyse
biochimique des échantillons biologiques, la gestion du matériel et I'entrée et la vérification des
données dans la base de données, excepté les actes chirurgicaux, de prélévements ou
d’injections intraveineuses réservés aux médecins ou aux infirmiéres. Plus spécifiquement au

sujet des analyses biochimiques, j’étais 'unique responsable de la conception, de 'optimisation
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et de I'exécution de toutes les expériences sur I'effet direct des AGPs w-3 LC ex vivo sur le TAB
humain et in vitro chez les adipocytes humains et murins. L’optimisation des expériences in vitro
chez les adipocytes n’a pas été concluante en raison d’une limite méthodologique et celles-ci
n’ont donc pas été incluses dans cette thése. J’'ai aussi contribué a la mesure de linsuline, du
glucose, des lipides et des apolipoprotéines plasmatiques, de la sécrétion d’'IL-13 par le TAB, a
I'optimisation de la technique et a la mesure des récepteurs LDLR et CD36 dans le TAB, a la
collecte et a I'écrasement du TAB pour la mesure ultérieure des ARNm par le groupe de H. Vidal
et a la collecte des globules rouges pour la mesure ultérieure des acides gras par le groupe de
C. Des Rosiers. J'ai effectué l'analyse statistique des données et rédigé le manuscrit en

collaboration avec les coauteurs.
Référence

Cet article est en préparation.
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Abbreviations

apo: apolipoprotein

ATG5: autophagy-related protein 5

ATP: Adenosine triphosphate

AUCSGhrs: area under the 6-h postprandial curve
BMI: body mass index

BSA: bovine serum albumin

CD36: cluster of differentiation 36

CTF: corrected total fluorescence

CTL: control

DHA: docosahexaenoic acid

DI: disposition index

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid

EPA: eicosapentaenoic acid

FFA: free fatty acid receptor

GIIS: Glucose-induced insulin secretion

GIR: glucose infusion rate at steady state

HDL-C: high density lipoprotein cholesterol
HMGCR: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase
HPRT: hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
IDL: intermediate density lipoprotein

IL-1B: interleukin 1B protein

IL1B: interleukin 13 gene

IL-1Ra: interleukin 1B receptor antagonist

IS: Insulin sensitivity

IR: insulin resistance

IVGTT: intravenous glucose tolerance test

LDL: low density lipoprotein

LDLR: low density lipoprotein receptor

LPS: Lipopolysaccharide

M/I: glucose infusion rate divided plasma insulin at steady state

NEFA: non-esterified fatty acids
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NLRP3: nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat containing nod-like receptor, pyrin

domain containing 3

PCSK®9: proprotein convertase subtilisin-kexin type 9
SD: standard deviation

T2D: Type 2 diabetes

TG: triglyceride

VLDL: very low density lipoprotein

WAT: White adipose tissue
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Abstract

Objective: High plasma apoB-lipoproteins (i.e. apoB) predicts risk factors for, and incidence of,
type 2 diabetes (T2D). However, underlying mechanisms and nutritional approaches to target
them remain unclear. Activation of white adipose tissue (WAT) NLRP3 inflammasome/ interleukin-
18 (IL-1B) pathway promotes T2D. Low density lipoproteins (LDL) upregulate the NLRP3
inflammasome in immune cells while omega-3 eicosapentaenoic acid (EPA) and
docosahexaenoic acid (DHA) inhibit it in murine WAT. We hypothesized that baseline plasma
apoB is associated with 1) higher baseline WAT NLRP3 inflammasome activity and 2) greater

inhibition of the NLRP3 inflammasome after EPA+DHA supplementation in non-diabetic subjects.

Methods: This is a preliminary analysis of 39 subjects (45-74 years, BMI>20 kg/m?) who
completed a 12-week trial with 2.7 g/day of EPA+DHA (2:1). We measured glucose induce-insulin
secretion (GIIS), insulin sensitivity (IS) and disposition index (DI) by Botnia clamps and
postprandial plasma clearance of fat after a 66% fat meal. In hip WAT, we measured NLRP3
inflammasome priming as NLRP3 and IL1B mRNA expression (RT-gPCR) and surface-
expression of apoB-lipoprotein receptors (LDLR and CD36) by immunohistofluorescence. The
effect of 200 yM of EPA+DHA, palmitate or oleate on WAT IL-1B secretion was measured
(alphaLISA) without or with stimulation with lipopolysaccharide (LPS, 0.3 g/mL), adenosine
triphosphate (ATP, 3 mmol/L) and/or native human LDLs (1.2 g apoB/L). Fatty acid profile was
measured in the phospholipid layer of red blood cells (GC/MS).

Results: Baseline plasma apoB correlated positively with WAT NLRP3 mRNA (r=0.36), WAT IL-
1B secretion (r=0.68, in men), GIIS (r=0.38), and delayed plasma TG clearance (r=0.50) and
negatively with IS (r=-0.35). Baseline WAT IL-1B secretion correlated positively with GIIS (2"
phase, r=0.88, in men) and delayed chylomicron clearance (r=0.48) and negatively with IS (r=-
0.53). Following the omega-3 trial, there was an increase in % EPA+DHA in RBC phospholipids,
1%t phase GIIS and DI and an amelioration in postprandial plasma TG clearance. There was a
negative correlation between baseline levels of fasting plasma apoB, WAT surface-expression of
LDLR and CD36, WAT NLRP3 mRNA, WAT IL-1B secretion, delayed postprandial plasma TG
clearance and IS with their post-trial changes (r=-0.52 to -0.84). Compared to palmitate,
EPA+DHA inhibited WAT IL-1 secretion at baseline (-95.6%) and after stimulation with LPS+ATP
(-85.1%), LDL+ATP (-73.6%) or LPS+LDL (-96.8%).
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Conclusion: Upregulation of WAT NLRP3 inflammasome activity may be a mechanism
underlying risk factors for T2D in subjects with high plasma apoB, and is inhibited by EPA and

DHA ex vivo and in vivo particularly in subjects with higher NLRP3 inflammasome activity.
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Introduction

Whereas the role of atherogenic apoB-lipoproteins, mostly LDLs, in the etiology of cardiovascular
disease (CVD) is well accepted, their role in type 2 diabetes (T2D) has only been reported over
the past decade. Elevated plasma apoB, a measure of apoB-lipoproteins numbers, predicts the
risk for T2D 3-10 years before its onset in several populations independently of traditional risk
factors such as age, central adiposity and glycemia (1-3). More recently, human conditions with
upregulated LDL receptor (LDLR) pathways such as with LDLC lowering variants HMGCR (3-
hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase), PCSK9 (proprotein convertase subtilisin-kexin type 9)
and LDLR were also reported to be associated with higher risk for T2D (4, 5). Evidence from our
lab suggest that plasma apoB is positively associated with major risk factors for T2D in
normoglycemic overweight and obese subjects independent of sex and body composition; namely
WAT dysfunction, delayed postprandial plasma clearance of fat, reduced insulin sensitivity (IS),
high glucose-induced insulin secretion (GIIS), and chronic inflammation involving interleukin-1
(IL-1) B system (6-9). Moreover, native LDLs directly reduce the differentiation and function of
murine adipocytes and human WAT (6, 10). However, mechanisms underlying higher risk for T2D

in subjects with higher plasma apoB and nutritional approaches to target them remain unclear.

Chronic inflammation in WAT particularly related to NLRP3 inflammasome promotes WAT
dysfunction and the risk for T2D (NLRP3 for Nucleotide-binding domain and Leucine-rich repeat
Receptor, containing a Pyrin domain 3) (11, 12). Activation of the NLRP3 inflammasome leads to
the secretion of an array of pro-inflammatory cytokines including IL-1B, which inhibits insulin
signaling in various cells including adipocytes, B-cells and hepatocytes (11, 12). Activation of the
NLRP3 inflammasome requires 2 signals; the first is a priming signal such as lipopolysaccharide
(LPS) (13-16) or palmitic acid (17) that increases the transcription and translation of NLRP3 and
IL1B. The second signal is an activation signal such as extracellular adenosine triphosphate
(ATP) (18) or palmitic acid (13, 16) that promotes the assembly of the inflammasome subunits,
activation of caspase-1, cleavage of prolL-1 and secretion of IL-1p. Recent studies suggest that
both priming and activation can be triggered by native LDLs in tubular epithelial cells (19) or by

oxidized or minimally modified LDLs in immune cells (20-26).

Plasma phospholipid concentrations of murine omega-3 polyunsaturated fatty acids (FAs),
namely eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) are negatively associated with the

risk of T2D (27). EPA and DHA have a broad anti-inflammatory effect, including targeting of the
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NLRP3 inflammasome. Supplementation and direct exposition to EPA and DHA reduces gene
expression of IL1B, CASP-1, NLRP3 and/or IL1RN (coding for IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra))
in human adipose tissue (28, 29). In mice fed with a high-fat diet, DHA supplementation prevents
systemic insulin resistance and WAT IL-1pB secretion by a mechanism that is dependent on
NLRP3 (30). Supplementation with EPA and DHA reduces elevated plasma apoB in humans as
reviewed (31). To date however, the effect of EPA and DHA on human WAT NLRP3

inflammasome/ IL-1p pathway are unknown.

Thus, we tested the hypothesis that 1) subjects with higher plasma apoB have higher WAT NLRP3
inflammasome activity indicated by higher WAT IL-1B secretion than those with lower plasma
apoB, all of which are associated with delayed postprandial fat clearance, reduced IS and
glucose-induced hyperglycemia, 2) Three-month supplementation with EPA and DHA reduces
WAT NLRP3 inflammasome activity and related risk factors for T2D in subjects with higher plasma
apoB more than those with lower plasma apoB 3) EPA and DHA directly inhibit WAT
inflammasome activation and IL-18 secretion from human WAT ex vivo. This work represents
preliminary data analysis on 39 normoglycemic men and post-menopausal women (out of a total
sample size of 44 subjects) who were enrolled in the 3-month clinical trial with EPA and DHA

supplementation.
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Methods

Study objective and design

A 3-month clinical trial using EPA and DHA supplementation, in combination with basic
experiments, was initiated in 2013 at the Institut de Recherches Cliniques de Montréal (IRCM),
and is still ongoing. Its objectives were to test the hypothesis that plasma apoB-lipoproteins (i.e.
apoB) is associated with baseline and post-trial amelioration in systemic and WAT NLRP3
inflammasome activity and risk factors for T2D in non-diabetic subjects. The primary outcomes
measured were ex vivo WAT NLRP3 inflammasome activity, systemic inflammation, IS, GlIIS, and

postprandial plasma clearance of fat.

The sample size (N=44) was based on the primary hypothesis that high plasma apoB is
associated with higher WAT NLRP3 inflammasome activation measured as higher WAT IL-13
secretion ex vivo. It was estimated from post-hoc analysis of WAT IL-13 secretion over 4 hours
in 7 non-diabetic overweight and obese subjects with similar inclusion/exclusion criteria. The
correlation of plasma apoB to ex vivo WAT IL-18 secretion was r=0.85, p=0.025. As a sample
size of 7 subjects was deemed too small to detect a significant effect of omega-3 supplementation,
the sample size was calculated based on average WAT IL-1B secretion in the 7 subjects (437 +
225 pg/mL/g WAT). To detect an effect size of 1 (i.e. a mean group-difference of 1 SD) between
subjects with high versus low plasma apoB who will be separated based on median plasma apoB,
and using a power of 80% and «-value = 0.05, a sample of N=16/group (50% men) is needed.
An attrition rate of 20% was assumed to examine whether baseline group-differences remains
significant after the 3-month omega-3 FAs intervention for a total of N=20/group. Four subjects
were added to run pilot studies to standardize the measurement of WAT NLRP3 inflammasome

priming and activation.
Study population

Volunteers were recruited by newspaper and internet advertisement according to the following
inclusion criteria: men and postmenopausal women (follicle stimulating hormone =30 U/L), body
mass index (BMI) >20 kg/m? aged 45-74 y, non-smokers, sedentary (<2 hrs of structured
exercise/wk) and with low alcohol consumption (<2 alcoholic drinks/d). Subjects were excluded if
they had the following exclusion criteria: 1) elevated risk of cardiovascular disease (220%

calculated Framingham Risk Score), 2) history of chronic disease (cardiovascular, inflammatory,
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autoimmune, thyroid (untreated), hepatic (or aspartate aminotransferase or alanine transaminase
>3 times the normal limit) or renal (or creatinine >100 umol/L), diabetes (or fasting glucose >7.0
mmol/L) or cancer within the last 3 y), 3) medications affecting metabolism (lipid-lowering,
hypotensive, systemic corticosteroid, antipsychotic, psychoactive, adrenergic agonist,
anticoagulant or weight-loss medication, or hormone replacement therapy except thyroid
hormone at a stable dose), anemia (or hemoglobin <120 g/L), 4) abnormal blood coagulation, 5)
cholecystectomy, 6) allergy to seafood or fish, 7) known substance abuse, 8) claustrophobia, 9)
having exceeded the annual allowed radiation dose, 10) lack of time to participate in the study
and 11) any other medical or psychological conditions deemed inappropriate by the physician of
the study (i.e., reactive hypoglycemia). All subjects signed an informed consent form approved
by the Ethics Board at the IRCM. Sample analyses was blinded using subject identification

number.

Body composition and glucose-induced insulin secretion (GIIS) and

insulin sensitivity (IS)

Before initiating the baseline measurements, weight-stability was verified by weekly weighing over
4 weeks at IRCM (within a 2-kg range). Subjects then followed a 3-day high carbohydrate diet
(=300 g/d for men and 225 g/d for women) to maximize glycogen stores after which they
underwent the first day of testing. On this day, body composition was measured by dual-energy
X-ray absorptiometry (General Electric Lunar Corporation, version 6.10.019) and GIIS and IS was
conducted using a modified Botnia clamp as previously described (6, 7, 32-35). In brief, GIIS and
C-peptide secretion were measured during a 1-hr intravenous glucose tolerance test (IVGTT, 0.3
g glucose’kg body weight). The first-phase and second-phase of secretion were calculated as the
area under the curve (AUC) of plasma insulin and C-peptide during the first 10 min and the
following 50 min of the IVGTT, respectively. IS was measured during the following 3-hr
hyperinsulinemic euglycemic clamp using a primed-continuous exogenous insulin infusion [75
mU/(m?*min)] where plasma glucose was maintained between 4.5 to 5.5 mmol/L with 20%
dextrose infusion. IS was expressed as the glucose infusion rate at steady-state alone (GIRciamp)
or divided by steady state plasma insulin in the last 30 min of the clamp (M/l¢amp). The disposition
index (DI) was calculated as 1% phase C-peptide secretionyerr multiplied by the GIRcamp (36).
Plasma glucose was measured by an automated analyzer (YSI 2300 STAT Plus) and serum

insulin and C-peptide by radioimmunoassay kits (Millipore Corporation). Fasting blood samples
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collected from the first day of testing and used to measured FA profile in red blood cells (RBC)

and to isolate native LDLs.
Fatty acid profile in red blood cells (RBC)

Concentrations of FAs in the phospholipid layer of plasma and RBC were measured by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) as previously detailed (34, 37-39). Briefly, total
lipids were extracted from plasma and RBC using a mixture of methyl-tert-butyl ether, methanol
and water. Phospholipids were separated on an aminopropyl column (Bond Elut LRC-NH2, 500
mg) (Agilent Technologies). The FAs were converted to methyl esters using acetyl
chloride/methanol and injected into a GC-MS (7890B gas chromatograph coupled to a 5977A
mass selective detector, Agilent Technologies) equipped with a capillary column (J&W Select
FAME CP7420; 100 m x 250 um inner diameter; Agilent Technologies) and operated in the
positive chemical ionization mode using ammonia as the reagent gas. Analysis was carried under
the following conditions: 0.44 mL/min high-purity helium, injection at 270°C in a split mode (50:1),
190°C for 25 min increased by 1.5°C/min until 236°C. The FAs were analyzed as their [M+NH3]+
ion by selective ion monitoring. Concentrations were calculated using external and internal

isotope-labeled standards and expressed as a percentage of total FA concentration.
Isolation of native LDLs

As previously reported (6, 10), native LDLs were isolated from fresh plasma by sequential
ultracentrifugation in KBr (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) density solutions (1.009 to 1.069
g/mL, 0.01% ethylenediaminetetraacetic acid [EDTA]), desalted 3-times with 12 mL saline (0.01%
EDTA), sterilized (0.2 um filter) and then kept at 4°C for maximum four weeks. Subjects’ LDLs

were used for experiments on their own WAT samples.

Basal metabolic rate, postprandial fat clearance and subcutaneous
WAT biopsies

On the second day of testing, at least a week apart from the first day, basal metabolic rate was
measured by indirect calorimetry over 15 min while subjects were lying down (ventilated canopy
hood Vmax Encore; Carefusion). Afterwards, subjects consumed a high fat meal composed of
croissant, cheese, bacon and brownie (600 kcal/m? 68% fat, 36% saturated fat, 18%
carbohydrate) as previously described (6, 10, 33-35, 40, 41). Blood samples were collected at

fasting and 1, 2, 4, and 6 hrs after the meal consumption to measure plasma lipids and
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apolipoproteins. Plasma lipids, apoB and apoA1 were measured by an automated analyzer
(Cobas Integra 400; Roche Diagnostics). Plasma apoB included both hepatic apoB100 (carried
on very low (VLDL), intermediate (IDL), and low (LDL) density lipoproteins) and intestinal apoB48
(carried on chylomicrons and their remnants). Plasma apoB48 (i.e., chylomicrons) was measured
by an ELISA kit (BioVendor). Postprandial clearance of fat and chylomicrons were calculated as

the AUC of plasma TGs and apoB48 over 6 hours, respectively.

Fasting WAT samples were collected from the right hip by needle biopsy under local anesthesia
(Xylocaine 20 mg/mL, AstraZeneca) as described (6, 10, 35, 40). WAT samples were washed
with cold antibiotic/antifungal-supplemented HBSS buffer and used as follows when sufficient
yield was collected: One portion was used fresh to assess ex vivo WAT IL-1[3 secretion, a second
portion was immediately snap-frozen in liquid nitrogen for measurement of mRNA expression,
and a third portion was fixed overnight at 4°C in 4% paraformaldehyde, embedded in paraffin,

and cut into 4 ym slices (10).

Effect of EPA and DHA on IL-13 secretion from subjects’

subcutaneous WAT

To set up the positive control for maximum activation of the NLRP3 inflammasome from WAT
taken from our subjects, pilot kinetic studies were conducted on fasting WAT biopsies from 4
subjects to assess optimal time and concentration curves for the priming and activation by LPS
and ATP, respectively (Supplemental figure 2.1). Minimal concentrations of LPS and ATP that
induced maximal IL-1p secretion were 0.3 ug/mL LPS (L4591, Sigma-Aldrich) for 4 hours followed
by 3 mmol/L ATP (A2383, Sigma-Aldrich) for 3 hours. Native LDLs (1.2 g apoB/L, corresponding
to the 75" percentile of the Canadian population (42)) were used as a priming or activation signal

by substituting LPS or ATP incubations, respectively.

To explore the effect of EPA and DHA compared to that of palmitate (saturated FA) or oleate
(monounsaturated FA), these FAs (Sigma) were combined with albumin (US biological, low
endotoxin), sterilized and sealed under nitrogen to protect them from oxidation. A FA dose-curve
(0.05-0.2 mmol/L) bound to albumin (0.105 mmol/L) and using WAT from 10 subjects was tested
to determine the best concentration of EPA and DHA to inhibit the NLRP3 inflammasome activity
compared to control (0.105 mmol/L albumin). The final concentration of FAs was measured by
HR Series NEFA-HR(2) kit (Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation). A concentration of 0.200
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mmol/L was chosen for all FAs (final FA:BSA concentration ratio of 2:1, as in the omega-3 trial)
(Supplemental figure 2.2). The effect of FAs on WAT NLRP3 inflammasome was tested by
adding these FAs during the priming or activation incubation periods, alone or in combination with
the priming and activation signals. In all conditions, priming medium was removed, WAT samples
were washed, and activation medium was then added, followed by the measurement of IL-1
accumulation in the activation medium over 3 hours (by alphaLISA kit, Perkin Elmer Canada, with
an average lower detection limit of 0.0578 pg/mg). All conditions used 5-11 mg WAT/well, 3
wells/condition, in 48 well plates, with 135 uL of priming or activation signals, on a background of
5% foetal bovine serum (FBS) DMEM:F12 medium (Life Technologies, Carlsbad, CA), for a total
of 300 pL/well.

