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Résumeé

Le passage d’un mode de vie traditionnel a un mode de vie moderne a entrainé des
changements concomitants dans tous les aspects de la vie, notamment I’introduction et la
consommation croissante d’aliments industrialisés en masse. Ce changement a modifié,
parmi d’autres, I’équilibre entre les acides gras oméga-3 et oméga-6, une balance qui peut
étre associée a une mauvaise santé cardiométabolique. Plusieurs études confirment les
bienfaits des oméga-3 pour la santé, notamment les acides gras a longue chaine tels que
I’acide eicosapentaénoique (EPA) et ’acide docosahexaénoique (DHA). Ces acides gras
peuvent avoir des effets bénéfiqgues sur la santé en modulant, en partie,
I’endocannabinoidome ainsi que le microbiome intestinal, qui sont tous les deux des
régulateurs clés de plusieurs aspects de la santé cardiométabolique et de 1’obésité. D’ou
I’intérét d’incorporer des aliments riches en oméga-3 : qui sont accessibles, abordables et
consommables par toute personne y compris les véganes, afin de corriger ce désequilibre et

de prévenir les complications métaboliques.

Les graines de chanvre (Cannabis sativa) entieres ont une valeur nutritionnelle
exceptionnelle, étant trés riches en acides gras essentiels (AGE) ainsi que les acides gras
polyinsaturés (AGPI) dont les oméga-3. Il est aussi intéressant de noter que les graines de
chanvre sont également une source riche d’acide stéaridonique (SDA), qui peut étre converti
en EPA. De plus, ces graines contiennent presque autant de protéines de qualité que le soja

et elles sont également riches en vitamine E, en minéraux et en fibres.

Cette these avait donc comme objectif d’évaluer, par rapport a une graine largement utilisée
pour la prévention de la dyslipidémie « la graine de lin », les effets d’une supplémentation
alimentaire en graines de chanvre entiéres sur le développement de I’obésité et des
complications métaboliques dans un modéle de souris souffrant d’obésité induite par le
régime alimentaire et de déterminer ses effets sur 1’axe microbiome-endocannabinoidome.

L’hypothése générale est que «les graines de chanvre améliorent les parametres

métaboliques chez les souris obéses en corrélation avec des niveaux circulants et tissulaires



normalisés de médiateurs lipidiques de I’eCBome ainsi que des changements dans la
composition du microbiote intestinal ».

Dans un premier temps, et vu que notre partenaire industriel avait deux variétés de chanvre,
nous avons étudié la composition nutritionnelle et cannabinoide des graines Finola et X59
afin de choisir la meilleure variété, en point de vue nutritionnel, pour notre expérimentation
in vivo. Les résultats démontrent que la variété Finola posséde une meilleure composition
qualitative en macro et micronutriment, par rapport a la variété X59, dont la plus importante
est la composition en oméga-3. De ce fait, nous avons choisi les graines Finola pour la suite
du projet. Dans un deuxiéme temps, nous avons évalue les effets de la supplémentation en
graines de Finola mixées avec une diete High Fat High Sucrose (HFHS) dans une étude de
8 semaines chez des souris C57BL/6J, dont les groupes de contréle étaient : HFHS, HFHS
mixée avec les graines de Lin et Low Fat Low Sucrose (LFLS). Les résultats démontrent que
la supplémentation en grains de chanvre produit une légéere amélioration du profil
métabolique et inflammatoire par rapport aux graines de lin et en comparaison avec le
controle LFLS. En revanche, les deux graines changent sensiblement I’eCBome avec une
augmentation des médiateurs oméga-3 (dont les précurseurs sont des acides gras oméga-3)
et une diminution des médiateurs oméga-6, surtout dans le tissu adipeux, par rapport aux
LFLS et HFHS. Exceptionnellement, le SDA et ses médiateurs ont augmenté
considérablement dans le groupe des graines de chanvre. Dans un troisieme temps, nous
avons étudié la capacité des préadipocytes et des adipocytes 3T3-L1 traitées avec des acides
gras oméga-3 ou des huiles de chanvre et de lin a produire leurs médiateurs eCBome
respectifs. Les résultats démontrent que les préadipocytes et les adipocytes 3T3-L1 traités
avec des acides gras oméga-3 étaient capables a produire leurs médiateurs eCBome respectifs
et que le SDA était capable de se convertir en EPA ainsi que leurs médiateurs. Par
conséquent, les modifications de I’endocannabinoidome dans le tissu adipeux des souris
observées dans le cadre du protocole in vivo sont probablement, au moins en partie, le résultat
direct des graisses alimentaires sur ces types de cellules spécifiquement. Cette thése a donc
montré que les graines de chanvre, riche en SDA, pourraient provoquer des changements