WAT mRNA expression

WAT biopsies were crushed in liquid nitrogen. RNA was extracted using miRNeasy Kit (Qiagen)
in 80-100 mg of WAT powder, quantified using Nanodrop 2000 (Ozyme) and its quality was
checked using agilent bioanalyser 2100. First-strand cDNA were synthesized from 250 ng total
RNA with the use of a Prime Script RT Reagent kit (Perfect Real Time) 200X (Ozyme). Real-time
polymerase chain reaction was conducted as previously described (43) using a RotorGene Q
(Qiagen). Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (HPRT) was used as an internal standard.

The primers used are listed in Supplemental table 2.1.
WAT LDLR and CD36 surface expression

LDLR and CD36 surface expression were measured by immunohistofluorescence (IHF) as
previously described (44). Briefly, WAT samples were fixed in 4% paraformaldehyde, embedded
in paraffin and sectioned into slides. WAT sections were deparaffinized and underwent heat-
induced epitope retrieval (PT Module, ThermoFisher). They were first blocked in bovine serum
albumin (BSA) 0.1% for 2 hours then co-incubated with goat anti-human LDLR and rabbit anti-
human CD36 (Supplemental table 2.2) in BSA 0.1% overnight at 4°C. They were then co-
incubated with secondary antibodies (Alexa Fluor 555 anti-rabbit IgG, Alexa Fluor 647 anti-goat
IgG, Supplemental table 2.2) together with DAPI nuclear counter-stain (0.5ug/mL) in BSA 0.1%
for 2 h. Slides were mounted in vectashield antifade mounting medium (Vector Labs). Images
were captured for 8 non-overlapping fields per subject using a Zeiss LSM-710 confocal

microscope. They were computed using FIJI open-access software (GitHub) and counted as
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corrected total fluorescence (CTF). To reduce inter-assay variability, data was expressed as the

percent of an internal control, made of adjacent slides from one subject.
Intervention with omega-3 fatty acid supplementation

Following the 2 days of baseline testing, subjects followed a 12-week intervention with a daily
dose of 2.7 g EPA and DHA (EPA:DHA 2:1, 3 softgells of Triple-Strength omega-3), which was a
generous gift from the manufacturer Webbers Naturals. Subjects were encouraged to maintain
their habitual dietary and physical activity (i.e. sedentary) habits during the intervention.
Adherence to treatment was assured by assessing %EPA+DHA shift following the intervention,
and measuring body weight once a month at IRCM. Post-intervention baseline testing was

repeated after the omega-3 intervention.
Statistical analysis

Data are presented as mean * standard deviation (SD). Baseline differences between men and
women were analyzed by unpaired 2-tailed t test. Differences in baseline and post-intervention
values were analyzed by repeated-measures 2-factor ANOVA with the interaction of time and
sex. When the interaction was significant, intra- and inter-group differences were measured by
paired and unpaired student t-test respectively. The associations between the examined variables
were analyzed by Pearson’s correlation. When data were not normally distributed, data were log-
transformed (base 10) and then entered in the analysis. When indicated, associations were
corrected for sex using partial correlations. The interaction of sex was tested in regression
models. This was done by using sex multiplied by the independent variable to predict the
dependent variables. When sex-interaction was significant, subgroup analysis was performed per
sex (45). Otherwise, data from women and men were pooled for analysis and a solid regression
line was presented in the graphs. The direct effect of FAs on WAT IL-1( secretion was tested by
mixed-effects analysis corrected for multiple comparisons using the Tukey’s test. Statistical
analyses were performed using SPSS version 25 and GraphPad Prism version 7 (GraphPad

Software). Significance was set at p<0.05.
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Results

Subiject recruitment was initiated in September 2013 and is still ongoing. A total of 78 subjects
agreed to participate and signed the consent form. After the screening measurements, 39
subjects were excluded for not meeting the inclusion and exclusion criteria. The baseline
anthropometric and metabolic parameters of the 39 subjects (14 men and 25 women) enrolled to
date are presented in Table 2.1. Nine subjects did not complete the 3-month intervention; 6
subjects dropped out for personal reasons (2 for lack of time, 1 for being unreachable, 1 for not
wanting to undergo the post-trial testing, 1 for newly diagnosed cancer, and 1 for being unable to
swallow the omega-3 softgels). Moreover, one man was excluded by the investigators for being
sleepy and non-responsive during the clamp (discovered later to have sleep apnea) and 2
subjects are still undergoing the omega-3 trial. Thus the post-intervention analysis presented in
this work was conducted on 30 subjects who completed the omega-3 trial. As the sample size is
not completed, all presented analyses used the whole group of completed subjects at baseline
(N=39) and following the omega-3 intervention (N=30) without separation into 2 groups with

higher versus lower plasma apoB based on median baseline plasma apoB.

At baseline, all measures of adiposity, including total (BMI or fat mass), abdominal (android fat or
waist circumference) and peripheral (gynoid fat or hip circumference) adiposity, correlated with
higher GlISyerr (mostly 2" phase) and C-peptide secretionyerr and lower IS (GIRgamp and
M/lcamp), a@s presented in Table 2.2. Measures of abdominal adiposity correlated with delayed
postprandial plasma clearance of TGs (AUCsns plasma TGs), while peripheral adiposity did not
and android fat also correlated with higher IL71B mRNA expression. All measures of adiposity

correlated with higher WAT IL-1B secretion (without and with adjustment for sex).

Fasting baseline plasma apoB is associated with risk factors for T2D
and WAT NLRP3 inflammasome activity

We first tested whether plasma apoB was associated with risk factors for T2D at baseline in this
population, as observed in a population of overweight and obese normoglycemic subjects (6, 7,
10, 35). Baseline plasma apoB was positively associated with total GlIS\yrr (Fig. 2.1A) and C-
peptide secretionyverr (Fig. 2.1B), negatively with IS (M/lcgamp, Fig. 2.1C) and positively with
delayed postprandial TG clearance (Fig. 2.1D) without a sex-difference. It was also associated
with 2"¢ phase GlISyerr (r=0.38, p=0.021), but not with 1% phase GlISyerr or postprandial
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chylomicron clearance (AUCshs plasma apoB48) (p>0.05). Fasting plasma TGs also correlated
positively with 1 phase, 2" phase and total GlIS\erT, total C-peptide secretion and delayed
postprandial TG clearance and negatively with IS (GIRcamp and M/lcamp) @s presented in Table
2.2. In contrast, neither total cholesterol nor LDL-C correlated with measures of GIIS or IS. Finally,
baseline plasma apoB was associated positively with WAT IL-13 secretion (Fig. 2.1E, in men),
more strongly than total cholesterol and LDL-C (Table 2.2). Moreover, plasma apoB was the only
lipoprotein-related parameter that correlated positively with WAT NLRP3 inflammasome priming
(NLRP3 mRNA expression, Table 2.2).

Baseline WAT NLRP3 inflammasome activity associates with baseline
risk factors for T2D

We then examined the relation of WAT NLRP3 inflammasome activity with risk factors for T2D.
Baseline WAT IL-1B secretion was correlated positively with 2" phase GlIS\err (Fig. 2.2A, in
men), negatively with IS (M/laamp; Fig. 2.2B) and positively with delayed plasma clearance of
chylomicrons (Fig. 2.2C). It did not correlate with postprandial TG clearance, 1% phase GlISyer,
or with C-peptide secretionerr (p>0.05). Baseline WAT NLRP3 gene expression was correlated
with higher 1% phase (Fig. 2.2D) and total (Fig. 2.2E) GlIS\vcr and C-peptide secretioncrr (Fig.
2.2F), but not with 2" phase GlISyetT, nor with any measures of IS or postprandial fat clearance
(p>0.05) with no sex-interaction. Baseline WAT /L1B gene expression was correlated with lower
IS (M/lgamp: r=-0.39, p=0.030), higher GlISwerT, both 1% phase (r=0.53, p=0.003), 2"* phase
(r=0.45, p=0.012) and total (r=0.46, p=0.011), and higher C-peptide secretionyerr (r=0.43,

p=0.018), but not with measures of postprandial fat clearance (p>0.05) withot sex-differences.

Changes in anthropometric and metabolic parameters following the 3-

month omega-3 trial

Baseline and post-intervention changes in anthropometric and metabolic variables in the 11 men
and 19 women who completed the 3-month omega-3 supplementation to date are presented in
Table 2.3 and those of the FA profile in RBC phospholipids are presented in Supplemental figure
2.3. There was a significant time effect in % EPA and DHA, both increasing following the omega-
3 trial in plasma and RBC phospholipids with no sex-effect leading to a shift in % plasma
EPA+DHA from 1.11 £ 0.43% to 3.97 + 1.85% and in % RBC EPA+DHA from 1.65 + 0.74% to
3.58 + 1.81%. On average, there was an increase in plasma HDL-C and a decrease in systolic

blood pressure following the omega-3 trial. Moreover, there was an increase in 1% phase GlISycrr,
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1% phase and total C-peptide secretionyerr and 1% phase DI and an amelioration in postprandial
plasma TG clearance (decrease in AUCens plasma TG) (Table 2.3). There was a sex-effect
throughout the study where women had lower waist circumference, android-to-gynoid ratio and
resting energy expenditure and higher fasting plasma HDL-C. Moreover, women had lower 1°
and 2" phase GlISycrr, WAT mRNA expression of IL1B and WAT surface-expression of CD36
and faster postprandial plasma clearance of TGs. Finally, women had higher fasting plasma
NEFAs, which was reduced following the omega-3 trial in women but not men. On average, EPA
and DHA supplementation did not induce a significant change in plasma apoB, systemic IS
(GIRclamp or M/lciamp), WAT NLRP3 inflammasome priming (NLRP3 or IL1B mRNA) or activation
(IL-1B secretion), or WAT surface-expression of LDLR or CD36 (Table 2.3).

Higher baseline plasma apoB, WAT NLRP3 inflammasome activity and
risk factors for T2D predict greater response of these risk factors to

EPA and DHA supplementation

While fasting plasma apoB was associated with WAT NLRP3 inflammasome priming (NLRP3
mRNA) and activation (IL-1B secretion), it was not associated with the changes in these
parameters following the omega-3 trial. As there was a large inter-subject variability in the
response of the measured outcomes to the omega-3 trial (Supplemental figure 2.4), we explored
if baseline levels of plasma apoB and measured outcomes are predictive of their changes
following the omega-3 trial. As presented in Figure 2.3, there was a negative association between
baseline plasma apoB (Fig. 2.3A), WAT surface-expression of LDLR (Fig. 2.3B), WAT surface-
expression of CD36 (Fig. 2.3C), IS measured (M/lqamp, Fig. 2.3F), postprandial plasma clearance
of TGs (Fig. 2.3G), WAT NLRP3 mRNA expression (Fig. 2.3H) and WAT NLRP3 IL-1[3 secretion
(Fig. 2.31) with their changes following the omega-3 trial. On the other hand, there was no
association with baseline total GlIS\vcrr (Fig. 2.3D), 1% phase or 2" phase GlISygrT, or C-peptide
secretionverr (Fig. 2.3E) with their post-trial changes (p>0.05). There was no sex-differences in

any of these correlations.

EPA and DHA inhibit NLRP3 activation and secretion of IL-13 from
subjects’ WAT

To explore if EPA and DHA directly regulate NLRP3 inflammasome/IL-1 pathway in fasting WAT,
we incubated WAT samples with medium alone, medium supplemented with albumin (0.105

mmol/L, carrier for FAs), or medium supplemented with 0.2 mmol/L oleate, palmitate, or EPA and
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DHA (2:1) bound to 0.105 mmol/L albumin during the priming (LPS or LDL, 4 hours) . Notably,
the EPA+DHA dose used in these ex vivo experiments is within their post-trial concentrations in
plasma (0.161 £ 0.083 mmol/L) and RBC (0.125 + 0.075 mmol/L) phospholipids (Table 2.3). As
presented in Figure 2.4, albumin alone, or in combination with palmitate but not oleate induced
an increase in WAT IL-1B secretion above background medium (Fig. 2.4A). EPA and DHA
inhibited baseline WAT IL-1B secretion compared to albumin (-93.3%) or palmitate (-95.6%) (Fig.
2.4A). The effect of albumin on WAT IL-1B secretion was no longer significant when maximum
IL-1B8 secretion was induced by LPS and ATP (positive controls for priming and activation,
respectively) (Fig. 2.4B). EPA:DHA inhibited LPS+ATP stimulated WAT IL-1B secretion
compared to albumin (-82.9%), oleate (-83.8%) or palmitate (-85.1%) (Fig. 2.4B). We then
replaced LPS or ATP by native LDLs used as a priming signal (Fig. 2.4C) or activation signal
(Fig. 2.4D), with each subject’'s WAT incubated with his/her own native LDLs. Native LDLs had a
greater effect on WAT IL-1B secretion when used as a priming signal (Fig. 2.4C) than as an
activation signal (Fig. 2.4D), and LDL effect as a priming signal was on average equivalent to that
of LPS (Fig. 2.4B). EPA:DHA inhibited WAT IL-1( secretion when LDLs were used as a priming
signal compared to albumin (-76.7%) and palmitate (-73.6%) (Fig. 2.4C) or as an activation signal
compared to palmitate (-96.8%) (Fig. 2.4D).
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Discussion

In this preliminary analysis of a 3-month supplementation with 2.7 g/day of EPA and DHA in
normoglycemic adult men and postmenopausal women, we report that: 1) at baseline, plasma
apoB correlates with higher WAT NLRP3 inflammasome priming and activation and that both
plasma apoB and WAT inflammasome activity are positively correlated with higher GIIS, delayed
postprandial plasma clearance of fat and IR; 2) EPA and DHA supplementation increases 1°
phase GIIS and DI and ameliorates postprandial plasma TG clearance in all subjects, while post-
omega-3 ameliorations in plasma apoB, WAT surface-expression of LDLR and CD36, WAT
NLRP3 inflammasome activity and IR are related to their baseline levels; 3) physiological
concentrations of EPA and DHA directly inhibit IL-1B secretion from human subcutaneous WAT,
whether unstimulated or stimulated with microbial signals or native LDLs. It should be noted prior
to the discussion of these results that the study included a healthy population of normal weight to
obese subjects without chronic disease or medication affecting metabolism. Whether these
findings can be extrapolated to different populations remains to be elucidated. Major strengths of
this study are however the combination of in vivo clinical observations with ex vivo experiments
in WAT from the same subjects and the use of gold-standard techniques such as Botnia clamp
and high-fat meal to provide dynamic measures of early metabolic abnormalities in this cohort
(46). Compliance to EPA and DHA supplementation was assessed using an obijective
measurement of these FAs in RBC phospholipids, which reflects dietary intake from 2-10 months
(47).

Subjects with elevated plasma apoB (1-3) or upregulated LDLR pathways (4, 5) have higher risk
for T2D. While underlying mechanisms remain to be fully elucidated, evidence from our lab first
suggested the implication of the NLRP3 inflammasome/ IL-1p pathway, as the association of
plasma apoB with IR and elevated GIIS in normoglycemic overweight and obese subjects was
eliminated when statistically adjusting for plasma IL-1Ra, which is a marker of systemic activation
of the IL-1 system (7). Strong evidence link upregulated activity of the NLRP3 inflammasome/ IL-
1B pathway to WAT dysfunction and to the risk for T2D (11, 12) and IL-1p is the target of multiple
therapies to improve glucose control in diabetic subjects (48-50). Moreover, in mice, inhibition of
IL-1B8 or the NLRP3 inflammasome subunits (NLRP3, apoptosis-associated speck-like protein
containing a caspase recruitment domain, or caspase-1) ameliorates systemic glucose tolerance
and/or IR (11, 16, 51-53) as well as WAT insulin signaling (11, 51) and preadipocyte differentiation

(11). Here we report for the first time that plasma apoB is indeed positively associated with
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upregulated NLRP3 inflammasome/ IL-13 pathway ex vivo in human subcutaneous WAT.
Baseline analysis of this population also reported that physiological concentrations (1.2 g apoB/L)
of native LDLs alone upregulate IL-1( secretion from subjects’ WAT, primarily by acting as priming
signals of the NLRP3 inflammasome (when added prior to ATP compared to ATP alone) (54).
Thus, upregulation of the NLRP3 inflammasome/ IL-13 pathway in WAT may be a mechanism
promoting WAT dysfunction and risk for T2D in subjects with elevated plasma apoB or

upregulated LDLR pathway.

Physiological concentrations of EPA and DHA directly inhibited IL-13 secretion from subjects’
WAT, whether unstimulated, stimulated with classic NLRP3 inflammasome priming and activation
signals (LPS+ATP) or stimulated with native LDLs as priming or activation signals. Thus, EPA
and DHA may be targeting common pathways upregulated by LPS, ATP and/or LDLs. To our
knowledge the effect of EPA and DHA on human WAT IL-1B secretion is to date not reported.
However, other groups have shown an inhibitory effect of these FAs on gene expression of IL-1j3,
caspase-1 (28) and IL-1Ra (29) in human WAT. Similarly in mice fed with a high fat diet, EPA
and/or DHA intake was reported to reduce IL-1[3 secretion (30) together with IL-1Ra (55) and IL-
1B(56) gene expression in WAT. Several mechanisms have been proposed for the regulation of
the NLRP3 inflammasome by EPA and DHA in adipocytes and mostly in macrophages that may
explain their observed effects on human WAT. EPA and/or DHA inhibit priming of the NLRP3
inflammasome by reducing activation of TLR2 and NF-kB (57) and gene expression of IL-13 and
caspase-1 (28) in adipocytes, and by reducing TLR4 (58) and NF-kB (58, 59) activation, NLRP3
protein expression (59) and IL-1B, NLRP3 and caspase-1 gene expression (28) in macrophages.
Moreover, in macrophages, EPA and/or DHA downregulate activation of the NLRP3
inflammasome by inhibiting cleavage of the prolL-13 and procaspase-1 (30) and secretion of IL-
1B (30, 59, 60). EPA and DHA appear to inhibit IL-13 secretion by a mechanism that is dependent
on their binding to the free FA receptor (FFA) 4 (30, 59) and 1 (30) and the recruitment of 3-
arrestin2 (30, 59) which downregulate the NF-kB pro-inflammatory cascade (56) in immune cells.
Deletion of FFA4 attenuates the amelioration in systemic IS and WAT IL-1 gene expression
following EPA and DHA intake in mice fed with high fat diet (56) and reduces DHA-induced

increase in glucose transport in adipocytes (56).
Despite the direct inhibitory effect of EPA and DHA on WAT NLRP3 inflammasome activity, there

was no effect of the 3-month EPA and DHA supplementation on WAT inflammasome in the whole

population on average. This may be related to the large inter-subject variability in the response to
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the omega-3 intervention, as the best responders to omega-3 to inhibit WAT NLRP3
inflammasome priming and activation were those with the highest baseline WAT inflammasome
activity. Similarly, subjects with higher plasma apoB, WAT surface-expression of LDLR and CD36,
and IR showed a higher response to EPA and DHA supplementation to ameliorate these
parameters. Thus, the effect of EPA and DHA on individual risk factors may be dependent on the
severity of the risk factor examined. Consistent with these finding, a meta-analysis reported that
only subjects with metabolic disorders had an improvement in IR following EPA and DHA

supplementation (61).

On the other hand, on average, EPA and DHA supplementation increased 1 phase GIIS, 1
phase and total C-peptide secretion and Dl in this cohort. In normoglycemic subjects with glucose
intolerance, 1% phase GIIS is reduced while 2" phase GIIS is increased and is the major
contributor to the hyperinsulinemia in these subjects (62). A higher DI, indicating the ability of the
B-cells to compensate for IR, predicts lower conversion to T2D (36). Thus, the observed post-
omega-3 increase in DI in this cohort suggests an amelioration in glucose metabolism that favors
reduced risk for T2D. Notably, chronic exposure to IL-13 promote de-differentiation of  cells in
human pancreatic islets (52). An inhibitory effect of EPA and DHA on {3 cell NLRP3 inflammasome
may favor improved (3 cell function. Moreover, EPA and DHA supplementation ameliorates
postprandial plasma TG clearance in this cohort, with the best responders being those with higher
postprandial hypertriglyceridemia at baseline. This is not surprising given that strong evidence
supports the use of EPA and DHA as a therapy to reduce fasting and postprandial TGs in humans,
particularly among those with higher fasting TGs (63, 64) as reviewed (31). In WAT, EPA and
DHA directly increase the incorporation “C-triolein in vivo in rats (65), which would improve

plasma TG clearance.

In conclusion, baseline plasma apoB is associated with higher WAT NLRP3 inflammasome
priming and activation in non-diabetic subjects. Three-month supplementation with 2.7 g/day of
EPA and DHA (2:1) increases 1% phase GIIS, DI and postprandial plasma TG clearance in this
cohort, while best responders to EPA and DHA to reduce baseline plasma apoB, WAT surface-
expression of LDLR and CD36, WAT NLRP3 inflammasome activity and IR were those with the
highest levels of these risk factors at baseline. EPA and DHA directly inhibit IL-13 secretion from
subjects’ WAT ex vivo, including when stimulated by subjects’ own native LDLs. We propose the

use of EPA and DHA supplementation as a therapy to treat WAT NLRP3 inflammasome activation
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and related risk for T2D in subjects with high plasma apoB or upregulated LDLR and CD36
pathways.
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Table 2.1: Baseline anthropometric and metabolic variables of the 39 subjects

enrolled in the study’.

Men (N=14) Women (N=25) p
Anthropometric and metabolic parameters
Age (years) 56.5+9.2 58.8+7.6 0.397
Weight (kg) 94.6 £ 19.9 77.3+14.6 0.004
BMI (kg/m?) 304+59 30.3+57 0.945
Waist circumference (cm)? 106.4 + 15.0 95.7+154 0.045
Hip circumference (cm) 108.7 + 13.6 108.5 + 16.2 0.960
Fat mass (kg) 299+127 33.1+10.6 0.406
Android fat mass (kg) 3.11+1.55 297 +£1.28 0.772
Gynoid fat mass (kg) 449 +217 5.56 + 1.53 0.080
Android-to-gynoid fat ratio 0.686 + 0.140 0.513+0.128 <0.001
Plasma total cholesterol (mmol/L)? 4.89 + 0.90 5.32£0.82 0.147
Plasma LDL-C (mmol/L)? 3.06 £ 0.77 3.16 £ 0.75 0.702
Plasma HDL-C (mmol/L)? 1.13+0.26 1.64 £ 0.35 <0.001
Plasma apoB (g/L)* 1.05+0.30 1.02 £0.22 0.772
Plasma TGs (mmol/L)? 1.51+£0.93 1.13+£0.48 0.098
Plasma NEFAs (mmol/L)* 0.416 + 0.150 0.653 + 0.195 0.002
Systolic blood pressure (mm Hg)® 121.9+8.9 122.3+12.8 0.927
Diastolic blood pressure (mm Hg)® 74.8+7.3 76.3+£7.9 0.599
Resting energy expenditure (kcal/day)? 1755 + 322 1343 £ 205 <0.001
EPA in RBC phospholipids (%)® 0.318 £ 0.139 0.320 £ 0.138 0.973
DHA in RBC phospholipids (%)® 1.347 £ 0.678 1.170 £ 0.529 0.420
In vivo insulin secretion and sensitivity
Fasting plasma glycated hemoglobin (%), 5.30 +0.32 5.56 + 0.36 0.032
mmol/mol*
Fasting plasma glucose (mmol/L) 5.03+0.45 5.14 £ 0.64 0.589
Fasting plasma insulin (uU/mL)? 13.3+8.38 11679 0.539
1% phase GlISyerr (UU/mL)° 544 + 297 473 + 391 0.584
2" phase GlISyerr (UU/mL)? 2279 £ 1861 1784 1+ 1560 0.391
Total GlISyerr (UU/ML)° 2635 + 2022 2264 + 1902 0.590
Total C-peptide secretionyert (ng/mL)° 247 + 75 246 + 133 0.974
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GIRciamp (Mg/kg/min)® 17.0+6.3 15.6 + 6.0 0.526
M/lgamp (Mg/kg/min)/(uU/mL)° 0.0965 + 0.0454 0.0907 + 0.0483 0.729
In vivo fat metabolism

AUCgnrs plasma TGs (mmol/L)? 16.6 £ 9.1 10.9+3.8 0.009
AUCgnrs plasma apoB48 (mg/L)’ 57.0+22.4 58.0 £ 19.6 0.917
Fasting WAT metabolic parameters

NLRP3/HPRT mRNA?® 108.1 + 61.8 93.5+515 0.482
IL1B/HPRT mRNA? 0.561 £ 0.420 0.458 £ 0.333 0.454
IL-1B secretion (+LPS/ATP) (pg/mg)® 14.29 + 20.06 9.41 +4.81 0.315
LDLR slide (CTF, %control)° 1.74 + 0.87 146 +1.13 0.534
CD36 slide (CTF, %control)™ 1.23+0.35 1.03 £ 0.30 0.139

'Values are means * SD; Statistical analyses were conducted by two-tailed t-test.

2n = 14 men and 24 women; °n = 13 men and 25 women; *n = 10 men and 21 women; °n = 13
men and 24 women; °n = 12 men and 25 women; 'n = 6 men and 19 women; ®n = 11 men and
21 women; °n = 11 men and 19 women; '°n = 8 men and 20 women due to missing data.

apo, apolipoprotein; ATP, adenosine triphosphate; AUCens, area under the 6-hr postprandial
curve; BMI; body mass index; CD36, cluster of differentiation 36; CTF, corrected total
fluorescence; DHA, docosahexaenoic acid; EPA, eicosapentaenoic acid; GlIS, glucose-induced
insulin secretion; GIR, glucose infusion rate; HDL-C, high density lipoprotein cholesterol; HPRT,
hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1; IL-1B, interleukin 1B protein; IL1B, interleukin 13
gene; IVGTT, intravenous glucose tolerance test; LDL-C, low density lipoprotein cholesterol;
LDLR, low density lipoprotein receptor; LPS, lipopolysaccharide; M/l, glucose infusion rate divided
plasma insulin at steady state; NEFA, non-esterified fatty acid; NLRP3, nucleotide-binding domain
and leucine-rich repeat containing nod-like receptor, pyrin domain containing 3; RBC, red blood

cells; TG, triglyceride; WAT, white adipose tissue.

219



Table 2.2: Association of anthropometric and lipid parameters with risk factors for T2D and WAT NLRP3 inflammasome

activity in the 39 subjects enrolled in the study (N=25 women and N=14 men)

1st 2nd Total Total GIR! M/ AUCshrs  AUCenrs LDLR CD36 NLRP3/ IL1B/ Log1o
phase phase GIIS' C- plasma plasma slide® slide® HPRT HPRT [IL-1B
GlIS' GlIs? peptide TGs?  apoB48°® mRNA* mRNA* secretion
secre- (LPS
tion’ IATP)J?®
Anthropometric parameters
Weight 0.41 0.70™ 0.66™ 0.48" -0.62™ -0.53™  0.60™ 0.13 0.05 0.26 0.11 0.33 0.45
BMI 0.31 0.60™ 0.57" 0.42° -0.77" -0.64™  0.37 0.24 -0.10 0.07 -0.01 0.27 0.46"
Waist 0.25 0.58™ 0.52" 0.42" -0.72™ -0.58™  0.45" 0.35 -0.20 0.07 -0.03 0.22 0.53"
circumfe-
rence’
Hip 0.26 0.50" 0.49" 0.44" -0.61™ -0.46" 0.28 0.15 -0.20 -0.05 0.00 0.08 0.37
circumfe-
rence
Fatmass 0.34 0.64™ 0.60™ 0.52™ -0.79™ -0.68™  0.34 0.26 -0.16 -0.06 0.02 0.26 0.57"
Android 0.33" 0.62 0.58™ 0.51" -0.79™ -0.71™  0.39 0.26 -0.13 0.02 0.13 0.36 0.58™
fat
Gynoid fat  0.36" 0.62 0.61™ 0.51" -0.70™ -0.62™ 0.26 0.17 -0.12 -0.06 -0.03 0.14 0.48"
Android- 0.19 0.31 0.25 0.21 -0.54™ -0.49" 0.42" 0.21 -0.10 0.14 0.33 0.47" 0.61™
to-gynoid
fat ratio
Lipid parameters
Plasma -0.03 0.05 0.04 0.13 -0.09 -0.10 0.20 0.20 0.10 -0.24 0.18 0.01 0.39°
choleste-
rol®
Plasma 0.01 0.09 0.07 0.18 -0.12 -0.15 0.26 0.29 0.12 -0.20 0.24 0.09 0.38
LDL-C?
Plasma -0.46" -0.55" -0.53" -0.41" 0.41 0.50" -0.75™ -0.27 -0.16 -0.08 -0.26 -0.31 -0.14
HDL-C®
Plasma 0.32 0.38 0.38 0.36 -0.29 -0.35 0.51" 0.17 0.25 -0.09 0.36 0.24 0.48"
apoB?
Plasma 0.50" 0.66™ 0.64™ 0.46" -0.51" -0.58™  0.92™ 0.25 0.23 -0.07 0.27 0.26 0.36
TGs8
Plasma -0.06 0.02 0.04 0.15 -0.23 -0.05 -0.38" 0.02 -0.24 -0.05 -0.02 0.04 -0.06
NEFAs®
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Data in bold represent significant correlations. Units of all parameters are equivalent to those presented in Table 1.

@All correlations with log+o [IL-1B secretion (LPS/ATP)] are corrected for gender.

*for p< 0.05, **for p< 0.01 and ***for p< 0.001 by Pearson correlation.

'n = 12 men and 25 women; 2n = 13 men and 25 women; 3n = 6 men and 19 women; “n = 11 men and 21 women; °n = 11 men and 19
women:; ®n = 8 men and 20 women; 'n = 14 men and 24 women; 8n = 13 men and 25 women: °n = 10 men and 21 women due to
missing data.

apo, apolipoprotein; ATP, adenosine triphosphate; AUCshs, area under the 6-hr postprandial curve; BMI; body mass index; CD36,
cluster of differentiation 36; GIIS, glucose-induced insulin secretion; GIR, glucose infusion rate; HDL-C, high density lipoprotein
cholesterol; HPRT, hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1; IL-1, interleukin 1B protein; IL1B, interleukin 1B gene; IVGTT,
intravenous glucose tolerance test; LDL-C, low density lipoprotein cholesterol; LDLR, low density lipoprotein receptor; LPS,
lipopolysaccharide; M/I, glucose infusion rate divided plasma insulin at steady state; NEFA, non-esterified fatty acid; NLRP3,
nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat containing nod-like receptor, pyrin domain containing 3; TG, triglyceride; WAT, white

adipose tissue.
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Table 2.3: Baseline, post-intervention values and changes in anthropometric and metabolic variables in subjects who

completed the omega-3 intervention’

Men (N=11) Women (N=19) p-value
Baseline Post- Absolute Baseline Post- Absolute Time Sex Inter-
intervention change intervention change effect effect action
Anthropometric and metabolic parameters
Age (years) 57.4+95 57.6+9.3 0.3+0.5 60.1+7.3 60.6%7.0 0505 <0.001 0.358 0.295
Weight (kg) 92.7+223 926 +21.7 -0.1+£22 755%12.0 756+ 12.1 0.1+£1.9 0.997 0.010 0.803
BMI (kg/m?) 30.2+6.5 30.1+6.5 -0.0£0.7 299+51 299+52 -0.0+£0.8 0.779 0916 0.952
Waist circumference | 106.1 + 16.6 107.0 £ 15.8 09+28 93.8+14.4 96.3+ 13.5 26+6.8 0.124  0.049 0437
(cm)?
Hip circumference (cm) 108.4 £ 15.5 108.0 £ 15.3 -04+20 106.3+16.2 109.4 +£10.7 3.1+104 0.406 0.947 0.284
Fat mass (kg)® 325147 3221143 -0.3+2.0 321193 322194 02+15 0.850 0.973 0467
Android fat mass (kg)? 3.39+1.79 3.34+1.74 -0.05+0.24 2.87+1.15 2.85+1.06 -0.02+0.28 0.534 0.361 0.779
Gynoid fat mass (kg)® 490 +2.59 4.80+2.35 -0.10+£0.39 543+ 1.33 5.50 + 1.37 0.08 £ 0.30 0.870 0400 0.204
Android-to-gynoid fat | 0.687 £0.148 0.686+0.113 -0.001 £0.054 | 0.510+0.130 0.505+0.111 -0.006 £ 0.042 | 0.708  0.001 0.818
ratio®
Plasma total cholesterol | 5.08 + 0.94 5.09 £ 0.81 0.01 £ 0.66 5.45+0.91 5.46 £ 0.65 0.01 £0.57 0.942  0.231 0.992
(mmol/L)*
Plasma LDL-cholesterol | 3.26 + 0.75 3.37+0.76 0.11+£0.43 3.29+0.83 3.21+0.65 -0.08 £ 0.56 0.893 0.820 0.369
(mmol/L)*
Plasma HDL-cholesterol | 1.09 + 0.22 1.14+0.24 0.04 £ 0.11 1.65+0.36 1.78 £ 0.41 0.13+0.16 0.006 <0.001 0.139
(mmol/L)*
Plasma apoB (g/L)* 1.11+£0.30 1.12+0.25 0.01+0.15 1.06 £ 0.22 1.03+0.19 -0.03+0.16 0.789 0407 0.536
Plasma TGs (mmol/L)* 1.58 + 0.96 1.28 £ 0.53 -0.30+£0.72 1.12+0.34 1.03+0.42 -0.08 £ 0.33 0.069 0.087 0.298
Plasma NEFAs | 0.418+0.134 0.525+0.106 0.107 £0.137 | 0.677 + 0.558+0.1452 -0.119+0.157* | 0.864  0.031 0.003
(mmol/L)? 0.206*
Systolic blood pressure | 121.1 £ 9.9 1159+ 11.7 -52+11.0 1244 +139 1186+ 11.3 -59+11.3 0.018 0484 0.877
(mm Hg)°
Diastolic blood pressure | 73.4+7.5 718172 -1.6+£8.3 76.7 £ 8.3 724+ 81 43174 0.065 0472 0.388
(mm Hg)°
Resting energy | 1718 + 338 1708 + 499 -9+ 292 1314 + 145 1251 + 155 -62 + 144 0.395 <0.001 0.530
expenditure (kcal/day)’
EPA in plasma | 0.31+£0.12 1.80+1.19 1.47 +1.16 0.32+0.16 2.32+1.02 1.99+0.98 <0.001 0.288 0.259
phospholipids (%)?
DHA in plasma | 0.82 + 0.36 223+1.22 1.36 + 1.07 0.75+0.34 1.61+1.01 0.87 £ 0.91 <0.001 0.195 0.254
phospholipids (%)?
EPA+DHA in plasma | 1.19+0.42 403227 2.83+2.09 1.07+0.44 3.94 +1.69 2.86 + 1.56 <0.001 0.822 0.967
phospholipids (%)?
EPA in RBC | 0.37 £0.13 1.57 £ 0.98 1.21+£0.92 0.33+0.16 1.600.77 1.27 £ 0.75 <0.001 0.987 0.859
phospholipids (%)?

222



DHA in RBC
phospholipids (%)?
EPA+DHA in RBC

phospholipids (%)?

In vivo insulin secretion and sensitivity

Fasting plasma glucose
(mmol/L)
Fasting plasma insulin
(uU/mL)?
1st phase G||S|VGTT
(uU/mL)°
2nd phase G||S|VGTT
(uU/mL)?

Total GlISwerr (UU/mL)™
1t phase C-peptide
secretionyarr(ng/mL)3
Total C-peptide
secretionyerr (ng/mL)?
GIRgiamp (Mg/kg/min)®
|clamp
(mg/kg/min)/(uU/mL)3
DI (18t phase C-peptide
secretionver*GlRgiamp) ™
In vivo fat metabolism
AUCshs plasma TGs
(mmol/L)*
AUCshs plasma apoB48
(mg/L)"
Fasting WAT metabolic p
NLRP3/HPRT mRNA"
IL1B/HPRT mRNA'?
IL-1B secretion
(+LPS/ATP) (pg/mg)"

LDLR slide (CTF,
%control)™
CD36 slide (CTF,

%control)™

1.59 £ 0.64

1.95+0.74

4.93+0.32

141+£95

613 + 332

2505 + 2040

3050 + 2349
38.0+11.6

251+ 87

17.7+£6.7

0.0966 *

0.0478
638 + 283

16.8 £8.7

60.8 + 24.7

arameters

119.5+69.3
0.649 £ 0.459
17.61+£24.13
1.87 £1.00

1.35+0.37

2.53+1.28

4.11+£2.05

4.93+0.33
13.9+84
819 £ 533
2481 + 1981

3197 + 2336
50.8 +29.7

306 £ 173

18.3+6.8
0.1050
0.0455
832 £ 463

+

13.6+4.8
52.8+23.5
117.1 705
1.100 + 1.056
11.07 £ 6.96
1.04 £0.43

1.14 £0.13

0.95+0.72

2.16 +1.46

0.00 +0.35

-02+97

206 * 353

-24 £ 781

147 + 807
12.8 £22.9

55 + 109

0.7+47

0.0084 *

0.0224

194 + 501
-3.3+5.38
-8.0+26.0
-24+64.9
0.451 £ 1.195
-6.54 + 22.11
-0.84 £ 0.64

-0.21£0.38

1.17 £0.59

1.50 £0.71

516 +0.70

11.2+84

382 £ 242

1421 + 896

1813 + 1044
294+115

21073
15.5+£59
0.0920 +
0.0500

433 + 196
11.2+36
62.9+19.7
85.1+52.6
0.405 £ 0.269
9.20+4.48
1.54 £1.07

1.01£0.29

1.71£1.02

3.31+1.68

5.23 +0.60

10.9+6.7

412 + 332

1405 + 861

1817 + 1117
35.8+15.5

237 £93

15.0+£56

0.0819 *

0.0335

537 £ 296
9.7+3.0
579+31.7
829+37.9
0.544 + 0.371
9.81+4.69
1.21 £0.69

0.99+0.29

0.54 +0.92

1.81 £1.51

0.07 £ 0.62

-0.3+5.0

29+ 187

-16 + 386

4 +504
6.4+10.5

27 + 51

-05+3.9
-0.0101
0.0273
104 + 198

+

-1.5+1.38
-5.0 +20.1
-22+447
0.139 £ 0.459
0.52+7.85
-0.33+£1.26

-0.03 £0.37

0.001

<0.001

0.736

0.862

0.032

0.854

0.557
0.005

0.011

0.906
0.872

0.034

0.004
0.306
0.844
0.101
0.439
0.071

0.250

0.080

0.223

0.162

0.316

0.025

0.048

0.051
0.063

0.166

0.233
0.422

0.025

0.016
0.798
0.120
0.022
0.295
0.828

0.049

0.290

0.602

0.749

0.975

0.100

0.968

0.580
0.316

0.351

0.492
0.088

0.505

0.246
0.810
0.993
0.374
0.366
0.409

0.377

'Values are means * SDs; Statistical analyses were conducted using repeated-measures 2-factor ANOVA.
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°n =11 men and 18 women: °n = 9 men and 19 women; *n = 10 men and 17 women:; °n = 8 men 14 women; ®n = 10 men 18 women;
'n =11 men 17 women; ®n = 8 men and 16 women: °n = 10 men and 19 women: °n = 8 men and 19 women; ''n = 4 men and 13
women; >n = 8 men and 15 women; *n = 6 men and 10 women; "*n = 5 men and 12 women due to missing data.

*p< 0.01 for difference from men.

¥p< 0.05 for difference from baseline.

apo, apolipoprotein; ATP, adenosine triphosphate; AUCsns, area under the 6-h postprandial curve; BMI; body mass index; CD36,
cluster of differentiation 36; CTF, corrected total fluorescence; DHA, docosahexaenoic acid; DI, disposition index; EPA,
eicosapentaenoic acid; GIIS, glucose-induced insulin secretion; GIR, glucose infusion rate; HDL-C, high density lipoprotein cholesterol;
HPRT, hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1; IL-1pB, interleukin 1 protein; IL1B, interleukin 13 gene; IVGTT, intravenous glucose
tolerance test; LDL-C, low density lipoprotein cholesterol; LDLR, low density lipoprotein receptor; LPS, lipopolysaccharide; M/l, glucose
infusion rate divided plasma insulin at steady state; NEFA, non-esterified fatty acid; NLRP3, nucleotide-binding domain and leucine-

rich repeat containing nod-like receptor, pyrin domain containing 3; RBC, red blood cells; TG, triglyceride; WAT, white adipose tissue.
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Figure 2.1: Pearson correlations of baseline plasma apoB with baseline (A) total
GlISiverT, (B) C-peptide secretionwerr, (C) IS (M/lciamp) and (D) AUCenrs plasma TGs, (E)
WAT IL-1B secretion induced by LPS (0.3 ug/mL, 4 hrs) and ATP (3 mmol/L, 3 hrs) and
(F) WAT mRNA expression of NLRP3 in normoglycemic men (open circles, dotted
slope line) and post-menopausal women (solid circles, dashed slope line).