bénéfiques dans le métabolisme en altérant I’endocannabinoidome.



Abstract

The shift from a traditional to a modern lifestyle has resulted in concomitant changes in all
aspects of life, including the introduction and increasing consumption of mass-produced
foods. This change has altered, among other things, the balance between omega-3 and
omega-6 fatty acids (FAs), a balance that may be associated with poor cardiometabolic
health. Several studies confirm the health benefits of omega-3 FAs, including long-chain
fatty acids such as eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA). These
FAs may have health benefits by, among other things, modulating the endocannabinoidome
as well as the gut microbiome, both of which are key regulators of several aspects of
cardiometabolic health and obesity. Hence the value of incorporating omega-3 rich foods that
are: accessible, affordable and consumable by anyone including vegans to correct this
imbalance and prevent metabolic complications.

Whole hemp seeds (Cannabis sativa) have exceptional nutritional value, being very rich in
essential fatty acids (EFASs) and other polyunsaturated fatty acids (PUFAS) including omega-
3 FAs. It is also interesting to note that hemp seeds are also a rich source of stearidonic acid
(SDA), which can be converted into EPA. In addition, these seeds contain almost as much
quality protein as soybeans and are also rich in vitamin E, minerals and fiber.

Therefore, the objective of this thesis was to evaluate, in comparison to a widely used seed
for the prevention of dyslipidemia «flaxseed», the effects of dietary supplementation with
whole hempseed on the development of obesity and related complications in a mouse model
of diet-induced obesity and to determine its effects on the microbiome-endocannabinoidome
axis. The overall hypothesis is that «<hnemp seeds improve metabolic parameters in obese mice
in correlation with normalized circulating and tissue levels of eCBome lipid mediators as
well as changes in gut microbiota composition. »

As a first step, and since our industrial partner had two varieties of hemp, we studied the
nutritional and cannabinoid composition of Finola and X59 hemp seeds in order to choose
the best variety, from a nutritional point of view, for our in vivo experiment. The results show
that the Finola variety has a better qualitative composition in macro and micronutrient,
compared to the X59 variety, the most important of which is the omega-3 composition.

Therefore, we chose Finola seeds for the rest of the project. In a second step, we evaluated



the effects of Finola seeds mixed with a High Fat High Sucrose (HFHS) diet in an 8-week
study in C57BL/6J mice, where the control groups were: HFHS, HFHS mixed with flaxseed
and Low Fat Low Sucrose (LFLS). The results show that hemp seed supplementation
produced a slight improvement in the metabolic and inflammatory profile compared to flax
seed and the LFLS control. In contrast, both seeds significantly changed the eCBome by an
increase in omega-3 mediators (whose precursors are omega-3 fatty acids) and a decrease in
omega-6 mediators, especially in adipose tissue, compared with LFLS and HFHS.
Exceptionally, SDA and its mediators were significantly increased in the hemp seed group.
In a third step, we investigated the ability of 3T3-L1 preadipocytes and adipocytes treated
with omega-3 fatty acids or hemp seed and flax seed oils to produce their respective eCBome
mediators. The results show that preadipocytes and 3T3-L1 adipocytes treated with omega-
3 fatty acids were able to produce their respective eCBome mediators and that SDA was able
to convert to EPA as well as their mediators. Therefore, the endocannabinoidome changes in
the adipose tissue of mice observed within the in vivo protocol is likely, at least in part, a
direct result of dietary fats on these cell types specifically. This thesis therefore showed that
hemp seeds, rich in SDA, could induce beneficial changes in metabolism by altering the

endocannabinoidome.
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Dans cette étude, j’ai €laboré le protocole expérimental, réalisé le protocole animal et les
expériences (manipulations animales, OGTT, le test de la perméabilité intestinale, les
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Introduction