Solid lines represent pooled men and women data. n = 12 men and 25 women except in (D)
where n = 13 men and 25 women, (E) where n = 11 men and 19 women and (F) where n = 11
men and 21 women because of missing data. Apo, apolipoprotein; ATP, adenosine triphosphate;
AUCenrs, area under the 6-hr postprandial curve; GlIS, glucose-induced insulin secretion; HPRT,
hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1; IL-1B, interleukin 13 protein; IS, insulin sensitivity;
IVGTT, intravenous glucose tolerance test; LPS, lipopolysaccharide; M/I, glucose infusion rate
divided plasma insulin at steady state; NLRP3, nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat
containing nod-like receptor, pyrin domain containing 3; TG, triglyceride; WAT, white adipose

tissue.
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Figure 2.2;: Pearson correlations of baseline WAT IL-1B secretion induced by LPS (0.3 ug/mL, 4 hrs) and ATP (3 mmol/L,
3 hrs) with baseline (A) 2" phase GlISwcrr, (B) IS (M/lciamp) and (C) AUCens plasma apoB48, followed by Pearson
correlations of baseline WAT mRNA expression of NLRP3/HPRT with baseline (D) 1% phase GlIS\erT, (E) total GlISiverr
and (F) C-peptide secretionverr in normoglycemic men (open circles, dotted slope line) and post-menopausal women
(solid circles, dashed slope line).

Solid lines represent pooled men and women data. n = 9 men and 21 women except in (A-B) where n = 10 men and 19 women and
(C) where n = 6 men and 14 women because of missing data. Apo, apolipoprotein; ATP, adenosine triphosphate; AUCenrs, area under
the 6-hr postprandial curve; GIIS, glucose-induced insulin secretion; HPRT, hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1; IL-1j,
interleukin 1 protein; IS, insulin sensitivity; IVGTT, intravenous glucose tolerance test; LPS, lipopolysaccharide; M/I, glucose infusion
rate divided plasma insulin at steady state; NLRP3, nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat containing nod-like receptor,
pyrin domain containing 3; WAT, white adipose tissue.
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Figure 2.3: Pearson correlations of baseline level with change after omega-3 supplementation in (A) plasma apoB, (B)
WAT surface expression of LDLR, (C) WAT surface expression of CD36, (D) total GlIS\verT, (E) C-peptide secretionyerr,
(F) IS (M/lciamp), (G) AUCshrs plasma TGs, (H) WAT IL-1B secretion induced by LPS (0.3 ug/mL, 4 hrs) and ATP (3 mmol/L,
3 hrs) and (I) WAT mRNA expression of NLRP3 in normoglycemic men (open circles, dotted slope line) and post-
menopausal women (solid circles, dashed slope line).

Solid lines represent pooled men and women data. (A and G) n = 10 men and 17 women, (B and C) n = 5 men and 12 women, (D) n
=8 men and 19 women, (E and F) n =9 men and 19 women, (H) n = 6 men and 10 women and (I) n = 8 men and 15 women because
of missing data. Apo, apolipoprotein; ATP, adenosine triphosphate; AUCshrs, area under the 6-hr postprandial curve; CD36, cluster of
differentiation 36; CTF, corrected total fluorescence; CTL, control; GIIS, glucose-induced insulin secretion; HPRT, hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1; IL-1p3, interleukin 1B protein; IS, insulin sensitivity; IVGTT, intravenous glucose tolerance test; LDLR, low
density lipoprotein receptor; LPS, lipopolysaccharide; M/I, glucose infusion rate divided plasma insulin at steady state; NLRP3,
nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat containing nod-like receptor, pyrin domain containing 3; TG, triglyceride; WAT, white

adipose tissue.
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Figure 2.4: WAT IL-1B secretion in the presence of standard medium, albumin (0.105
mmol/L), or oleate, palmitate or EPA+DHA (2:1) (0.2 mmol/L) bound to albumin (0.105
mmol/L).

WAT samples were co-incubated with (A) standard medium (4 hrs followed by 3 hrs, with medium
change between incubations), (B) LPS (0.3 ug/mL, 4 hrs) followed by ATP (3 mmol/L, 3 hrs), (C)
native LDLs (1.2 g apoB/L) followed by ATP (3 mmol/L, 3 hrs), (D) LPS (0.3 ug/mL, 4 hrs) followed
by native LDLs (1.2 g apoB/L). N =17 in panels A and B, n = 16 in panel C, n = 15 in panel D for
missing samples. ATP, adenosine triphosphate; DHA, docosahexaenoic acid; EPA,
eicosapentaenoic acid; IL-1B, interleukin 1B protein; LDL, low density lipoprotein; LPS,
lipopolysaccharide; WAT, white adipose tissue. * for p<0.05, ** for p<0.01, *** for p<0.001
compared to medium. $ for p<0.05, $$ for p<0.01, $$$ for p<0.001 compared to albumin. & for
p<0.05, && for p<0.01, &&& for p<0.001 compared to palmitate. % for p<0.05, %% for p<0.01,

%%% for p<0.001 compared to oleate.
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Supplementary table 2.1: List of primers used for real-time polymerase chain reaction

for each target investigated in this study

Gene
Name of the transcript
abbreviation

Primer sequence

transferase 1

Sense GGCAATGAGGATGACTTGTT
Interleukin 1, beta IL1B

Anti-sense | TGTAGTGGTGGTCGGAGATT
Nucleotide-binding domain Sense GATCTTCGCTGCGATCAACA
and Leucine-rich repeat

NLRP3

Receptor containing a Pyrin Anti-sense | GGGATTCGAAACACGTGCATTA
domain 3
Hypoxanthine Sense TTGCTGACCTGCTGGATTAC
phosphoribosyl- HPRT

Anti-sense | AGTTGAGAGATCATCTCCAC

Supplementary table 2.2: List of antibodies used for immunohistofluorescence for

each antigen investigated in this study

Target of the antibody Source |Manufacturer
) Low Density Lipoprotein ] _
Primary Goat R&D Systems, Minneapolis, MN
o Receptor
antibodies : : : i
CD36 Rabbit | Novus Biologicals, Centennial, CO

Secondary Alexa Fluor 647 anti-goat IgG | Donkey

Invitrogen, Carlsbad, CA

antibodies Alexa Fluor 555 anti-rabbit IgG | Donkey

Invitrogen, Carlsbad, CA
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Supplementary figure 2.1: For optimization purposes, the effect of various incubation
time and doses of LPS and ATP were tested on WAT IL-18 secretion.

WAT samples were incubated with (A) an LPS dose curve for 6 hrs and subsequently with 5
mmol/L of ATP for 20 min (n = 1), (B) an LPS time curve using 1 ug/mL and subsequently with 5
mmol/L of ATP for 20 min (n = 1), (C) 0.3 ug/mL of LPS for 6 hrs and subsequently with an ATP
dose curve for 20 min (n = 3), (D) 0.3 ug/mL of LPS for 4 hrs and subsequently with an ATP time
curve using 3 mmol/L (n = 2). All experiments presented in this paper used a 4-hr incubation with
0.3 pg/mL of LPS and a 3-hr incubation with 3 mmol/L of ATP (dashed rectangles). The 4-hr
incubation with LPS was chosen for practical reason considering multiples experiments. ATP,
adenosine triphosphate; IL-1B3, interleukin 1B protein; LPS, lipopolysaccharide; WAT, white

adipose tissue.
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Supplementary figure 2.2: The effect of a dose-curve of FAs (oleate, palmitate and
EPA+DHA (2:1) bound albumin (0.105 mmol/L) on WAT IL-13 secretion compared to
medium or albumin (FAs carrier).

WAT samples were co-incubated with LPS (0.3 ug/mL, 4 hrs) followed by ATP (3 mmol/L, 3 hrs).
N=10 for medium alone, albumin alone, and 0.2 mmol/L FAs, n=6 for 0.1 mmol/L FAs and n=8
for 0.05 mmol/L FAs. All experiments presented in this paper used 0.2 mmol/L FAs (dashed
rectangle). ATP, adenosine triphosphate; DHA, docosahexaenoic acid; EPA, eicosapentaenoic
acid; IL-1B, interleukin 1B protein; LPS, lipopolysaccharide; WAT, white adipose tissue. * for
p<0.05, ** for p<0.01, *** for p<0.001 for EPA:DHA effects compared to albumin condition.
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Supplementary figure 2.3: Concentrations of FAs in fasting red blood cell
phospholipids at baseline (white bars) and after the omega-3 intervention (black bars)
in normoglycemic adult men and postmenopausal women.

n = 24 subjects (8 men and 16 women) unless indicated otherwise. ®for n = 23 subjects at
baseline; °for n = 12 subjects at baseline and n = 7 subjects post-intervention; *for n = 6 subjects
at baseline and post-intervention; %or n = 22 subjects post-intervention; ®for n = 22 subjects at
baseline and n = 17 subjects post-intervention; for n = 15 subjects at baseline and n = 2 subjects
post-intervention as the concentration of these FAs were below the detection limit. FA, fatty acid;
MUFA, monounsaturated fatty acid; PUFA, polyunsaturated fatty acid; SFA, saturated fatty acid.

** for p<0.01 and *** for p<0.001 for differences from baseline.
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Supplementary figure 2.4: Individual changes in response to the omega-3 intervention in (A) plasma apoB, (B) WAT
surface expression of LDLR, (C) WAT surface expression of CD36, (D) total GlIS\err, (E) C-peptide secretionwerr, (F)
IS (M/lciamp), (G) AUCenrs plasma TGs, (H) WAT IL-1B secretion induced by LPS (0.3 pg/mL, 4 hrs) and ATP (3 mmol/L, 3
hrs) and (I) WAT mRNA expression of NLRP3 in normoglycemic adult men and post-menopausal women.

(A and G) n =10 men and 17 women, (B and C) n =5 men and 12 women, (D) n = 8 men and 19 women, (E and F) n =9 men and 19
women, (H) n = 6 men and 10 women, (I) n =8 men and 15 women because of missing data. Apo, apolipoprotein; ATP, adenosine
triphosphate; AUCenrs, area under the 6-hr postprandial curve; CD36, cluster of differentiation 36; CTF, corrected total fluorescence;
CTL, control; GIIS, glucose-induced insulin secretion; HPRT, hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1; IL-1pB, interleukin 1 protein;
IS, insulin sensitivity; IVGTT, intravenous glucose tolerance test; LDLR, low density lipoprotein receptor; LPS, lipopolysaccharide; M/I,
glucose infusion rate divided plasma insulin at steady state; NLRP3, nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat containing nod-

like receptor, pyrin domain containing 3; TG, triglyceride; WAT, white adipose tissue.
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CHAPITRE V : DISCUSSION

1 Revue de la littérature: Nutritional management of hyperapoB

Depuis 2015, on dénombre 34 études correspondant aux critéres utilisés pour la revue de la
littérature présentée dans cette thése (études répondant aux mots-clés «diet and apoB» sur
Pubmed, écrites en anglais, chez I'adulte >18 ans, >2 semaines, excluant les études portant sur
les facteurs génétiques et les études observationnelles). Certaines d’entres elles apportent des
informations pertinentes sur des sujets qui demeuraient en suspend lors de la publication de la

revue. Ces aspects seront ainsi discutés dans cette section.

Depuis 2015, toutes les études portant sur I'impact de la diéte hypocalorique sur I'apoB
plasmatique ont été réalisées exclusivement chez les hommes, ne permettant pas de résoudre
les interrogations soulevées dans la revue quant aux différentes entre les sexes. Chez des
hommes avec obésité abdominale, une diéte hypocalorique induisant une perte de poids de 7 kg
(-2,3 kg/m?; -8,8 cm de circonférence de taille) réduit 'apoB plasmatique et plus spécifiquement
lapoB logée sur les VLDLs et non sur les LDLs (N=99 sujets caucasiens,
hypertriglycéridémiques, avec niveaux bas de HDLC, 30-65 ans, 25-40 kg/m?; essai prospectif; -
500 kcal incluant une alimentation saine et 160 min/semaine d’exercice aérobique a intensité
modérée; 1 an) (378). Ces données confirment les résultats rapportés dans la revue. Une autre
étude montre de fagon contradictoire aucun impact sur 'apoB plasmatique suite a une diete
hypocalorique (N=86 hommes atteints de maladie coronarienne sévére nécessitant un pontage,
39-79 ans; essai prospectif; -500 kcal incluant une alimentation saine et 150 min/semaine
d’exercice aérobique d’intensité modérée a intense; 1 an), mais la perte de poids induite est

nettement inférieure (-0,43 kg/m?; -2,54 cm de circonférence de taille) (379).

Récemment, on note un engouement pour la diéte cétogéne dans la communauté scientifique
(1428 articles publiés sur Pubmed avec les mots-clés “ketogenic diet” dans les 5 dernieres
années en date du 6 mai 2020). Toutefois, les résultats de la plus récente étude confirment la
conclusion de la revue selon laquelle les diétes trés faibles en glucides n’apportent pas
d’avantage sur I'apoB plasmatique comparativement aux diétes modérées en glucides. Chez des
sujets atteints du DbT2, la diete cétogéne, imposant une restriction sévére en glucides et une
restriction modérée en protéines, n’influence pas I'apoB plasmatique malgré une réduction du

poids corporel comparativement au traitement standard (N=245 sujets, ~54 ans, ~39,5 kg/m?;
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essai contrblé a devis ouvert non-randomisé; 1 an; aucune mesure objective des apports

alimentaires) (380).

La revue de littérature publiée en 2015 soulignait le manque de données permettant d’établir une
dose minimale de fructose induisant une augmentation de I'apoB plasmatique. Depuis, une étude
de dose-réponse montre que la consommation de boissons sucrées au fructose comparativement
a l'aspartame augmente I'apoB plasmastique postprandiale lorsque celles-ci représentent 17,5
% de I'apport énergétique, ainsi que I'apoB plasmatique a jeun lorsque celles-ci représentent 25%
de l'apport énergétique (N=85 sujets en santé et non fumeurs, 18-40 ans, 18-35 kg/m?; essai
controlé paralléle a double-insu non randomisé; sirop de mais a haute teneur en fructose; 2
semaines) (381). Egalement, une méta-analyse d’essais contrdlés (10 études, >7 jours, incluant
tous les états de santé) ajoute un aspect intéressant selon lequel la consommation de fructose
augmente 'apoB plasmatique seulement dans un contexte hypercalorique, c’est-a-dire lorsque le

fructose fourni des calories en excés par rapport a la diéte contréle (382).

Selon la littérature disponible en 2015, la substitution des AGSs par des AGPs entrainait une
réduction de I'apoB plasmatique. Toutefois, I'effet des AGPs w-6 sur la cinétique des lipoprotéines
était beaucoup moins bien documenté que celui des AGPs w-3 LC. Depuis, une étude chez des
hommes hypertriglycéridémiques résistants a l'insuline montre que la substitution des AGSs
(planifié : 13,4% AGSs; 14,4% AGMs; 4,0% AGPs w-6) par des AGPs w-6 (planifié : 6,0% AGSs;
14,2% AGMs; 11,5% AGPs w-6) réduit la vitesse de production des apoB logées sur les LDLs
(N=30 sujets en santé et non-fumeurs, 18-65 ans, >25kg/m?, circonférence de taille>94 cm; essai
randomisé contrblé chassé-croisé a double-insu; 4 semaines; 3 repas et 1 collation fournis/jour;
poids stable; planifié : ~35% lipides, ~50% glucides, ~16% protéines) (383). De plus, la littérature
était incompléte par rapport au bénéfice additif des AGPs w-3 LC chez les sujets déja sous
thérapie hypocholestérolémiante. Une nouvelle étude montre que la supplémentation en AEP et
ADH réduit 'apoB plasmatique méme chez les sujets atteints d’hypercholestérolémie familiale
déja traités sous statines seules ou combinées a I'ezetimibe (N=20 sujets non-fumeurs, 50%
hommes, 18-70 ans, <40 kg/m?; essai randomisé contrdlé chassé-croisé; 4 gl/jour d’Omacor
contenant 46% d’AEP et 38% d’ADH; 8 semaines; poids stable) (384).

En 2015, l'influence de la balance énergétique sur I'efficacité de la diéte nordique a réduire 'apoB
plasmatique demeurait inconnue. La diéte nordique avait uniquement été étudiée dans un

contexte isocalorique visant un poids stable. Une nouvelle étude a alors testé I'impact de la diete
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nordique “multifonctionnelle” (riche en antioxydants, poisson gras, fibres solubles, soya, orge
entier, amandes et stanols et a faible indice glycémique; planifié : 2195-2740 kcal, 18% protéines,
51% glucides, 31% lipides) comparativement a la diéte standard actuellement recommandée
(planifié : 2130-2690 kcal, 14% protéines, 55% glucides, 32% lipides) visant toutes deux I'atteinte
d’un poids santé (N=47 sujets en santé non fumeurs, 26% hommes, 51-72 ans, 25-34 kg/m?;
essai randomisé contrdlé paralléle; 8 semaines; menu et items alimentaires fournis) (385). Les
deux diétes induisent une perte de poids équivalente de 3 kg, mais seule la diéte nordique réduit

le ratio apoB/apoA1, renforgant 'importance de la qualité alimentaire sur le profil lipidique.

2 Manuscrit 1: The association of polyunsaturated fatty acid 6-5-
desaturase activity with risk factors for type 2 diabetes is
dependent on plasma apoB-lipoproteins in overweight and obese
adults

21 La pertinence et les forces

Dans ce manuscrit, nous montrons que I'activité estimée de la D5D corréle négativement avec
'apoB plasmatique tandis que ce n’est pas le cas pour les niveaux d'AGPs w-3 LC chez des
sujets normoglycémiques en surpoids. De plus, les associations négatives entre I'activité estimée
de la D5D et la résistance a l'insuline, I'hyper SIGS et le délai de clairance des chylomicrons,
cette derniére chez les femmes, sont dépendantes de I'apoB plasmatique. A l'inverse, I'activité
estimée de la D6D corréle positivement avec la résistance a I'insuline, I’hyper SIGS et le délai de
clairance des chylomicrons indépendamment de I'apoB plasmatique. Cette étude est la premiére
a investiguer le réle de I'hyperapoB dans les associations transversales entre les AGPs w-3 LC,
'activité des désaturases et les facteurs de risque de DbT2. Les études épidémiologiques
montrent qu’une faible activité de la D5D et une haute activité de la D6D (266, 275-277) prédisent
'incidence de DbT2, toutefois les mécanismes sont inconnus. On trouve une seule étude
rapportant une association négative et positive entre 'activité estimée de la D5D et de la D6D
respectivement et 'apoB plasmatique chez des adultes coréens (284). De plus, la plupart des
études ayant examiné l'activité des désaturases en relation avec les facteurs de risque de DbT2
ont utilisé des mesures a jeun. Ainsi, I'utilisation de méthodes dynamiques et de référence (gold-
standard), telles que le clamp Botnia et la clairance d’un repas gras, constitue une force de cette
étude. Ces méthodes permettent de dépister des anomalies du métabolisme postprandial qui
apparaissent précocement, soit avant le diagnostic de DbT2 (386). Egalement, ce projet regroupe

les deux sexes et teste les interactions avec le sexe pour chacune des corrélations observées.
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Nous montrons des associations négatives spécifiquement chez les femmes entre I'activité

estimée de la D5D et I'lL-1Ra plasmatique, ainsi que le délai de clairance des chylomicrons.

2.2 Les mécanismes de régulation de I’apoB plasmatique par les désaturases d’acides

gras impliquant la synthése endogéne d’AGPs w-3 LC

Plusieurs mécanismes pourraient expliquer qu’une activité élevée de D5D favorise de plus faibles
niveaux d’apoB plasmatique. Tout d’abord, la D5D produit directement le métabolite hautement
bioactif qu’est 'AEP, qui a son tour réduit I'apoB plasmatique chez I'humain tel que discuté
précédemment (section 4.1). En fait, une étude montre que l'activité estimée de la D5D est
associée a la synthése endogéne d’AEP en utilisant la méthode de référence soit la conversion
endogéne d’isotopes stables. Suite & I'ingestion d’un repas riche en "*C-AAL marqué, soit le
précurseur de 'AEP, I'activité estimée de D5D est associée positivement avec la concentration
plasmatique de "*C-AEP chez les sujets hyperlipidémiques (387). A 'opposé, la D6D produit des
précurseurs pour la synthése endogéne des AGPs LC dont les effets sur I'apoB plasmatique ou

le risque de DbT2 sont moins bien décrits.

De plus, plusieurs études génétiques montrent que les SNPs de FADS1 corrélent non seulement
avec l'activité de la D5D estimée a partir des AGPs n-6, mais également avec les niveaux d’AGPs
w-3 LC circulants (AEP et ADH). Dans une étude d’association pangénomique (N=1210 sujets
italiens), la présence de I'alléle mineur T/G du SNP rs174537 du géne FADS1 est positivement
associée aux concentrations plasmatiques d’AL et d’AAL et négativement associée aux
concentrations plasmatiques d’AAR et d’AEP (258). L’allele mineur G du SNP rs174547 du géne
FADS1 est associé a une faible activité de la D5D et de la D6D, a des niveaux élevés d’AL,
d’ADGL et d’AAL et a des niveaux faibles d’AGL, d’AAR, d’AEP et d’ADH dans les esters de
cholestérol plasmatiques (N=1246 Néerlandais) (388). De facon similaire dans une population
d’hommes finlandais non diabétiques, l'alléle mineur du SNP rs174550 du géne FADST est
associé a une faible d’activité estimée de la D5D et de la D6D, a des niveaux élevés d’AAL, d’AL
et ADGL et a des niveaux faibles d’AGL, d’AAR, d’AEP et d’ADH (N=962 sujets; 45-70 ans;

TGs et esters de cholestérol plasmatiques) (389).

A Tinverse, I'impact d’une variation génétique de FADS2 sur le profil d’acides gras circulants
semble moins fort comparativement a FADS71. Chez les Esquimaux d’'Alaska, il existe des
associations entre les SNPs des génes FADST et FADS?2 et les activités estimées de la D5D et

de la D6D, mais celles-ci sont plus fortes pour la D5D et avec une grande probabilité d’'un effet
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fonctionnel (N=761; globules rouges) (390). Dans une population d’adolescents européens, les
alleles mineurs de plusieurs SNPs des génes FADS1 ou FADS2 sont associés a une plus faible
activité estimée de la D5D, alors que seulement un alléle mineur du géne FADS?2 est associé a
une plus haute activité de la D6D (N=1144; estimé par ADGL/AL) (247). De plus, peu d’études
rapportent I'effet d’'une variation génétique de FADS2 séparément de FADS1 sur les niveaux
d’AGPs w-3 LC circulants.

Une activité élevée de la D5D et une activité faible de la D6D peuvent étre le reflet d’apports
alimentaires élevés en AGPs w-3 LC et donc étre un intermédiaire dans la relation entre la
consommation d’AGPs w-3 LC et I'abaissement du risque de DbT2. La supplémentation en AEP
et ADH (0,45 a 1,8 g/jour; 6 mois) comparé a I'huile d’olive dans un essai randomisé augmente
I'activité estimée de la D5D et réduit I'activité estimée de la D6D (N=310 sujets en santé; plasma
total) (391). Les chercheurs ont aussi trouvé une interaction entre le SNP rs174537 et la
supplémentation qui détermine de fagon significative I'activité estimée de la D5D. Plus
précisément, les porteurs de l'alléle mineur T ont une plus faible activité estimée de la D5D avant
la supplémentation, mais celle-ci augmente durant la supplémentation comparativement aux
sujets porteurs du double allele G dans le groupe placebo. De fagon similaire, dans une
population québécoise en surpoids, la supplémentation en AEP et ADH augmente I'activité
estimée de la D5D et les niveaux d’AEP et d’ADH et réduit I'activité estimée de la D6D et les
niveaux d’AAR, d’AL et d’AAL (N=208; 3-3,3 gl/jour; AEP :ADH 1,7-2:1; 6 semaines,
phospholipides plasmatiques; D6D estimé par ADGL/AL) (392). Egalement dans cette étude,
plusieurs effets d’interaction entre le génotype et le traitement (supplémentation) ont un impact

significatif sur I'activité estimée de la D6D aprés la supplémentation (392).

Il est important de mentionner que I'activité estimée de la D5SD ou de la D6D est une mesure
indirecte de I'activité de 'enzyme basée sur le ratio des acides gras précurseurs et produits. Ainsi,
elle est déterminée, d’'une part, par 'activité réelle de 'enzyme, soit la vitesse de conversion des
acides gras, qui est elle-méme influencée par des facteurs génétiques, épigénétiques,
nutritionnels, hormonaux, etc (393). D’autre part, elle est déterminée par le statut nutritionnel des
acides gras précurseurs et produits et leur utilisation dans les voies métaboliques telles que la
production d’eicosanoides ou l'incorporation dans les différents compartiments cellulaires. Par
exemple, lorsque les apports alimentaires en AGPs w-3 LC sont élevés, I'activité estimée de la
D5D qui est élevée ne semble pas refléter I'activité réelle de 'enzyme, car la conversion de 'AAL

en AEP se trouve plutot abaissée. Par un mécanisme de contre-régulation, les enzymes D5D et
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D6D sont régulées négativement par leurs produits, les AGPs LC, ce qui permet de maintenir un
niveau constant de ceux-ci (242, 394). En effet, la consommation d’'une diéte riche en AEP et
ADH (1,5 g/jour) augmente les concentrations d’AEP et d’ADH, mais réduit la conversion du *C-
AAL en ®*C-AEP, mesurées dans la phosphatidylcholine plasmatique (N=14 hommes en santé;
essai randomisé; 8 semaines) (395). De méme, la supplémentation en ADH réduit I'expression
génique de FADS1 dans les leucocytes sanguins (N=4 hommes hypertriglycéridémiques; 3
g/jour) (286). Chez la souris, la supplémentation en huile de poisson riche en AEP et ADH inhibe
’ARNm de la D5D et de la D6D en comparaison a I'acide oléique ou a I'acide linoléique (394).
Chez les adipocytes murins, 'AEP ou I'AAR réduisent I'expression génique de FADS1 et FADS2
comparativement au contréle, alors que 'AAL et 'AL n'ont aucun effet (396). De plus, en
I'absence de correction pour les facteurs nutritionnels, on ne trouve aucune corrélation entre
’ARNm de la D5D et de la D6D et les activités estimées de ces enzymes a partir des acides gras

du TAB sous-cutané de la fesse (N=294 hommes suédois; 63 ans d’age moyen) (397).

On peut avancer I'hypothése qu’une activité estimée élevée de la D5D reflete une condition
métabolique différente selon le niveau d’apport en AGPs w-3 LC. Par exemple, on peut imaginer
qu’une activité estimée élevée de la D5D refléte une conversion élevée d’AAL en AEP lorsque
les apports sont faibles tandis qu’elle reflete un catabolisme réduit de 'AAR en eicosanoides
lorsque les apports sont élevés. Par exemple, 'AEP inhibe I'oxygénation de ’'AAR sous I'action
de la COX-1 purifiée ce qui suggere une régulation du métabolisme des AGPs LC également en
aval de la D5D (398). De futures études doivent investiguer simultanément les apports
alimentaires AGPs w-3 LC, la conversion endogéne du C-AAL en *C-AEP, les activités
estimées des désaturases et les niveaux d’apoB plasmatique afin de clarifier I'interaction entre

ces différents facteurs dans la régulation des niveaux d’apoB-lipoprotéines.

2.3 Les mécanismes de régulation de I’apoB plasmatique par les désaturases d’acides

gras impliquant une dysrégulation du métabolisme lipidique

L’accumulation de lipides au foie pourrait expliquer en partie les associations observées entre
ces désaturases et le risque de DbT2. Puisque la disponibilité des lipides au foie est le principal
déterminant de la production de VLDLs (399), cette hypothése va de pair avec une régulation des
niveaux d’apoB plasmatique. Dans une analyse longitudinale, les activités estimées de la D5D et
de la D6D sont associées avec I'incidence de DbT2, de fagon négative et positive respectivement,
et ces associations sont grandement atténuées par un ajustement pour 'accumulation de lipides

au foie mesurée par le fatty liver index (N=1533 sujets; 35-64 ans; globules rouges) (278, 308).
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De plus, il est documenté que les sujets atteints de stéatose hépatique non alcoolique (non-
alcoholic fatty liver disease, NAFLD), comparativement aux sujets sains, ont une plus faible
activité de la D5D et une plus haute activité de la D6D, estimées a partir des lipides hépatiques
(400) ou des esters de cholestérol sériques (401). De méme, chez les sujets traités aux statines,
I'activité estimée de D5D est inversement corrélée au degré de stéatose hépatique mesuré par
tomodensitométrie, indépendamment du HOMA-IR, de I'[MC et de la protéine C-réactive (N=288;
71 ans d’age moyen; plasma total) (341). Egalement, des SNPs des génes FADS1, FADS2 ou
FADS3 sont associés positivement avec le contenu en lipides dans des échantillons de tissus
hépatiques humains (402). Les auteurs attribuent cet effet principalement a FADS1, car ces
mémes SNPs corrélent avec I'expression génique de FADS1, mais pas avec celle de FADS2 ou
FADSS3.

Des données suggerent qu’une activité élevée de la D6D affecte la répartition des acides gras
entre les voies métaboliques de fagon a favoriser I'utilisation des acides gras pour la désaturation
plutdt que la B-oxydation. En effet, la présence d’un alléle mineur de FADS2 (associé a un faible
ratio AAR/AL dans les globules rouges donc une faible désaturation) est associée a un plus haut
taux d’oxydation des gras mesuré par calorimétrie indirecte (403). Pareillement chez la souris, le
génotype GG d’'un SNP de FADS?2 est associé a un métabolisme basal supérieur (404). Celui-ci
est associé a un niveau élevé d’AAL et un niveau faible d’AAR dans le foie, suggérant une activité
réduite de la D6D. De méme dans notre cohorte, nous observons que l'activité estimée de la
D6D, contrairement a la D5D, corréle négativement avec le taux d’oxydation des lipides. Tel que
discuté précédemment, la supplémentation en AEP et ADH réduit I'activité estimée de la D6D
chez ’'homme (391, 392) et augmente I'oxydation des lipides dans le tissu adipeux (23, 326) et
les macrophages (315) de modéles animaux. Ainsi, on peut supposer qu’une activité estimée
élevée de la D6D implique un déficit en AGPs w-3 LC qui nuit a la capacité de I'organisme a

diriger les lipides vers la 3-oxydation.

Une dysrégulation des deux facteurs de transcription majeurs SREBP-1c¢ et PPAR-a pourrait étre
impliquée dans les altérations des activités des enzymes D5D et D6D et du métabolisme des
lipides. Tandis que le SREBP-1c régule la synthése des acides, le PPAR-a favorise I'oxydation
des acides gras. Les études chez la souris montrent que SREBP-1c et PPAR-a régulent aussi
I'expression génique de la D5D et de la D6D dans le foie, ce qui permet d’ajuster la synthése
endogene d’AGPs LC afin de répondre aux besoins cellulaires, ceci en fonction du statut

nutritionnel en énergie et en AGPs w-3 LC (394). D’une part, a I'état de jeline, I'expression de la
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D5D et de la D6D est induite par PPAR-a (394). D’autre part, a I'état de réalimentation,
I'expression de la DSD et de la D6D est activée par SREBP-1c lors d’'une diéte faible en AEP et
ADH, tandis qu’elle est réduite par une répression de SREBP-1c lors d’'une diéte riche en AEP et
ADH (394, 405). Dans I'obésité, il semble y avoir une dysrégulation de ces deux facteurs de
transcription, qui méne a un débalancement entre la lipogénése de novo et I'oxydation des acides
gras favorisant I'accumulation de lipides au foie. Chez les sujets obéses comparativement aux
sujets minces, I'expression génique de SREBP-1c et PPAR-a dans le foie est respectivement
plus élevée et plus faible (406). De plus dans cette population, le ratio de I'expression génique de
SREBP-1c/PPAR-a dans le foie corréle positivement avec la résistance a l'insuline mesurée par
HOMA-IR et négativement avec le contenu en AGPs w-3 LC dans le foie (406). Dans un modele
de souris diabétique, la délétion de SREBP-1 réduit 'accumulation de TGs au foie (407). A
l'inverse, les fibrates sont des agonistes de PPAR-a utilisés pour traiter I'hypertriglycéridémie qui
améliorent la résistance a l'insuline mesurée par HOMA-IR chez I’humain (408). Ainsi, on peut
émettre I'hypothése qu’une surcharge énergétique entraine une dysrégulation des facteurs de
transcription SREBP-1c et PPAR-a qui affecte a la fois I'activité des enzymes D5D et D6D et la

disponibilité des lipides pour la synthése des lipoprotéines.

24 La controverse au sujet des désaturases d’acides gras dans les modéles animaux

Les études chez I'animal d’inhibition de la D5D ou de la D6D permettent en théorie de mieux
isoler 'impact de chacune de ces enzymes sur le métabolisme. Toutefois, elles rapportent des
résultats contradictoires possiblement en raison des limites méthodologiques de ces modéles.
De fagon controversée, la déficience compléete en FADS2 (homozygote) chez la souris réduit le
poids et la taille des adipocytes, mais altére la sensibilité a I'insuline mesurée par un test de
tolérance au glucose (409). Toutefois, un groupe a montré que la souris partiellement déficiente
en FADS?2 (hétérozygote) est protégée du défaut de tolérance au glucose induit par la diéte riche
en gras (410). Ce modéle vise a reproduire I'effet d’'un SNP de la FADS2 chez I'humain, c’est-a-

dire a éliminer seulement une fraction de I'activité de la D6D.

Quant a la délétion de FADS1 chez la souris, elle semble induire des changements opposés sur
le métabolisme du glucose et de I'inflammation qui nécessitent plus d’exploration. Chez la souris
sous diéte riche en gras, la délétion de FADS1 améliore la tolérance au glucose et réduit le poids
et l'apparition de plaques athéromateuses (411). Aussi chez la souris déficiente en LDLR et
supplémentée en précurseurs d’AGPs w-3 (AAL et acide stéaridonique (C18:4w-3)), l'inhibition

de FADS1 spécifiquement dans le foie, le tissu adipeux et le systéme réticulo-endothélial par
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I'utilisation d’un oligonucléotide antisens réduit le poids et les TGs hépatiques et améliore la
tolérance au glucose (412). A Tinverse, ce traitement semble promouvoir l'inflammation
systémique et hépatique. Notamment, il augmente le niveau d’IL-1B plasmatique stimulé par la

LPS et TARNm des marqueurs de macrophages F4/80 et CD68 dans le foie.

L’inhibition compléte d’'une des deux enzymes chez I'animal peut ne pas représenter un effet
physiologique chez I’humain. En fait, on note que chez 'humain, plusieurs SNPs dans les génes
FADS1 et FADS2 sont en déséquilibre de liaison, c’est-a-dire que leurs fréquences ne sont pas
aléatoires, mais plutdt interreliées (247). Egalement, on observe une augmentation
compensatoire de ’TARNm de FADS1 dans le foie des souris déficientes en FADS2, ce qui pourrait
expliquer certains résultats contradictoires (409). Enfin, il est possible que les études chez

I'animal négligent I'effet d’interaction entre le génotype et la diéte présent chez I'lhumain.

2.5 Les limites et considérations

Une limite importante de cette étude est I'estimation de I'activité des désaturases par I'utilisation
des ratios des acides gras produits/précurseurs plutét que la mesure directe de I'activité de ces
enzymes dans le foie. Les mesures estimées des activités des désaturases sont communément
utilisées dans les études chez I'’humain (241, 275, 308, 309, 311, 413). Toutefois, la méthode
idéale est la mesure directe de I'activité de la D5D et de la D6D dans des biopsies de foie, le site
principal de leur activité, par la quantité d’acides gras produits (AAR et AGL respectivement) a
partir des acides gras substrats directement ajoutés (ADGL et AL respectivement). On trouve une
seule étude récente ayant utilisé cette méthode, qui montre que les activités hépatiques de la
D5D et de la D6D, ainsi que le contenu hépatique en AEP+ADH (% acides gras totaux), sont
inférieurs chez les sujets obéses avec NAFLD en comparaison aux sujets non obéses sans
NAFLD (N=28) (414). Egalement dans cette étude, les activités de la D5D et de la D6D corrélent
négativement avec la résistance a l'insuline mesurée par HOMA-IR. Ces résultats supportent

donc I'hypothése d’un role protecteur de la D5D sur le risque cardiométabolique.

Notre étude rapporte les activités estimées de la D5D et de la D6D a partir des acides gras des
phospholipides plasmatiques. En effet, les acides gras peuvent étre mesurés dans différents
compartiments, soit des sites de transport (plasma), de fonctionnalité (phospholipides cellulaires)
ou de stockage (TGs du TAB). Les phospholipides plasmatiques et les érythrocytes sont
généralement reconnus comme de bons marqueurs de I'apport alimentaire en AEP et ADH a

court terme et a long terme respectivement. Lorsqu’on tente de corréler la dose d’AEP+ADH
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consommeée et le % d’AEP+ADH dans les différents compartiments d’acides gras, on trouve les
plus fortes corrélations pour la phosphatidylcholine plasmatique (forme majeure de
phospholipides) et les plaquettes, suivi de prés des érythrocytes et des cellules mononucléées,
alors que la corrélation pour le TAB sous-cutané abdominal est trés faible, ceci aprés 12 mois de
supplémentation (N=163 sujets adultes; essai randomisé; 0-1.87 g/jour d AEP+ADH; AEP:ADH
0,85:1) (415). Dans cette étude, on observe un niveau maximal d’'incorporation de 'AEP et de
I’ADH dans la phosphatidylcholine aprés 1-2 semaines, dans les plaquettes aprés 3-8 semaines,
dans les cellules mononucléées aprées 6-9 mois et dans les érythrocytes aprés 2-10 mois (415).
A titre comparatif, une autre étude rapporte un niveau maximal d’incorporation de 'AEP dans les
esters de cholestérol aprés 4-8 semaines et dans les érythrocytes aprés 6 mois, tandis que le
niveau dans le TAB n’a pas atteint de plateau a 12 mois (N=58 hommes moines; 0-2.92 g/jour
d’AEP+ADH; AEP:ADH 5:1) (416). Les estimations des activités de la D5D et de la D6D obtenues
a partir des acides gras circulants peuvent étre des indicateurs de I'activité de ces enzymes dans
plusieurs tissus. En effet, les activités estimées de ces enzymes obtenues a partir des lipides
plasmatiques corrélent avec les valeurs obtenues a partir des lipides de plusieurs tissus cruciaux
pour ’homéostasie du glucose : le foie humain (401), les phospholipides du muscle squelettique
humain (417) et les TGs du TAB humain (D6D estimé par ADGL/AL) (340).

Ces résultats sont de nature corrélative, mais permettent de générer des hypothéses sur les
mécanismes reliant les activités de la D5D et de la D6D au risque de DbT2 spécialement vis-a-
vis de la régulation du métabolisme des apoB-lipoprotéines. A ce point, on ne peut certifier d’'un
effet causal de régulation des niveaux d’apoB plasmatique par la D5D. Plus d’études

mécanistiques sont nécessaires afin d’explorer cette hypothése.

3 Manuscrit 2: EPA and DHA inhibit interleukin 1B secretion by

human white adipose tissue

31 La pertinence et les forces

Dans ce manuscrit, nous montrons en premier lieu que I'apoB plasmatique corréle avec une plus
haute activité de I'inflammasome NLRP3 dans le TAB et que tous deux corrélent aussi avec de
plus hauts facteurs de risque de DbT2, soit une hyper SIGS, un défaut de clairance postprandiale
des gras et une résistance a l'insuline. En deuxiéme lieu, nous montrons que la supplémentation
en AEP et ADH améliore la 1° phase de SIGS, le disposition index et la clairance postprandiale

des TGs chez tous les sujets, tandis qu’elle réduit 'apoB plasmatique, I'expression du LDLR et
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du CD36 dans le TAB, 'activité de I'inflammasome NLRP3 dans le TAB et la résistance al'insuline
spécifiguement chez les sujets présentant des niveaux initiaux élevés de ceux-ci. En troisieme
lieu, nous montrons que I'exposition directe a 'AEP et ’ADH ex vivo dans le TAB humain réduit
la sécrétion d’IL-1f basale ou induite par des signaux classiques, soit le LPS et 'ATP, ou par les

LDLs natives, comparativement a I'acide palmitique.

Jusqu’a ce jour, aucune étude n’a investigué si la supplémentation en AEP et ADH peut constituer
une thérapie ciblée contre I’hyperapoB afin de réduire I'activité de l'inflammasome NLRP3 dans
le TAB humain et les facteurs de risque de DbT2. En effet, de récentes évidences suggérent que
I’hyperapoB est une cause et non seulement une conséquence du DbT2. L'apoB plasmatique
prédit I'incidence de DbT2 dans plusieurs populations humaines indépendamment des facteurs
de risque traditionnels tels que I'age, I'adiposité centrale et la glycémie a jeun (128, 129, 418).
Egalement, notre laboratoire a montré que I'apoB plasmatique corréle avec les facteurs de risque
de DbT2 chez des sujets en surpoids normoglycémiques, incluant la dysfonction du TAB, le délai
de clairance postprandiale des gras, la résistance a l'insuline, 'hyper SIGS et I'inflammation
chronique (127, 131, 132). De plus, I'exposition directe aux LDLs natives altére la différenciation
et la fonction des adipocytes murins et du TAB humain (6, 8). Des données suggérent que
I'activation de l'inflammasome NLRP3 pourrait étre un des mécanismes expliquant I'effet nocif
des apoB-lipoprotéines sur la fonction du TAB et la relation avec les facteurs de risque de DbT2.
Une récente publication de notre groupe montre que l'association entre I'’hyperapoB et la
résistance a I'insuline, ainsi que I'’hyper SIGS est dépendante des niveaux plasmatiques d’IL-1Ra
chez des sujets normoglycémiques (131). De plus, des études suggérent que I'amorcage et
I'activation de I'inflammasome NLRP3 peuvent étre déclenchés par I'exposition aux LDLs natives
chez les cellules tubulaires épithéliales (184) ou aux LDLs oxydées ou minimalement modifiées
chez les cellules immunitaires (185-190, 199). Cependant, aucune étude n’a encore investigué
les approches nutritionnelles permettant de cibler I'hyperapoB, ainsi que [l'activation de

inflammasome NLRP3 comme mécanisme sous-jacent favorisant le DbT2.