I. Lamalnutrition est un probléme majeur de santé publique
1) Définition et prévalence
La malnutrition est un probleme majeur de santé publique dans le monde entier, tant chez les
enfants que chez les adultes (1). Elle touche toutes les tranches d’age, tous les genres ainsi
que tous les niveaux socio-économiques. Il s’agit non seulement d’un probléme de santé,
mais aussi d’un obstacle a 1’éradication de la pauvreté, a la productivité et a la croissance
économique dans le monde dont les conséquences sont graves et durables sur les individus,

leurs familles et les communautés (1).

Le terme « malnutrition » est utilis€ pour décrire une carence, un exces ou un déséquilibre
d’un large éventail de micro et macronutriments, entrainant un effet négatif mesurable sur la
composition corporelle, la fonction et ’examen clinique (2). Il existe plusieurs formes de

malnutrition, dont deux grandes catégories : la dénutrition et la suralimentation.

La denutrition se manifeste par une malnutrition chronique qui se représente sous un retard
de croissance ou une taille insuffisante par rapport a 1’age, et une malnutrition aigué qui se
représente sous un poids insuffisant par rapport a la taille ou un poids insuffisant par rapport

a I’age, ainsi que des carences de minéraux et de vitamines.

La suralimentation comprend le surpoids, I’obésité et les maladies non transmissibles
(MNT) liées a I’alimentation, telle que les maladies cardiaques, le diabéte type 2, les

accidents vasculaires cérébraux (AVC) et certaines formes de cancer (1).

Selon 1’Organisation mondiale de la santé (OMS), 462 millions d’adultes présentent une
insuffisance pondérale, tandis que 1,9 milliard d’adultes sont en surpoids ou obéses. Chez les
enfants de moins de 5 ans, 155 millions souffrent d’un retard de croissance, 52 millions sont

amaigris, 17 millions sont séverement maigres et 41 millions sont en surpoids ou obéses (1).



2) La malnutrition la plus répandue : la suralimentation
Certes que les maladies infectieuses et la sous-nutrition sont des facteurs importants de
mortalité et de mauvaise santé, mais le surpoids et I’obésité sont apparus comme le probléme
nutritionnel mondial le plus répandu au cours des deux derniéres décennies. Les scientifiques
estiment a 1,9 milliard le nombre d’adultes en surpoids dans le monde, dont 155 millions
sont des enfants (4). Les problemes de santé liés a I’obésité apparaissent dés les premiéres
années de la vie et progressent a 1’dge adulte (5). L’obésité résulte d’un déséquilibre entre
I’apport énergétique et la dépense énergétique, et elle est mesurée par I’indice de masse
corporelle (IMC). Selon I’Organisation mondiale de la santé (OMS), un IMC > 25 kg/m2 est

défini comme une surcharge pondérale, et un IMC > 30 kg/m2 est defini comme une obésité

(6).

Sur le plan cellulaire, 1’obésité se définit par une augmentation des cellules graisseuses ou de
la taille des adipocytes individuels. La taille des adipocytes augmente (hypertrophie) en
raison d’un stockage accru de triacylglycérols provenant de sources alimentaires ou de voies
lipogenese endogene. Le nombre d’adipocytes augmente (hyperplasie) en raison d’une
prolifération et d’une différenciation accrues (7). L hypertrophie représente la forme la plus
dangereuse vu qu’elle provoque l’infiltration des adipocytes par les macrophages et
I’installation d’une inflammation chronique. Par conséquent, I’obésité est considerée comme
une maladie inflammatoire chronique de bas grade (8). Plusieurs maladies chroniques sont
associées a I’obésité comme le diabete, les accidents vasculaires cérébraux, I’hypertension

artérielle, les cancers et les maladies cardiaques (9).

En apparence, les personnes souffrant d’obésité semblent bien nourries et ayant une
surcharge en macro et micronutriments alors qu’ils sont souvent dénutris et souffrent de
plusieurs carences vues que leur alimentation est basée sur la quantité et non la qualité
(10,11). Les deux carences nutritionnelles les plus diagnostiquées cliniqguement et

biologiquement sont la carence protéino-énergetique et la carence en fer.

La carence protéino-énergetique chez les individus obeses est masquée par le surpoids et peut
aller jusqu’au la sarcopénie qui se définie par une perte de masse musculaire associée a une

altération fonctionnelle des muscles. La sarcopénie chez les personnes obeses augmente le



risque des maladies cardiovasculaires et la mort subite, d’ou la mise en place des différentes

techniques de dépistage afin d’avoir un traitement rapide et efficace (12).

La carence en fer est trés fréquente chez les personnes obeses et dont la majorité sont des
femmes (13). L’anémie chez la femme enceinte obése est encore plus accentuée vu
I’augmentation de ses besoins biologique en fer. Les conséquences de I’anémie durant la
grossesse sont plus graves non seulement pour la mere, mais aussi pour le feetus comme le
retard de croissance intra-utérin et des séquelles neurologiques permanentes (14). De ce fait,
la santé publique a mis des mesures préventives comme la supplémentation systématique des
femmes enceintes en fer et vitamine B9 (15). Cependant, il existe d’autres carences aussi
fréquentes qui sont méconnues et insuffisamment traitées comme la carence en oméga-3. Le
déséquilibre du ratio oméga-6/oméga-3 est un facteur de risque important chez les individus

obeses qui semble malheureusement peu investigué.

3) Le déséquilibre du ratio oméga-6/oméga-3 est un facteur clé dans la
suralimentation (obésité)

a. Le ratio oméga-6/omega-3
Les acides gras oméga-6 et oméga-3 sont des acides gras polyinsaturés (AGPI), ce qui

signifie qu’ils contiennent plus d’une double liaison. Leur identification se fait par la
détermination de I’emplacement de la premicre double liaison, en comptant a partir de
I’extrémité méthyle de la molécule (16). Les oméga-6 sont les plus abondants dans la nature
et se trouvent dans la plupart des graines et leurs huiles comme 1’huile de tournesol, 1’huile
de mais, I’huile de soja et I’huile de citrouille, et ils se représentent par 1’acide linoléique
(LA) (18:20-6). Concernant les omega-3, ils se trouvent dans les chloroplastes des légumes
a feuilles vertes, ainsi que dans les graines de lin, de chanvre, de colza, de chia, et les noix,

et ils se représentent sous 1’acide alpha-linolénique (ALA) (18:3w-3) (17).

L’acide linoléique (LA) et I’acide alpha-linolénique (ALA) sont des acides gras essentiels
qui ne peuvent pas étre produits par le corps humain ou d’autres organismes mammiféres en

raison de I’absence d’enzymes endogénes. ls doivent donc étre fournis par I’alimentation.

En méme temps, les oméga-6 ne peuvent pas étre convertis en oméga-3, car le corps ne
possede pas ’enzyme de conversion, I’oméga-3 désaturase. (18,19). Theoriquement, le corps

peut synthétiser des acides gras oméga-6 plus longs comme 1’acide arachidonique (AA), et



des oméga-3 plus longs comme 1’acide stéaridonique (SDA), I’acide eicosapentaénoique
(EPA) et I’acide docosahexaénoique (DHA), a partir de LA et ALA, respectivement, par une
série de réactions de désaturation (ajout d’une double liaison entre deux atomes de carbone)
et d’élongation (ajout de deux atomes de carbone) (Figure 1). Néanmoins, 1’enzyme initiale
A 6 désaturase dans la conversion de I’ALA en SDA est a taux limité chez I’homme, d’ou la
faible conversion d’ALA en SDA, EPA ainsi que DHA (20). Pour cela les meilleures sources
des oméga-3, avec une meilleure biodisponibilité, sont les poissons gras tels que le saumon,
le hareng, le maquereau, les sardines et les fruits de mer ainsi que leurs huiles qui sont une
source immédiate de SDA, EPA et DHA (21).