Il s’agit de la premiére étude a montrer que la supplémentation en AEP et ADH réduit la sécrétion
d'IL-1B ex vivo dans le TAB humain. Les rares études ayant examiné la régulation de
'inflammasome NLRP3 dans le TAB humain ont mesuré I'expression génique de ses sous-unités.
En fait, la supplémentation en AEP et ADH combinés réduit I'expression génique de I'lL-13 et de
la caspase-1, mais pas celle de NLRP3 (26) et module I'expression génique de 'lL-1Ra en

réponse a 'administration de LPS (369) dans le tissu adipeux glutéal de sujets obéses ou sains
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respectivement. Egalement, la consommation de poisson gras riche en AEP et ADH réduit aussi
I'expression génique de I'lL-1Ra dans le tissu adipeux abdominal sous-cutané chez des sujets
atteints d’hyperglycémie a jeun (368). Du c6té des monocytes de sujets humains sains, 8 des 35
études de cohortes revues par Sijben et al rapportent une réduction de la sécrétion d’IL-1B ex
vivo suite a la supplémentation en AEP et ADH combinés (364). Quant a la souris sous diéte
riche en gras, la supplémentation en AEP et/ou ADH réduit la sécrétion d’IL-18 (ADH seul) (365),
ainsi que I'expression génique de I'lL-1Ra (AEP et ADH combinés) (27) et de I'lL-13 (AEP et ADH
combinés) (366), tous dans le tissu adipeux. De méme, la modification génétique permettant la
synthése endogéne d’AGPs w-3 LC chez la souris sous diéte riche en gras réduit la concentration
d’'IL-1B dans le tissu adipeux (lysat) (338).

Egalement, notre étude est la premiére & montrer que I'exposition directe a 'AEP et I'’ADH réduit
la sécrétion d’IL-18 par le TAB humain. Ex vivo dans le tissu adipeux abdominal de sujets obéses,
'AEP et 'ADH individuellement réduisent I'expression génique de I'IL-13, de NLRP3 et de la
caspase-1 (26). Chez les adipocytes, 'AEP et/ou 'ADH réduisent I'activation de TLR2 et de NF-
kKB (AEP) (374) et l'expression génique de lIL-13 et de la caspase-1 (AEP et ADH
individuellement) (26). Plus d’études ont été réalisées chez les cellules immunitaires ou
I'amorgage de l'inflammasome NLRP3 est réduit en premier lieu par 'ADH, mesuré par une plus
faible activation de TLR4 (370) et de NF-«kB (370, 371), expression protéique de NLRP3 (371)) et
expression génique de I'lL-1B, de NLRP3 et de la caspase-1 (26), et en deuxiéme lieu par 'AEP,
mesuré par une plus faible expression génique de NLRP3 et de la caspase-1 (26). Egalement
chez les macrophages, 'AEP et 'ADH individuellement réduisent I'activation de I'inflammasome
NLRP3, soit le clivage de la prolL-1(3 et de la procaspase-1 en leurs formes actives (365), ainsi
que la sécrétion d’IL-18 (365, 371, 372).

La force majeure de cette étude est son caractére translationnel. En effet, elle fait le paralléle
entre des observations cliniques in vivo chez 'humain et des mécanismes fondamentaux testés
ex vivo sur le TAB de ces mémes individus. Elle utilise des méthodes de référence (gold-
standard), soit le clamp Botnia et la clairance d’un repas gras tel que mentionné précédemment.
Egalement, la compliance a l'intervention a été confirmée par la mesure objective des AGPs w-3

LC dans les phospholipides des globules rouges.
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3.2 Les mécanismes d’inhibition de I'inflammasome NLRP3 par les AGPs w-3 LC

Quelques mécanismes ont été proposés afin d’expliquer I'effet d’inhibition des AGPs w-3 LC sur
l'activité de l'inflammasome NLRP3. Premiérement, plusieurs études suggérent que I'inhibition
de lI'inflammasome NLRP3 par les AGPs w-3 LC serait dépendante de leur liaison au FFA1 et au
FFA4. Les AGPs w-3 LC sont des ligands endogénes des FFA1 et FFA4 (365, 366). Chez la
souris sous diéte riche en gras, la déficience en FFA4 prévient les effets bénéfiques de la
supplémentation en AEP et ADH combinés sur I'inflammation du TAB, c’est-a-dire la réduction
de I'expression génique des facteurs pro-inflammatoires tels que 'lL-13, I'lL-6, TNF-a et MCP-1,
et 'augmentation de I'expression génique des facteurs anti-inflammatoires tels que I'lL-10 (366).
La liaison au FFA4 permet de bloquer une cascade ayant de vastes effets anti-inflammatoires.
Chez les monocytes stimulés par le LPS, 'ADH active le récepteur FFA4, ce qui permet son
couplage avec la B-arrestin2, I'endocytose du FFA4 et linhibition de I'association entre
transforming growth factor-b activated kinase 1 (TAK1) et TAK1 binding protein 1, des voies pro-
inflammatoires JNK et NF-kB et de la sécrétion de TNF-a (366). Tous ces effets sont atténués
par la déficience en FFA4 ou en B-arrestin2. Chez les macrophages, I'AEP et 'ADH
individuellement inhibent la sécrétion d’IL-1[3, ceci par un mécanisme dépendant de la liaison aux
FFA4 (365, 371) et FFA1 (365) et du recrutement de la B-arrestin2 (365, 371). Dans les
adipocytes murins, 'ADH réduit I'expression génique de I'lL-1B induite par le LPS et augmente
I'expression génique de FFA4 induite par le LPS en comparaison au contrdle et a 'AAR(362). Le
FFA4 peut également contribuer a plusieurs des améliorations métaboliques induites par les
AGPs w-3 LC. Chez la souris sous diéte riche en gras, la déficience en FFA4 prévient
'augmentation de la sensibilité a I'insuline systémique suite a la supplémentation en AEP et ADH
combinés (366). Chez les adipocytes murins, 'ADH stimule le transport du glucose par un
mécanisme dépendant de sa liaison au FFA4 (366). Chez les préadipocytes bruns et beiges de
souris, 'AEP augmente I'expression génique et la sécrétion du fibroblast growth factor-21, un
facteur hormonal favorisant I'activation de la thermogenése dans le tissu adipeux brun et blanc,

ceci seulement chez les cellules exprimant le FFA4 (334).

Deuxiémement, les AGPs w-3 LC inhibent les TLRs qui sont impliqués dans I'amorgcage de
linflammasome NLRP3. Plus spécifiquement, 'ADH inhibe les effets induits par le LPS ou I'acide
laurique de type saturé (C12:0), nommément le recrutement de TLR4 et des molécules
adaptatrices en aval TIR domain-containing adaptor inducing interferon-B et myeloid
differentiation factor 88, la dimérisation de TLR4, I'activation de NF-kB et la production de ROS,

ceci dans les cellules immunitaires murines (370). De méme chez les adipocytes murins
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primaires, I'ajout d’AEP réduit I'expression protéique de TLR2, la translocation au noyau de NF-
KB et la sécrétion d’IL-6 en comparaison au LPS seul (374). Comparativement a 'ADH, 'AAR
augmente I'expression génique de NLRP3 et cet effet est partiellement aboli par un antagoniste

du TLR4 dans une lignée d’adipocytes murins stimulés avec le LPS (362).

Troisiemement, les AGPs w-3 LC pourraient inhiber I'inflammasome NLRP3 en abaissant le
niveau de stress oxydant. Les ROS sont connus comme des signaux d’amorgage (182, 191) et
d’activation (196) de linflammasome NLRP3. Chez les macrophages exposés a lurate
monosodique, 'ADH inhibe la sécrétion d’IL-1p3, I'expression protéique du précurseur de I'lL-1(,
I'expression génique de NLRP3 et les niveaux de ROS (419). Egalement, il augmente
I'expression génique des enzymes antioxydantes telles que ’héme-oxygénase 1, la catalase et
la NADPH:quinone oxydoréductase 1, ainsi que la translocation dans le noyau du facteur de
transcription nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) qui régule ces génes (419). Chez
les macrophages, la délétion de Nrf2 atténue I'effet inhibiteur de 'ADH sur la sécrétion d’IL-13
(420). De facon similaire chez le rat, la supplémentation en AEP et ADH augmente I'activité de la
catalase et la translocation au noyau de Nrf2, en plus d’augmenter le contenu en glutathion et en
SOD, qui contribuent a la défense antioxydante, et de réduire I'expression protéique de NF-kB,
ceci dans les testicules suite a une ischémie-reperfusion (421). Confirmant ces données chez
’humain, une étude montre que la supplémentation en AEP et ADH augmente le statut
antioxydant plasmatique total ainsi que I'expression génique de Nrf2 dans les cellules
mononucléées du sang périphérique chez les sujets atteints du DbT2 (N=61; 2,7 g/jour; ratio
AEP:ADH de 2:1; 10 semaines, essai randomisé contrbélé) (422). De plus, la voie pro-
inflammatoire de NF-kB induite par le stress oxydant jouerait un réle important dans le
développement de la résistance a I'insuline. Chez les adipocytes, le traitement avec le buthionine
sulfoximine, qui inhibe la synthése du glutathion, réduit la captation du glucose induite par
insuline, ainsi que la signalisation de l'insuline mesurée par la phosphorylation de I'IRS-1,
I'activité de la PI-3K et la translocation du GLUT4 a la membrane plasmique, et ces effets sont
atténués par l'inhibition de la voie de NF-kB (423). Ainsi, il serait intéressant d’'investiguer dans le
futur si le stress oxydant peut jouer un réle dans l'effet des AGPs w-3 LC sur I'inflammasome

NLRP3 et la résistance a l'insuline spécifiquement dans le TAB humain.

Quatriemement, 'augmentation de la sécrétion d’adiponectine induite par les AGPs w-3 LC
pourrait contribuer a réduire I'activité de I'inflammasome NLRP3. L’adiponectine est une protéine

sécrétée par le tissu adipeux associée a la sensibilité a l'insuline chez I'humain (68) et favorisant
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la captation du glucose induite par I'insuline chez I'adipocyte (69). La supplémentation en AEP et
ADH augmente le niveau d’adiponectine circulante chez I'humain selon une méta-analyse
d’essais randomisés contrblés (424). Pareillement chez la souris sous diete riche en gras, la
supplémentation en AEP et ADH augmente la concentration plasmatique et I'expression génique
dans le tissu adipeux de I'adiponectine (18, 27, 337). Chez les adipocytes murins, I'exposition a
'AEP et 'ADH individuellement augmentent TARNm de I'adiponectine (425). Les canaux de
calcium semblent jouer un réle dans la régulation de la sécrétion d’adiponectine par les AGPs w-
3. Ex vivo, I'exposition a 'AAL augmente la sécrétion d’adiponectine par le tissu adipeux
seulement en provenance de la souris exprimant le canal calcique transient receptor potential
canonical 5 (426). Ce canal est régulé négativement par 'AAL, mais aussi par 'AEP et 'ADH in
vitro chez les cellules rénales embryonnaires humaines (426). Des études portent a croire que
linhibition de linflammasome NLRP3 par les AGPs w-3 LC serait provoquée par une
augmentation de la sécrétion d’adiponectine. Dans un modéle expérimental unique, un groupe a
étudié 'effet d’'une diéte enrichie en huile de poisson donnée a des souris sur les macrophages
isolés de ces souris et cocultivés avec des adipocytes murins et stimulés par le LPS (427). lIs
montrent que les AGPs w-3 LC réduisent I'expression génique de NLRP3, de la caspase-1 et de
I'IL-1B et la phosphorylation de NF-kB et que ces effets sont partiellement abolis par un anticorps
neutralisant I'adiponectine. A noter, l'effet des AGPs w-3 LC de réduction de I'activité de la
caspase-1 et des niveaux cellulaires d’IL-13 est indépendant de I'adiponectine, suggérant un effet
davantage sur 'amorcage que sur l'activation de I'inflammasome NLRP3. De facon similaire,
I'exposition a I'adiponectine réduit I'activation de NF-kB chez les adipocytes murins stimulés par
le LPS (428).

Cinquiémement, I'autophagie pourrait étre un des mécanismes par lequels les AGPs w-3 LC
régulent I'activité de lI'inflammasome NLRP3. Il s’agit d’'un processus qui permet de digérer des
constituants cellulaires par I'action d’enzymes de lyse lysosomales (429). L’ADH induit
'autophagie par un mécanisme dépendant de la production de ROS mitochondriaux dans une
lignée de cellules cancéreuses de prostate (430). L’autophagie peut jouer un rdle physiologique
protecteur en tamponnant I'inflammation. Plus spécifiquement, une étude montre que de stimuler
'autophagie atténue I'activation de l'inflammation NLRP3, tandis que son blocage rehausse
I'activation de l'inflammasome NLRP3 chez les monocytes et macrophages humains (431). La
supplémentation en huile de poisson, comparativement a I'huile de palme chez la souris, réduit
la sécrétion d’IL-1B, ’TARNm de NLRP3 et le clivage de la procaspase-1 chez les macrophages

isolés de ces souris (432). Ces effets sont abolis par la délétion de I'autophagy-related protein
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(ATG) 5, une molécule considérée comme essentielle a la formation des vésicules
autophagiques. Egalement, cette supplémentation réduit la dysfonction mitochondriale et abaisse
les niveaux intracellulaires de ROS, qui sont deux mécanismes affectés par I'autophagie et aussi
impliqués dans I'activation de l'inflammasome NLRP3. Egalement in vitro chez les cellules
mononucléées du sang périphérique, I'exposition a I’ADH inhibe la sécrétion d’IL-1 stimulée par
le LPS et 'ATP seulement chez les cellules exprimant TATG7, requise pour I'activation de 'ATG5
(371).

Sixiemement, la régulation des niveaux d’eicosanoides et de docosanoides pourrait constituer un
des mécanismes par lesquels les AGPs w-3 LC abaissent I'activité de l'inflammasome NLRP3.
Un essai randomisé contr6lé chez '’humain montre que la supplémentation en AEP et ADH
augmente la production d’eicosanoides et de docosanoides anti-inflammatoires dans le tissu
adipeux: les résolvines E1 et D1, la protectine D1 et le 17-hydroxydocosahexaenoic acid (N=55
sujets séverement obéses; 3,36 g/jour; AEP:ADH 1,2:1; 8 semaines) (24). Ex vivo, I'exposition a
la résolvine D1 ou a la résolvine D2 réduit la sécrétion d’IL-13 et augmente la sécrétion
d’adiponectine par le tissu adipeux de souris obéses (433). Egalement, I'administration
systémique de 717-epi-resolvin D1 (forme de résolvine D1 ciblée par l'aspirine) ou de son
précurseur réduit le niveau d’IL-13 dans le tissu de la pate postérieure d’'un modeéle de rat atteint
de douleur inflammatoire et arthrite (434). A 'opposé, I'exposition & la prostaglandine E2
augmente I'expression protéique du NLRP3, de 'ASC, de la procaspase-1 et de I'lL-1B in vitro
dans les cellules endothéliales microvasculaires rétiniennes humaines (435). Plus d’études sont
requises afin de déterminer si I'effet des AGPs w-3 LC sur I'activité de I'inflammasome NLRP3

est dépendant d’'un changement des niveaux d’eicosanoides et de docosanoides.

Septiémement, le PPAR-a peut étre impliqué dans la réponse métabolique aux AGPs w-3 LC. Il
s’agit un facteur de transcription qui intervient principalement dans la régulation de la dépense
énergétique et du métabolisme des lipides (436, 437). |l favorise 'oxydation des acides gras et
abaisse l'inflammation, notamment la voie de NF-k(3, et le stress oxydant. L'AEP et 'ADH sont
des ligands de PPAR-a, de méme que les fibrates prescrits pour le traitement de
I'hypertriglycéridémie. La supplémentation en AEP et ADH chez le rat male entraine, dans le foie,
la formation de complexes entre le PPAR-a et la sous-unité p65 du NF-kB, augmente I'expression
génique de CPT1 et ACOX sous le controle de PPAR-a, et prévient la hausse induite par

ischémie-reperfusion de I'activité de liaison de NF-kB et de I'expression génique de I'lL-1(3 et de
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TNF-a (438). Toutefois, aucune étude n’a encore examiné si l'inhibition de I'inflammasome
NLRP3 induite par les AGPs w-3 LC est dépendante d’'une régulation de PPAR-a.

3.3 Les mécanismes d’inhibition de I’effet des apoB-lipoprotéines par les AGPs w-3 LC

Récemment, un nouveau paradigme a été proposé selon lequel I'expression de la voie des
récepteurs d’apoB-lipoprotéines tels que le LDLR et le CD36, déterminant leur internalisation
dans les tissus extrahépatiques, prédit le risque de DbT2, au-dela de la quantité d’apoB-
lipoprotéines circulantes. Les conditions humaines entrainant une hausse de la voie des
récepteurs d’apoB-lipoprotéines, telles que les mutations hypocholestérolémiantes des génes
PCSK9 ou HMGCR (146, 147) ou la prise de statines inhibant la HMGCR (148), sont positivement
associées a l'incidence et/ou a la prévalence de DbT2. Egalement, notre groupe a publié que le
ratio de I'apoB plasmatique sur la PCSK9 plasmatique, proposé comme marqueur clinique de
I'internalisation des apoB-lipoprotéines par les récepteurs, corréle avec de plus hauts facteurs de
risque de DbT2 incluant la dysfonction du TAB, I'hypertriglycéridémie postprandiale, la résistance
a l'insuline et 'hyper SIGS (145).

Plusieurs évidences portent a croire que l'activation de I'inflammasome NLRP3 par les apoB-
lipoprotéines dépend de leur internalisation par leurs récepteurs tels que le LDLR et le CD36.
Dans le tissu adipeux de souris, I'exposition aux statines, qui stimule la voie du LDLR, augmente
la sécrétion d’IL-1B induite par le LPS (439). Egalement, elle altére la phosphorylation de I'Akt
seulement en présence de NLRP3. L’expression du LDLR est régulée de fagon étroite par
SREBP-2, un facteur de transcription jouant un réle majeur dans 'homéostasie du cholestérol
(440). Lorsque la concentration de cholestérol intracellulaire est faible, I'activation de SREBP-2
stimule la transcription des génes du LDLR et de la HMGCR et ainsi la captation et la synthése
de cholestérol. A linverse, lorsque la concentration de cholestérol intracellulaire est élevée, le
SREBP-2 est inactif et les voies sous sa régulation sont abaissées. Une dérégulation de SREBP-
2 pourrait contribuer a 'activation de I'inflammasome NLRP3. Une étude rapporte que I'ablation
de SREBP-2 ou de la protéine qui permet sa translocation au Golgi, nommée SREBP cleavage
activating protein (SCAP), réduit l'activation de linflammasome NLRP3 in vitro chez les
macrophages et in vivo chez la souris (441). Egalement, 'administration de statines chez la souris
augmente les niveaux sériques d’IL-13 seulement en présence de SCAP. Quant au réle du CD36,
il a été montré que sa délétion, chez les macrophages, atténue la sécrétion d’IL-1B induite par
les LDLs oxydées (185). Enfin, dans les cellules mononucléées sanguines périphériques,

I'expression génique de I'lL-13 augmente aprés un repas riche en gras seulement chez les sujets
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atteints d’une perte de fonction de la PCSK9 contrairement aux sujets non atteints (442).
Récemment, il a été découvert que la résistine, une adipokine impliquée dans le développement
de la résistance a l'insuline et activant les voies pro-inflammatoires telles que NF-kB, partage un
récepteur commun avec la PCSK9, soit I'adenylyl cyclase-associated protein 1, ce qui suggére

une régulation conjointe de ces processus (443).