n-6 n-3
(w6) (w3)
Linoleic Series ~ Enzymes  Linolenic Series
A AlA €
c18:2 C18:3
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C183 C184
l Elongation l
C20:3 (GLA) 204
Desaturation
A5 FADS1
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€224 €225 C
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04 desaturase
€225 €22:6 (DHA C24:6
A B-oxidation |

Figure 1 : Le métabolisme et source des AGs oméga-6 et oméga-3 (inspirée de Simopoulos
et al, 2006)

Durant 1’évolution humain, on présume que le rapport oméga-6/oméga-3 était proche de 1
alors qu’il est passé aujourd’hui a 20: 1 dans les régimes occidentaux. Les régimes
occidentaux sont pauvres en oméga-3 et trés riches en oméga-6, ce qui désaccorde avec le

régime sur lequel les étres humains ont évolué et leurs programmations génétiques se sont



établis (16,17). De nos jours, I’évaluation de cet apport se fait par le test de ’indice oméga-
3 qui se fait par la mesure de la quantit¢ d’EPA et de DHA dans le sang (24).
Malheureusement le déséquilibre de ratio oméga-6/ oméga-3 ne représente pas seulement un
trouble nutritionnel, mais plutot un probléme de santé grave vu I’implication de ces acides
gras dans le fonctionnement de I’organisme comme la fonction membranaire et cellulaire, la
vision, le systeme nerveux central, le systtme immunitaire ainsi que la prévention ou la

provocation de plusieurs maladies ainsi que des troubles métaboliques (25).
b. Le ratio oméga-6/oméga-3 et la suralimentation (I’obésité)

Plusieurs études nutritionnelles montrent que les rapports oméga-6/oméga-3 élevés ont un
lien direct a «1’épidémie d’obésité» (26,27). Différentes études cliniques prouvent la
présence d’un effet positif des oméga-3 sur la réduction du poids (28), la composition
corporelle (29) ainsi que la diminution de la faim et 1’augmentation de la satiété (30).
D’autres études ont montré que la supplémentation en oméga-3 réduisait le poids corporel
chez les individus maigres (31), en surpoids (20, 22, 24) et obéses (33). De méme, dans les
¢tudes fondamentales, 1’utilisation d’un modele de souris transgénique fat-1 qui porte un
gene codant pour une désaturase des acides gras oméga-3, donnent des résultats semblables.
Cette enzyme peut convertir les oméga-6 en oméga-3 en ajoutant une double liaison a la
position oméga-3. En fait, I’expression de ce géne n’augmente pas uniquement les niveaux
oméga-3, mais diminue également de maniere concomitante les oméga-6 ainsi que le rapport
oméga-6/oméga-3 (34). Ces études montrent que lorsque ces souris transgéniques sont
soumises a un régime riche en graisses, elles résistent a 1’obésité, a I’hypercholestérolémie,
a la stéatose hépatique et au diabete grace a une augmentation de leur dépense énergétique
(34). Ces résultats, ensemble, viennent confirmer un role potentiel des oméga-3 dans la
régulation du métabolisme ainsi que la dépense énergétique chez I’étre humain et les
animaux. D’ailleurs, le déséquilibre du ratio oméga-3/oméga-6 favorise de nombreuses
maladies, notamment les maladies cardiovasculaires, le cancer et les maladies inflammatoires
et auto-immunes (35). Néanmoins, la consommation réguliere et suffisante en oméga-3,
comme chez les populations autochtones d’Alaska, a été associée a une faible incidence de
ces maladies (36-38). Le rapport équilibré omega-6/oméga-3 représente ainsi un facteur

indispensable pour la prévention de 1’obésité.



II.  L’importance des Omega-3 dans la prévention et le traitement des maladies
chroniques

1) L’effet des oméga -3 sur la vie périnatale
Au cours de la vie prénatale, nous savions que les modifications de 1’environnement intra-
utérin modifient le statut métabolique du feetus (39). En fait, la nutrition prénatale et le stress
sont les principaux facteurs qui peuvent altérer de maniere permanente I’expression génique
du ressort au moyen de mécanismes épigénétiques, altérant ainsi la fonction des cellules et
des organes et conduisant a des anomalies métaboliques dans la vie postnatale. Les données
épidemiologiques collectées de la famine hollandaise constituent la premiére preuve de la
capacité d’un facteur environnemental (dénutrition maternelle ou insuffisance placentaire) a
affecter le développement pré et postnatal et 1’état de santé des adultes (40). Plus précisément,
des études subséquentes ont montré que les personnes nées pendant cette famine étaient non
seulement touchées par I’obésité a 1’age adulte, mais aussi par la dyslipidémie athérogene, la

résistance a I’insuline, le diabéte et les maladies cardiovasculaires (41).

De nouvelles données indiquent que les niveaux circulants d’acides gras essentiels chez la
meére peuvent moduler la croissance et le développement du feetus. En effet, la consommation
de régimes dont le rapport oméga-6 oméga-3 est déséquilibré avant ou pendant la grossesse
peut avoir des effets néfastes sur le développement du feetus et influencer la santé globale de
la progéniture a 1’age adulte. Les oméga -6 et les oméga -3 ainsi que leurs métabolites, sont
transférés a travers le placenta et peuvent avoir des effets notables sur le développement du
systeme nerveux central (SNC) vu leurs importances dans le développement des systemes

neurologique et immunitaire du feetus (42,43).

Les oméga -3 sont importants pour la fonction de la membrane cellulaire et sont essentiels
au développement sain du cerveau et de la rétine du feetus (44), par contre un apport élevé en
oméga -6 dans I’alimentation de la mére est associé négativement a certains aspects du
développement neurologique de I’enfant, en particulier chez les enfants qui n’ont jamais été
allaités (45). De plus, les régimes maternels riches en oméga -6 sont associés a 1’origine
précoce de I’obésité (46), alors qu’un régime riche en oméga -3 est associé avec des effets
anti-inflammatoires et antithrombotiques (47). En parallele, des études chez les souris

transgéniques Fat-1 montrent que la diminution du ratio oméga-6/oméga-3 réduit



I’inflammation associée a I’obésité maternelle et protége contre 1’accumulation de lipides
placentaires et foetaux induite par un régime riche en graisses, réduisant ainsi la
programmation feetale défavorable (48). De ce fait, les acides gras oméga -3 sont considéres
comme un facteur important dans le bon développement du feetus et la protection contre les

complications métaboliques a 1’age adulte.

2) L’effet des oméga-3 sur la démence et fonction cognitive
La démence est un trouble neurocognitif grave qui se manifeste par une dégradation de la
mémoire et trouble du comportement accompagné par une difficulté a réaliser les activités
quotidiennes (49). Actuellement, la démence est la cause de mortalité la plus fréquente dans
les pays développeés (50), et malgré toutes les recherches et les études cliniques, il n’existe
aucun traitement qui peut améliorer efficacement les symptémes (51). Plusieurs facteurs
reliés au milieu de vie pouvant augmenter le risque de développer une démence comme le

tabagisme, la sédentarité, la dépression, I’hypertension, le diabéte et I’obésité (52).