En réalité, notre étude est la premiére a montrer que la supplémentation en AEP et ADH réduit
I'expression des récepteurs LDLR et CD36 a la surface du TAB humain chez les sujets présentant
des niveaux initiaux élevés de ceux-ci. Concernant le LDLR, quelques études ont montré une
réduction de son expression dans d’autres organes que le TAB suite a la supplémentation en
AGPs w-3 LC. La supplémentation en AEP et/ou ADH réduit I'expression génique du LDLR dans
les cellules mononucléées du sang périphérique de femmes atteintes de diabéte gestationnel
(AEP et ADH combinés) (285) et dans les leucocytes sanguins d’hommes
hypertriglycéridémiques (ADH) (286). Toutefois, certaines études chez I'animal rapportent des
résultats divergents. Des différences dans le métabolisme des lipides et des lipoprotéines entre
les modeéles peuvent expliquer certains résultats contradictoires. En réalité, les rats et les souris
n’expriment pas la CETP et présentent une prédominance de HDLs en circulation. A l'inverse, les
hamsters et les humains soumis a une diéte obésogeéne présentent une prédominance de LDLs
et dépendent donc davantage du LDLR pour la clairance des lipoprotéines (444, 445). Ainsi, la
supplémentation en ADH réduit I'expression protéique et génique du LDLR dans le foie de
hamsters (287, 288), tandis que la supplémentation en AEP ou ADH individuellement augmente
I'expression protéique du LDLR dans le foie de rates femelles (289). Egalement, des études in
vitro montrent que la composition en acides gras des lipoprotéines influence leur mode
d’internalisation. Chez les fibroblastes humains, les lipoprotéines riches en TGs enrichies en
AGPs w-6 sont préférentiellement internalisées via la voie du LDLR, tandis que celles enrichies
en AGPs w-3 utilisent les protéoglycanes ou d’autres mécanismes indépendants du LDLR (446).
Similairement, I'exposition aux VLDLs provenant de hamsters supplémentés en ADH réduit

I'expression génique du LDLR et la captation des LDLs dans les cellules hépatiques (287).

Vis-a-vis de limpact des AGPs w-3 LC sur I'expression du CD36, les études rapportent des
résultats trés variables selon le tissu ou le type cellulaire étudié. La supplémentation en AEP et
ADH combinés réduit I'expression génique du CD36 dans le tissu adipeux viscéral gonadique de
la souris méle déficiente en LDLR et sous diéte obésogéne (290), tandis qu’elle augmente son

expression dans les cellules immunitaires de sujets atteints de DbT2 et d’hypertriglycéridémie
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(294) ou dans le foie de rats diabétiques (295). In vitro, ' AEP et/ou I'ADH réduisent I'expression
de CD36 dans les cellules endothéliales microvasculaires dermales humaines (AEP et ADH
individuellement) (291), les cardiomyocytes de rats (AEP) (292) et les cellules spumeuses
exposées a des LDLs oxydées (tendance avec un faible ratio d’AAR/AEP) (293), alors qu’une
étude rapporte plutdét une augmentation de son expression chez les cellules immunitaires (AEP
et ADH individuellement) (296). Plusieurs facteurs peuvent expliquer les résultats divergents.
D’abord, I'effet des AGPs w-3 LC sur I'expression du CD36 peut varier selon le degré d’anomalies
métaboliques présentes au préalable, tel qu'observé dans notre étude. De méme, la
supplémentation en AEP et ADH augmente I'expression génique de CD36 dans le tissu adipeux
abdominal dans un modéle unique de rats atteints d’hypertension spontanée présentant a priori
un niveau réduit de CD36 comparativement aux rats contréles (447), tandis qu’elle réduit son
expression dans le tissu adipeux viscéral gonadique de la souris déficiente en LDLR et sous diete
obésogéne (290). La régulation de CD36 semble aussi dépendante du statut nutritionnel. En effet,
I'expression de CD36 est diminuée 4 heures aprés un repas riche en gras et en calories dans les
monocytes de sujets hypertriglycéridémiques (448). Alors, la supplémentation en AEP (4 g/jour;
2 semaines) réduit I'expression de CD36 a jeun, mais pas 4 heures apres le repas dans cette
étude (448). Enfin, le CD36 semble jouer un réle complexe et moduler différents aspects de la
fonction du TAB ce qui complique linterprétation des résultats; notamment il semble favoriser
'adipogenése (449). Plus spécifiquement, I'ablation de CD36 altére les marqueurs de
différenciation in vitro chez les préadipocytes et réduit la masse de tissu adipeux sous-cutané et

gonadique in vivo chez la souris sous diete riche en gras.

Le CD36 semble jouer un réle important dans la réponse métabolique aux AGPs w-3 LC. Chez
les cellules primaires du muscle squelettique humain, la délétion de CD36 élimine I'effet inhibiteur
de I'acide palmitique sur la signalisation de l'insuline, tandis que ’'AEP n’altére pas la signalisation
de linsuline dans ce modeéle (450). Le CD36 semble aussi étre impliqué dans la régulation des
niveaux d’eicosanoides par les AGPs w-3 LC. Chez les cellules ovariennes transfectées avec le
géne du CD36 humain, on observe une augmentation de la libération d’AAR et de prostaglandine
E2 induite par le stress du réticulum endoplasmique comparativement aux cellules n’exprimant

pas le géne (451).
Les mécanismes de régulation du LDLR et du CD36 par les AGPs w-3 LC demeurent encore

inconnus. D’abord, des données suggérent que les facteurs de transcription SREBP-2 et PPAR-

y sontimpliqués. Tel que mentionné précédemment, le SREBP-2 active la transcription des génes
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du LDLR et de la HMGCR (452). Chez les hamsters, la supplémentation en ADH réduit
I'expression protéique et génique du LDLR et parallélement réduit I'expression génique de
SREBP-2 et de HMGCR dans le foie (287, 288). De plus, les AGPs w-3 LC sont généralement
reconnus comme des agonistes de PPAR-y (436). Le PPAR-y est un facteur de transcription
impliqué dans la captation des lipides et 'adipogenése. || semble réguler I'expression du CD36
(453) etdu LDLR (454, 455), mais les résultats sont encore difficiles a concilier entre les différents
modéles et conditions. Dans un essai randomisé contrélé auprés de femmes atteintes de diabéte
gestationnel, la supplémentation en AEP et ADH réduit I'expression génique du LDLR et
augmente simultanément I'expression génique de PPAR-y dans les cellules mononucléées du
sang périphérique (285). Dans les cellules endothéliales microvasculaires dermales humaines,
I'ajout d’ADH réduit 'expression de CD36 en surface, ainsi que l'activation de PPAR-aly, en
présence d’insuline et/ou de LDLs oxydées (291). Ensuite, une étude montre que les acides gras
et les LDLs oxydées interagissent avec le méme site de liaison sur le CD36, ce qui suggére une
compétition entre ces deux ligands pour I'accés au site de liaison (45, 456). Enfin, dans les
cellules humaines embryonnaires rénales, I'acide palmitique, I'acide oléique et 'ADH se lient tous
au CD36 (457). Cependant, seulement I'acide palmitique et I'acide oléique augmentent la
captation des LDLs oxydées, ce qui n'est pas le cas pour 'ADH. Les auteurs proposent que la
liaison de 'ADH au CD36 favorise une conformation nuisant a la liaison aux LDLs oxydées, mais

le mécanisme demeure a investiguer.

3.4 Les facteurs expliquant la variabilité interindividuelle dans la réponse métabolique
aux AGPs w-3LC

L’'impact des AGPs w-3 LC sur les facteurs de risque semble dépendre des niveaux initiaux de
ceux-ci. En effet, la supplémentation en AEP et ADH entraine une augmentation de la 1° phase
de SIGS et de C-peptide, de la sécrétion totale de C-peptide, du disposition index et de la
clairance postprandiale des TGs chez tous les sujets, tandis qu’elle entraine une réduction de
'apoB plasmatique, de I'expression du LDLR et du CD36 dans le TAB, de lactivité de
'inflammasome NLRP3 dans le TAB et de la résistance a I'insuline spécifiquement chez les sujets
présentant des niveaux initiaux élevés de ceux-ci. La clairance des TGs est également améliorée

de fagon plus importante chez les sujets avec des niveaux initiaux de TGs plus élevés.
Un effet direct de la sécrétion d’IL-13 sur la fonction de SIGS des cellules 3 peut expliquer une

amélioration de la 1° phase de SIGS chez tous les sujets. Chez les flots pancréatiques humains,

I'exposition chronique a I'lL-1B (24h) entraine un processus de dédifférenciation des cellules
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qui s’observe par une réduction des génes impliqués dans la différenciation et la maturation des
cellules B tels que forkhead box protein O1, pancreatic and duodenal homeobox 1, NK6
homeobox 1, GLUT2 et le géne de linsuline (221). Dans notre étude, on observe une
augmentation de la 1° phase de SIGS, mais aucun changement de la 2° phase de SIGS. Une
atténuation de la 1° phase de SIGS peut apparaitre au stade d’intolérance au glucose (83),
signifiant qu’elle peut toucher certains des sujets non diabétiques inclus dans notre étude. A
l'inverse, la 2° phase de SIGS se trouve augmentée chez les sujets non diabétiques résistants a
linsuline et est responsable de I'’hyperinsulinémie, car elle produit la majorité de I'insuline
circulante (3, 29). L’atténuation de la 2° phase de SIGS apparait plus tard, soit apres le diagnostic
de DbT2 (83). Une hausse uniquement de la 1° phase de SIGS suggére donc une réduction du
risque de DbT2. De plus, le disposition index calculé par le produit de la 1° phase de SIGS et de
la sensibilité a I'insuline, prédit une plus faible incidence de DbT2, selon le concept qu’il s’agit de
'incapacité des cellules B @ compenser pour la perte de la sensibilité a I'insuline qui favorise
l'apparition du DbT2. Dans notre étude, I'augmentation du disposition index suite a la
supplémentation en AGPs w-3 LC abonde donc dans le sens d’'une réduction du risque de DbT2.
De plus, nos résultats montrent une augmentation de la sécrétion de C-peptide, mais aucun
changement dans l'insulinémie (SIGS totale). On peut émettre I’hypothése qu'une augmentation
de la clairance de I'insuline vient masquer la hausse de la sécrétion de l'insuline ce qui se traduit
par un impact nul sur linsulinémie. Il a été proposé que le ralentissement de la clairance
hépatique de I'insuline est un mécanisme compensatoire visant a maintenir I'hyperinsulinémie
tout en préservant la fonction des cellules (3, suite a des observations chez des chiens obéses
résistants a l'insuline (458). Chez ’humain, une faible clairance de l'insuline prédit une plus haute
incidence de DbT2 aprés ajustement pour plusieurs facteurs traditionnels tels que I'adiposité et
la SIGS (459). Ainsi, une augmentation de la clairance de I'insuline suite a la supplémentation en

AEP et ADH dans notre population indiquerait un risque réduit de DbT2.

De plus, notre étude montre que la supplémentation en AEP et ADH améliore la clairance
postprandiale des TGs chez tous les sujets, mais de fagon plus importante chez ceux ayant des
niveaux de TGs plus élevés au préalable. En effet, les évidences sont claires que la
supplémentation en AEP et ADH réduit les niveaux de TGs a jeun et postprandiaux, d’ou
I'indication de traitement pour les sujets hypertriglycéridémiques (11-14, 252, 304, 305). En ligne
avec nos résultats, une revue systématique montre que la supplémentation en huile de poisson
réduit les TGs a jeun dans I'ensemble, mais qu’il existe un effet d’hétérogénéité ou les études

portant sur des sujets avec des niveaux de TGs plus élevés démontrent un effet plus grand (460).
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De facon distincte, la supplémentation en AEP et ADH réduit les autres facteurs de risque,
incluant I'apoB plasmatique, I'expression du LDLR et du CD36 dans le TAB, l'activité de
'inflammasome NLRP3 dans le TAB et la résistance a l'insuline, spécifiquement chez les sujets
présentant des niveaux élevés de ces paramétres initialement. Dans ce sens, notre groupe a
publié précédemment qu’'un niveau élevé d’apoB plasmatique pré-intervention prédit une plus
grande amélioration de la fonction du TAB et de la SIGS suite a une diéte hypocalorique de 6
mois (133). De ce fait, nous proposons que I'apoB plasmatique puisse étre utilisée comme un
facteur de dépistage afin de cibler les meilleurs répondants a une intervention nutritionnelle visant
a prévenir le DbT2. Aussi, une méta-analyse rapporte que la supplémentation en AEP et ADH
réduit la résistance a l'insuline seulement dans les études auprés d’individus atteints d’anomalies
métaboliques (10), supportant I'hypothése d’'un effet ciblé. Une étude rapporte des résultats
similaires concernant I'inflammation chronique, c’est-a-dire que le nombre initial de macrophages
dans le tissu adipeux abdominal corréle négativement avec le changement de celui-ci suite a la
supplémentation en AEP et ADH chez des sujets non diabétiques résistants a I'insuline (4 g/jour;
12 semaines) (25). Au sujet de l'inflammasome NLRP3, une nouvelle hypothése suggére que la
sécrétion aigué d’IL-1p est un mécanisme compensatoire essentiel a 'homéostasie du glucose
qui permet de maintenir la SIGS en présence d’'un stress métabolique. Toutefois, de fagon
chronique, ce processus devient dérégulé, ce qui favorise le développement du DbT2. Dans ce
cas, une réduction de la sécrétion d’IL-1B n’aurait pas le méme impact chez tous les individus, ce
qui justifierait de cibler uniquement ceux avec un systéme IL-1B chroniquement activé. En fait, la
SIGS est augmentée par la présence aigué d’IL-13, alors qu’elle est réduite par la présence
chronique d’IL-1B par un mécanisme dépendant de la production d’oxyde nitrique, ceci dans une
lignée de cellules pancréatiques de rats (461). De plus, I'exposition aigué a I'lL-1B potentialise la
SIGS dans les ilots pancréatiques humains, ceci de fagon plus importante chez les sujets obéses
comparativement aux sujets de poids normal, mais cet effet est perdu en présence de DbT2
(462). Chez la souris, I'ablation de I'lL-1R spécifiquement dans le pancréas réduit la tolérance au
glucose chez les males et réduit la SIGS in vivo, ainsi qu’ex vivo dans les ilots pancréatiques
(461).

Plusieurs autres facteurs peuvent expliquer que la réponse aux AGPs w-3 LC vis-a-vis des
facteurs de risque varie selon le niveau de risque initial. En premier lieu, la variabilité
interindividuelle dans la réponse métabolique aux AGPs w-3 LC peut s’expliquer par une

interaction entre la prise d’AGPs w-3 LC et des facteurs génétiques. Par exemple, quelques
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études montrent un effet d’interaction entre le génotype de FADS et les apports alimentaires en
AEP et ADH sur les facteurs de risque de DbT2. Pour plusieurs SNPs dans la famille des génes
FADS, on observe un effet d’interaction entre le génotype et la supplémentation ayant un impact
significatif sur la sensibilité a l'insuline mesurée par le HOMA-IS (N=208 sujets québécois en
surpoids; 3-3.3 gljour; 1,7-2:1 AEP:ADH; 6 semaines) (463). Egalement, il existe un effet
d’interaction entre le génotype de FADS et I'apport alimentaire en AGPs w-3 (comprenant 'ALA,
I’AEP et ’ADH) sur les niveaux de TGs plasmatiques (N=5 160 adultes suédois) (464). De méme,
suite a une diéte riche en AL, la présence du double alléle T comparé au double alléle C du SNP
rs174550 du géne FADS1 modifie la réponse en termes de niveau d’AAR dans les phospholipides
plasmatiques, d’eicosanoides plasmatiques, de CRP sérique et de glycémie a jeun (N=59
hommes finlandais non diabétiques; 10,5% d’AL; 4 semaines) (465). Cependant, aucune étude
n’a encore investigué si I'effet de la supplémentation en AGPs w-3 LC sur I'apoB plasmatique est
modulé par le génotype de FADS. Une variation génétique affectant le CD36 pourrait aussi
expliquer des différences dans la réponse métabolique aux AGPs w-3 LC. Dans un essai
randomisé contrélé chez des sujets diabétiques de type 2, la supplémentation en huile de poisson
réduit les TGs plasmatiques seulement chez les porteurs du double alléle G du SNP rs1527483
du géne CD36 (N=139; 2 gl/jour; AEP:ADH 3 :2; 6 mois) (466). Aucune étude n’a encore exploré
sile génotype de LDLR per se interagit avec la supplémentation en AGPs w-3 LC pour déterminer
la réponse métabolique. Toutefois, une étude rapporte que la supplémentation en AEP et ADH
augmente I'expression génique de la LPL dans le TAB sous-cutané chez les porteurs de l'alléle
APOE4 comparativement aux sujets non porteurs (N=51 hommes en santé; essai randomisé
contrélé; 3 gl/jour; 6 semaines) (21). L’apoE se loge sur les LRTs telles que les chylomicrons,
résidus de chylomicrons, VLDLs, résidus de VLDLs, IDLs et quelques HDLs trés larges (467).
Elle se lie au LDLR, au récepteur aux VLDLs et au LDL receptor-related protein afin de permettre
la clairance de ces particules. Ainsi, ce résultat souligne I'importance de la voie du LDLR dans la
réponse meétabolique aux AGPs w-3 LC vis-a-vis de la fonction du TAB. Autrement, une plus
grande variabilité dans le degré initial de certains facteurs de risque peut expliquer une réponse
différente. Sinon, le statut nutritionnel en AGPs w-3 LC, déterminé par les stocks corporels et les

apports alimentaires a long terme, peut influencer la réponse métabolique.

Nos résultats supportent donc l'utilisation des AGPs w-3 LC comme thérapie ciblée chez les
sujets présentant des niveaux élevés d’apoB plasmatique et/ou une activité élevée de
'inflammasome NLRP3 dans le TAB afin de réduire les facteurs de risque de DbT2. Une telle

approche se définit de nutrition personnalisée, car elle recommande un changement nutritionnel
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basé sur les caractéristiques individuelles. Globalement, les résultats des deux manuscrits
soulignent I'importance de la synthése endogene des AGPs w-3 LC et de la voie des récepteurs
d’apoB-lipoprotéines, qui sont largement affectées par des facteurs génétiques, dans la relation
entre les AGPs w-3 LC et les améliorations métaboliques. Ainsi, nos résultats mettent la table
pour de futures approches de nutrigénétique qui pourraient cibler la supplémentation en AGPs
w-3 LC en fonction du génotype par exemple de FADS1, FADS2, APOB, LDLR, CD36, PCSK9
et/ou HMGCR, etc. La nutrigénétique est en effet un volet de la nutrition personnalisée qui

recommande une diéte particuliére en fonction du génotype individuel.

3.5 Le role des AGPs w-6

Dans notre étude, on observe également une baisse des niveaux d’AGPs w-6 dans les globules
rouges suite a la supplémentation en AGPs w-3 LC. De fagon similaire dans une population
québécoise en surpoids, la supplémentation en AEP et ADH augmente les niveaux d’AEP et
d’ADH dans les phospholipides plasmatiques, tandis qu’elle réduit les niveaux d’AAR, d’AL et
d’AAL (N=208; 3-3.3 g/jour; AEP:ADH 1,7-2:1; 6 semaines) (392). Ceci peut s’expliquer par le fait
que les AGPs w-3 et les AGPs w-6 sont en compétition pour leur conversion en AGPs LC, car ils
utilisent les mémes enzymes de désaturation (D5D et D6D) et d’élongation (244). A I'appui, une
étude montre que pour un méme apport en AAL, une réduction de I'apport en AL entraine une
hausse des niveaux d’AEP dans les phospholipides plasmatiques (N=22 hommes adultes; étude
randomisée; 4 semaines) (468). En plus, 'AAR semble stimuler I'activité de I'inflammasome
NLRP3, a l'inverse de 'AEP et 'ADH. Chez les adipocytes murins, 'AAR augmente I'expression
génique de TLR2, NF-kB, NLRP3 et IL-18 comparé a 'ADH et de TLR4 comparé au véhicule
(362). La réduction des niveaux d’AGPs w-6 circulants peut donc également contribuer aux

bénéfices métaboliques induits par la supplémentation en AEP et ADH.

3.6 Les différences entre les sexes

Dans le manuscript 1, on observe chez les femmes de plus hauts niveaux de sensibilité a I'insuline
(GIRuamp €t HOMA-IR) et de plus faibles niveaux de graisse androide, de SIGS et de TGs
plasmatiques a jeun. De plus, on observe des associations spécifiquement chez les femmes entre
I'activité estimée de la D5D et la sensibilité a linsuline (GIRuamp), I'lL-1Ra plasmatique et la
clairance postprandiale des chylomicrons (AUCesn plasma apoB48). De fagon similiaire dans le
manuscript 2, on remarque que les femmes présentent de plus faibles niveaux de graisse
androide (ratio de graisse androide sur gynoide), de SIGS et de TGs plasmatiques

postprandiaux; s’ajoutent a cela de plus faibles niveaux d’expression de I'/[L1B et de CD36 dans
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le TAB. Egalement, on note une corrélation uniquement chez les hommes entre la sécrétion d’IL-

1B par le TAB et I'apoB plasmatique de méme que la 2° phase de SIGS.