Des études récentes incriminent aussi d’autres facteurs comme le déséquilibre du ratio
oméga-6/oméga-3. En fait, les patients atteints de la maladie d’ Alzheimer présentent des taux
sériques d’oméga -3 plus faibles que les personnes en bonne santé cognitive (53,54). Les taux
d’oméga -3 plus faibles sont également associés a une accumulation de dépdts de protéines,
appelés amyloides cérébrales, plus importante chez les adultes 4gés en bonne santé, tandis
qu’un taux d’oméga -3 plus élevé est corrélé a la préservation du volume cérébral (55). Ces
résultats sont soutenus par certaines études d’observation indiquant que les régimes riches en
oméga-3 sont associés a un risque réduit de déclin cognitif, de maladie d’Alzheimer et de
démence (56,57). En effet, les chercheurs supposent que les oméga-3 pourraient protéger les
fonctions cognitives en contribuant a maintenir les fonctions neuronales et I’intégrité des
membranes cellulaires dans le cerveau vu qu’ils sont une composante essentielle des

phospholipides des membranes cellulaires du cerveau (57).

3) L’effet des oméga -3 sur le cancer
La multiplication cellulaire est un phénoméne physiologique normal dans le corps. Le cancer
s’identifie par une multiplication incontrdlée de cellules échappant le contréle de 1I’organisme

pour former une masse qu’on appelle tumeur maligne. En absence de diagnostic et traitement



efficace, cette tumeur maligne va migrer et envahir les tissus voisins pour former d’autres

tumeurs et atteindre le stade final « la métastase » qui se poursuit par la mort (58).

Selon un rapport récent des Etats-Unis, publié en 2014, il y a prés de 1, 655, 540 nouveaux
cas de cancer et d’environ 585, 720 déces par an (59). De nos jours, il existe plusieurs
traitements pour le cancer notamment la chirurgie, la chimiothérapie, la photothérapie et la
radiothérapie, mais a cause de I’indisponibilité et du faible rapport cott-efficacité de ces

stratégies, il est important de favoriser la prévention ainsi que le diagnostic précoce (60-63).

Le cancer est une maladie multifactorielle dont les principaux facteurs sont la génétique,
notant les altérations et les mutations génétiques ainsi que 1’épigénétique (64). Cependant,
d’autres facteurs environnementaux sont aussi importants comme la consommation d’alcool,
le tabagisme, les changements hormonaux et la pollution (65-67). Une attention de plus en
plus grande est accordée au ratio oméga-6/oméga-3 vu qu’il peut moduler considérablement
le risque du cancer. En effet, la consommation élevée d’oméga-6 est corrélée a 1’incidence
de plusieurs types de cancers comme le cancer du sein et du pancreas (68), en partie, par
I’augmentation de la Prostaglandine E2 qui favorise leur formation (69). Alors qu’une
consommation élevee en oméga-3 est inversement proportionnelle a 1’incidence de ceS
cancers (70-74) en rendant les membranes des cellules tumorales plus riches en AG
insaturés, et plus faibles en AG saturés, de fagon que les cellules deviennent plus sensibles,
moins rigides et plus vulnérables au traitement (75). D’ailleurs, plusieurs études cliniques
ont prouvé le role thérapeutique des aliments d’origine marine dans le traitement du cancer
par ’administration diététique de I’huile de poisson ou ses principaux composants actifs, les
acides gras oméga-3 (76-79). De plus, les oméga-3 peuvent améliorer I’efficacité et la
tolérance des traitements usuels comme la chimiothérapie et la radiothérapie (80). Une autre

fois, les oméga -3 semblent trés importants dans la prévention et le traitement du cancer.

4) L’effet des oméga -3 sur I’inflammation chronique
L’inflammation physiologique est un élément central dans I’immunité innée. L’ immunité
innée est un mécanisme de défense qui protége 1’hdte contre les infections et les agents
pathogeénes. C’est une activité essentielle pour initier les processus de destruction des
bactéries et des virus suivis de la réparation des tissus afin de restaurer 1’homéostasie

tissulaire.