Il existe plusieurs lignes d’évidences qui supportent des différences entre les sexes dans le
métabolisme du TAB, la synthése endogéne d’AGPs LC et I'activité de I'inflammasome NLRP3.
Premiérement, les paramétres de la fonction du TAB sont différents entre les sexes de sorte que
’lhoméostasie métabolique chez la femme dépend davantage d’un stockage adéquat de gras
sous-cutané qui s’accompagne d’'une bonne sensibilité a l'insuline et d’'une bonne clairance
postprandiale des lipides. D’abord, chez les individus en santé agés de 50 a 71 ans, on observe
que les femmes ont un pourcentage de masse grasse plus élevé, tandis que les hommes ont une
plus grande masse musculaire (469). De plus, la répartition de la masse grasse est différente de
facon a ce que les femmes accumulent plus de gras au niveau sous-cutané et périphérique alors
que les hommes accumulent plus de gras au niveau viscéral et abdominal (469). Dans cette
population comme dans la nétre, on note que les femmes ont une meilleure sensibilité a I'insuline
mesurée par clamp hyperinsulinémique euglycémique (469). De méme, les modéles animaux
montrent que les femelles ont une plus grande capacité d’expansion du TAB. Elles présentent de
plus larges adipocytes dans leur tissu adipeux sous-cutané, ainsi qu’une plus faible stéatose
hépatique (470). La littérature rapporte aussi des différences entre les sexes dans l'activité de la
LPL qui joue un réle critique dans la clairance postprandiale des lipides; celles-ci peuvent étre
dues, entre autres, aux hormones sexuelles. Notamment, la supplémentation en testostérone
inhibe le stockage des TGs et I'activité de la LPL dans le tissu adipeux abdominal chez ’homme
(471).

Deuxiémement, la littérature dit que les hommes et les femmes different dans leur capacité a
synthétiser les AGPs LC de fagon endogéne de sorte que les hommes ont de plus faibles
concentrations plasmatiques totales d’ADH spécialement lorsque les apports en poisson sont
faibles, ceci selon une méta-analyse de 18 études (472). Les hormones sexuelles pourraient jouer
un réle sachant que le traitement a I'estradiol augmente la concentration plasmatique d’ADH dans
les esters de cholestérol, tandis que le traitement a la testostérone la réduit, ceci chez les sujets
transsexuels (473). Il est ainsi plausible que la synthése endogéne d’AGPs LC occupe une place

plus importante dans 'lhoméostasie métabolique chez les femmes que chez les hommes.

Troisitmement, des données scientifiques semblent indiquer que l'activité de I'inflammasome

NLRP3 est influencée par le sexe. Dans le sang total stimulé avec le LPS, la sécrétion d’IL-1(3 est
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supérieure chez les hommes que les femmes (N=154 sujets en santé, ~24 ans) (474). Egalement,
chez 'homme, I'expression génique de I'IlL1B et de NLRP3 dans le tissu adipeux sous-cutané
corréle positivement avec la taille des adipocytes, alors que cette association n’est pas présente
chez la femme (475). Les hormones sexuelles pourraient étre impliquées dans les mécanismes
puisque la sécrétion d’'IL-1i par les cellules mononucléées du sang périphérique est affectée par
la phase du cycle menstruel chez les femmes pré-ménopausées (476). De plus, des facteurs
génétiques pourraient jouer un role sachant qu’il existe des différences entre les hommes et les
femmes dans la fréquence des polymorphismes de I'I[L1RN codant pour I'lL-1Ra chez les sujets
en santé (477). Enfin, les modéles animaux montrent que les femelles présentent une plus faible
infiltration de macrophages (mesurée par les structures en forme de couronnes) dans le tissu
adipeux sous-cutané, de méme que de plus hauts niveaux plasmatiques d’adiponectine (470).
Ces deux facteurs clés interviennent dans la régulation de l'inflammasome NLRP3 et méritent
des recherches plus approfondies. Finalement, nous nous sommes intéressés au CD36 puisqu'’il
s’agit d’'un récepteur d’apoB-lipoprotéines et que celles-ci activent 'inflammasome NLRP3. Nos
résultats concernant le CD36 coincident avec ceux d'une étude chez le rat montrant une
expression génique supérieure dans le tissu adipeux des males comparativement aux femelles,
mais inférieure dans le foie (478). Au final, nos résultats semblent suggérer que 'activation de la
voie de l'inflammasome NLRP3 par les apoB-lipoprotéines via le récepteur CD36 serait d’'une

plus grande importance chez '’homme que chez la femme.

3.7 Les limites et considérations

Certaines limites doivent étre prises en compte. Tout d’abord, le volet clinique de cette étude se
base sur I'analyse des différences entre les niveaux pré et post-supplémentation en AGPs w-3
LC plutét que sur la comparaison a un groupe contréle. Toutefois, I'utilisation de techniques de
référence (gold-standard) trés précises, mais invasives et coliteuses justifie 'emploi de ce devis
expérimental. De plus, les observations cliniques ont été validées par des expériences ex vivo
sur le TAB humain montrant un effet direct des AGPs w-3 LC sur l'activité de I'inflammasome
NLRP3. Ensuite, le manque de puissance statistique peut avoir limité I'analyse de certains
résultats. Il s’agit en effet d’'une analyse préliminaire d’'une étude dont le recrutement n’a pas
encore été complété. De plus, cette étude se concentre sur I'apparition des facteurs de risque de
DbT2 plutét que I'incidence de DbT2. Ainsi on ne peut confirmer que les sujets présentant des
facteurs de risque élevés vont éventuellement développer le DbT2. Puis, les résultats ne peuvent
étre extrapolés a une population différente qui ne correspond pas aux criteres

d’inclusion/exclusion, par exemple plus jeune ou a haut risque cardiovasculaire.
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3.8 La tolérabilité des suppléments d’AGPs w-3 LC

La supplémentation en AEP et ADH est généralement sécuritaire et bien tolérée. Selon une méta-
analyse d’essais randomisés contrélés (21 essais, N=24 460), la supplémentation en AEP et/ou
ADH n’entraine pas d’effets indésirables graves (479). Toutefois, elle entraine certains effets
indésirables mineurs incluant une augmentation de la dysgueusie (golt de poisson), des
anomalies cutanées (éruption, démangeaisons, exanthéme ou eczéma), de la glycémie a jeun,
de lalanine transaminase, de I'azote uréique sanguin et du LDLC et une réduction de
’lhémoglobine et de I'hématocrite (479). Puisque les AGPs w-3 LC sont impliqués dans la
synthése d’eicosanoides qui jouent un réle dans la coagulation sanguine, certaines inquiétudes
ont été soulevées vis-a-vis du risque de saignements. Cependant, une revue systématique
conclut que la supplémentation en huile de poisson n’augmente pas le risque de saignements ou
de transfusions chez les sujets subissant des chirurgies (480). Egalement, I'étude SELECT a
semé certains doutes en montrant une association entre les niveaux d’AGPs w-3 LC dans les
phospholipides plasmatiques et le risque de cancer de la prostate (481). Toutefois, une revue de
la littérature conclut que I'apport nutritionnel (selon 12 études) ou les biomarqueurs (selon 9
études) d’AGPs w-3 LC ne sont pas associés au risque de cancer de la prostate (482). Ainsi,
aucune contre-indication stricte n’existe pour la supplémentation en AGPs w-3 LC excepté la
présence d'une allergie aux produits de la mer, ce qui en fait une approche accessible pour une

part importante de la population.

3.9 Les implications dans les maladies chroniques et perspectives de recherche

Le blocage de I'lL-1 par un agent pharmaceutique s’est montré efficace non seulement pour le
DbT2, mais également pour plusieurs autres maladies métaboliques telles que les maladies
cardiovasculaires et la goutte (483). Egalement, il s’est avéré efficace pour plusieurs maladies
auto-immunes telles que [larthrite psoriasique, la spondylarthrite ankylosante et Iathrite
rhumatoide, ainsi que pour de multiples maladies auto-inflammatoires telles que le syndrome
périodique associé a la cryopyrine, la fiévre familiale méditerranéenne, le syndrome de fiévre
périodique avec hyperimmunoglobulinémie D et le syndrome périodique associé au récepteur 1
du facteur de nécrose tumorale (483). Enfin, 'essai CANTOS sur le canakinumab (anticorps
bloquant I'lL-1() rapporte une réduction de la mortalité par cancer, suggérant aussi un réle de la
voie de I'lL-1 dans la physiopathologie du cancer (484). Puisque les résultats de cette thése
supportent un effet inhibiteur des AGPs w-3 LC sur la voie de I'lL-1B, il serait justifié d’investiguer,
dans de futures recherches, leurs effets sur les autres maladies chroniques affectées par la voie
de I'lL-1B.
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CHAPITRE VI : CONCLUSION, PERSPECTIVES ET
CONTRIBUTIONS

Le premier manuscrit montre que Il'activité estimée de la D5D, impliquée dans la synthése
endogeéne des AGPs w-3 LC, corréle négativement avec I'apoB plasmatique et les facteurs de
risque de DbT2, soit la résistance a l'insuline, I'hyper SIGS et le délai de clairance des
chylomicrons (chez les femmes) chez des sujets normoglycémiques en surpoids non
supplémentés. Aussi, nous montrons de fagon novatrice que ces associations sont dépendantes
de I'apoB plasmatique. Ce manuscrit renforce I'utilisation de I'apoB plasmatique comme mesure
de dépistage prédisant le risque de DbT2. Les mécanismes expliquant I'association négative
entre l'activité estimée de la D5D et de 'apoB plasmatique sont encore inconnus. Nous pouvons
émettre I'hypothése que les AGPs w-3 LC jouent un rdle clé dans cette relation puisque la D5D
influence directement la synthése endogéne d’AGPs w-3 LC et que les essais cliniques
démontrent l'efficacité des suppléments d’AGPs w-3 LC a réduire I'apoB plasmatique chez
I’lhumain. Ainsi, nous avons examiné dans le second manuscrit I'effet de la supplémentation en

AGPs w-3 LC ciblée chez les sujets hyperapoB comme thérapie préventive du DbT2.

Le deuxieme manuscrit montre d’abord que I'apoB plasmatique corréle avec une plus haute
activité de lI'inflammasome NLRP3 dans le TAB et que tous deux corrélent aussi avec de plus
hauts facteurs de risque de DbT2, soit une hyper SIGS, une résistance a l'insuline et un délai de
clairance des gras chez des sujets normoglycémiques. Ces résultats supportent a nouveau
I'utilisation de I'apoB plasmatique comme valeur prédictive du risque de DbT2. Ensuite, nous
montrons que la supplémentation en AEP et ADH améliore la 1° phase de SIGS, le disposition
index et la clairance postprandiale des TGs chez tous les sujets. De plus, elle réduit 'apoB
plasmatique, I'expression du LDLR et du CD36 dans le TAB, I'activité de I'inflammasome NLRP3
dans le TAB, le délai de clairance des TGs et la résistance a l'insuline spécifiquement chez les
sujets présentant des niveaux initiaux élevés de ceux-ci, ce qui justifie le bien-fondé d’une
thérapie ciblée. En fait, notre groupe est le premier a explorer I'impact de la supplémentation en
AEP et ADH sur la sécrétion d’IL-113 et I'expression des récepteurs LDLR et CD36 spécialement
dans le TAB humain. Enfin, nous montrons de fagon novatrice dans le TAB humain que
I'exposition directe a 'AEP et 'ADH réduit la sécrétion d’IL-13 basale ou induite par des signaux
classiques (le LPS et 'ATP) ou par les apoB-lipoprotéines (LDLs natives), comparativement a

I'acide palmitique.
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En somme, la supplémentation en AGPs w-3 LC permet de bloquer le cercle vicieux des apoB-
lipoprotéines et d’activation de I'inflammasome NLRP3 dans le TAB qui favorise les anomalies
métaboliques. Nos résultats supportent l'utilisation précoce des AGPs w-3 LC comme thérapie
ciblée chez les sujets présentant des niveaux élevés d’apoB plasmatique et/ou d’activité de
'inflammasome NLRP3 dans le TAB, afin de réduire les facteurs de risque de DbT2. Une telle

intervention pourrait contribuer a la prévention primaire du DbT2.
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09/2019 — 12/2019  Bourse de fin d’études doctorales (4 000$)
Faculté des études supérieures et postdoctorales (FESP), Université de
Montréal

06/2019 Prix pour presentation orale (2e place ex aequo) (214$)
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05/2019

05/2019

05/2016 — 04/2019

02/2019

12/2018

10/2015 - 09/2018

02/2018

12/2017

04/2017

04/2016

11/2015

03/2015

02/2015

Forum scientifique de I'Institut de recherches cliniques de Montréal (IRCM)
Prix pour présentation orale (400$)

Conférence de la Société canadienne de nutrition (SCN)

Prix de résumé en nutrition clinique Joanne Schweitzer (300$)
Conférence de la SCN

Bourse d’études supérieures du Canada Vanier (150 000$ sur 3 ans)
Instituts de recherches en santé du Canada (IRSC)

Prix de présentation orale (500%)

Retraitre du Centre de recherche sur le diabéte de Montréal (CRDM)
Bourse de voyage (828%)

Département de nutrition, Université de Montréal

Bourse de formation de doctorat pour les détenteurs d’'un dipléme
professionnel (96 510% sur 3 ans; décliné aprés 7 mois)

Fonds de recherche du Québec en santé (FRQS)

Bourse du Concours d'initiatives internationales (5009%)

Réseau de recherche en santé cardiométabolique, diabéte et obésité
(CMDO)

Bourse de voyage (558.40%)

Département de nutrition, Université de Montréal

Bourse de voyage (1 0009%)

Département de nutrition, Université de Montréal

Bourse de voyage (900$)

Département de nutrition, Université de Montréal

Bourse de voyage (817%)

Département de nutrition, Université de Montréal

Bourse de recherche doctorale (4 0009$)

Département de nutrition, Université de Montréal

Prix de présentation par affiche (400$)

Retraite du CRDM

Présentations orales scientifiques suite a une sélection par un comité

de pairs (depuis 2015)

307



07/2019

06/2019

04/2019

05/2019

02/2019

02/2019

04/2018

01/2018

04/2017

02/2017

04/2016

Omega-3 fatty acids inhibit the interleukin-13 pathway in white adipose tissue,
which correlates with an improvement in C-peptide secretion in humans. Séminaire
d’été jeunes chercheurs, Montréal, Canada.

Omega-3 fatty acids inhibit the interleukin-18 pathway in white adipose tissue,
which correlates with an improvement in C-peptide secretion in humans. Forum
scientifique de I'RCM, Orford, Canada.

Omega-3 fatty acids inhibit the interleukin-18 pathway in white adipose tissue,
which correlates with an improvement in C-peptide secretion in humans. Retraite
de I'axe cardiométabolique, Montréal, Canada.

Omega-3 fatty acids inhibit the interleukin-13 pathway in white adipose tissue,
which correlates with an improvement in C-peptide secretion in humans.
Conférence de la SCN, Niagara Falls, Canada.

Omega-3 fatty acids inhibit the interleukin-13 pathway in white adipose tissue,
which correlates with an improvement in C-peptide secretion in humans. Réunion
scientifique annuelle de la Société québécoise de lipidologie, de nutrition et de
métabolisme (SQLNM) et du CMDO, Orford, Canada.

Omega-3 fatty acids inhibit the interleukin-13 pathway in white adipose tissue,
which correlates with an improvement in C-peptide secretion in humans. Retraite
du CRDM, Montréal, Canada.

L’association entre l'activité de delta-5-désaturase et les facteurs de risque de
diabéete de type 2 est dépendante de I'apoB plasmatique chez les sujets obeses.
Journée de la recherche du Département de nutrition, Montréal, Canada.

L'apoB plasmatique comme facteur de risque cardiométabolique: peut-on prévenir
par 'alimentation ? Clinique de Nutrition, Métabolisme et athérosclérose (CNMA),
Montréal, Canada.

L’association entre les activités de delta-5- et delta-6-désaturase et les facteurs de
risque de diabéte de type 2 est dépendante de 'apoB plasmatique chez les sujets
obéses. Journée de la recherche du Département de nutrition. Montréal, Canada.
The association of delta-5- and delta-6-desaturase activities with risk factors for
type 2 diabetes is dependent on plasma apoB in obese subjects. Réunion
scientifique annuelle de la SQLNM et du CMDO, Orford, Canada.

L’association entre I'hyperapoB, la résistance a l'insuline et I'hyperinsulinémie

dépend du ralentissement de clairance des gras in vivo et ex vivo par le tissu
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03/2016

04/2015

adipeux blanc. Journée de la recherche du Département de nutrition, Montréal,
Canada.

L’apolipoprotéine B comme facteur de risque cardiométabolique: peut-on prévenir
par lalimentation? Formation continue Nutrium Obésité et risque
cardiométabolique, Montréal, Canada.

Une clairance ralentie des gras diététiques expliquerait le risque élevé de diabéte
de type 2 chez les sujets obéses hyperapoB. Journée de la recherche du

Département de nutrition, Montréal, Canada.

Présentations scientifiques par affiche suite a une sélection par un

comité de pairs (depuis 2015)

04/2019

02/2019

06/2018

06/2018

02/2018

10/2017

05/2017

Les acides gras oméga-3 inhibent la voie de l'interleukine-18 dans le tissu adipeux
blanc, ce qui corréle avec une réduction de la sécrétion de C-peptide chez
I'humain. Journée de la recherche du Département de nutrition, Montréal, Canada.
Omega-3 fatty acids inhibit the interleukin-1B pathway in white adipose tissue,
which correlates with an improvement in C-peptide secretion in humans. Retraite
du CRDM, Montréal, Canada.

The association of estimated delta-5-desaturase activity with insulin sensitivity and
postprandial fat clearance in obese subjects is dependent on plasma apoB.
International Symposium on Atherosclerosis (ISA), Toronto, Canada.

The association of estimated delta-5-desaturase activity with insulin sensitivity and
postprandial fat clearance in obese subjects is dependent on plasma apoB. Forum
scientifique de 'lRCM, Montréal, Canada.

The association of estimated delta-5-desaturase activity with risk factors for type 2
diabetes is dependent on plasma apoB in obese subjects. Retraite du CRDM.
Montréal, Canada.

The association of delta-5 fatty acid desaturase activity with insulin resistance and
postprandial hypertriglyceridemia is dependent on plasma apoB in obese subjects.
Canadian Lipoprotein Conference (CLC), Ottawa, Canada.

The association of delta-5 and delta-6 fatty acid desaturase activities with risk
factors for type 2 diabetes is dependent on plasma apoB in obese subjects.

Conférence de la SCN, Montréal, Canada.
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02/2017

01/2017

03/2016

10/2015

06/2015

05/2015

02/2015

02/2015

The association of delta-5- and delta-6-desaturase activities with risk factors for
type 2 diabetes is dependent on plasma apoB in obese subjects. Retraite du
CRDM, Montréal, Canada.

The association of delta-5- and delta-6-desaturase activities with risk factors for
type 2 diabetes is dependent on plasma apoB in obese subjects. Keystone
Symposia — Diabetes, Keystone, Etats-Unis.

Association of hyperapoB with insulin resistance and hyperinsulinemia is
dependent on reduced fat clearance in vivo and ex vivo in white adipose tissue in
obese subjects. Deuel Conference on Lipids, Napa, Etats-Unis.

Association of plasma apoB to insulin resistance and hyperinsulinemia is
dependent on reduced fat clearance in vivo and ex vivo in white adipose tissue.
CLC. Toronto, Canada.

Association of plasma apoB with hyperinsulinemia and insulin resistance: role of
dietary fat clearance and adipose tissue function in humans. 75" Scientific
Sessions of the American Diabetes Association, Boston, Etats-Unis.

The link between plasma apoB and risk of type 2 diabetes in obese subjects is
mediated by delayed dietary fat clearance and white adipose tissue dysfunction.
Journée de la recherche de I'|RCM, Montréal, Canada.

Le lien entre I'apoB plasmatique et le risque de diabéte de type 2 chez les obeses:
un retard de clairance des gras diététiques. Réunion scientifique annuelle de la
SQLNM et du CMDO, Orford, Canada.

The missing link between plasma apoB and risk for type 2 diabetes in obese

subjects: a delayed dietary fat clearance. Retraite du CRDM, Montréal, Canada.
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