Certes, les réponses inflammatoires sont indispensables pour protéger le corps, mais si elles
ne sont pas bien régulées, elles peuvent provoquer des dommages aux tissus comme dans le
cas de I’inflammation chronique (73). L’ inflammation chronique est une phase anormale de
I’inflammation, caractérisée par sa persistance dans le temps ainsi que le développement des

maladies chroniques (81).

Il est important de noter que I’inflammation chronique de bas grade, favorisée par la
libération de nombreux médiateurs inflammatoires par le tissu adipeux et, surtout, par les
macrophages infiltrés, est un élément présent dans 1’obésité. Notant aussi que les personnes
obéses présentent des concentrations circulantes plus élevées de nombreux marqueurs
inflammatoires que les personnes minces. En outre, un grand nombre d’essais ont montré que
I’exces de graisse corporelle a 1’age adulte est associé a des niveaux ¢élevés de marqueurs

inflammatoires comme la leptine, la CRP et I’IL-6 (82-84).

Plusieurs facteurs favorisent cette inflammation, notamment le déséquilibre du ratio oméga-
6/oméga-3. D’ailleurs, les métabolites dérivés des oméga-6 et des oméga-3 ont
d’importantes fonctions dans la régulation immunitaire. Ces métabolites sont généralement
connus sous le nom de médiateurs pro-résolution et peuvent étre classés en différentes
familles : prostaglandines, thromboxanes, protectines, leucotriénes, marésines et résolvines.
Leur synthese est harmonisée par les enzymes lipoxygénase, cyclooxygénase ou
cytochrome P450 (85). Les substrats oméga-3 et omega-6 sont en competition pour ces
enzymes (86). Par conséquent, en présence d’acides gras oméga-3, la concurrence pour les
enzymes reduit la synthése des métabolites dérivés des oméga-6, qui donne un niveau
supplémentaire d’immunorégulation par les acides gras oméga-3. En effet, les oméga -6 ont
un réle pro-inflammatoire critique, car ils sont convertis en prostaglandines oméga-6 et en
leucotrienes omeéga-6 eicosanoides au cours de la cascade inflammatoire, tandis que les
oméga -3 sont des précurseurs d’eicosanoides aux propriétés anti-inflammatoires (87). De
plus, d’autres études ont montré qu’une supplémentation suffisante et efficace des oméga -3

est capable de diminuer significativement les marqueurs inflammatoires (88).

Autrement investigué, les concentrations plus élevées en oméga-3 dans la membrane

plasmique favorisent la production de médiateurs, tels que les résolvines, les marésines et les



protectines, qui sont impliqués dans la résolution de I’inflammation et la guérison (89-91).
En conclusion, il est indispensable d’avoir un ratio oméga-6/oméga-3 équilibré afin de

prévenir et traiter I’inflammation chronique.

5) L’effet des oméga -3 sur la stéatose hépatique non alcoolique
La stéatose hépatique non alcooliqgue (NAFLD) est une maladie grave qui peut conduire,
asymptomatiquement, a des Iésions hépatiques progressives, une fibrose hépatique puis une
cirrhose qui finit par un cancer du foie (92). La NAFLD se caractérise par I’accumulation de
lipides a plus de 5 % du poids total du foie, sans lien avec la consommation d’alcool (93).
Cette derniére est la maladie chronique du foie la plus courante dans les pays développés et
qui touche les adultes comme les enfants (94). Les quatre principaux facteurs de risque de la

NAFLD sont la dyslipidémie, 1’obésité, le diabéte de type 2 et le syndrome métabolique (95).

La NAFLD se développe principalement a cause d’un métabolisme anormal des graisses
entrainant 1’accumulation hépatique de lipides, suite a un dysfonctionnement qui touche
plusieurs mécanismes comme la lipogeneése de novo, I’absorption des graisses de la
circulation et leur assimilation dans les lipides ainsi que 1’oxydation des acides gras (95). Les
oméga-3 régulent, en partie, toutes ces voies, en controlant 1’activité des facteurs de
transcription régulant 1’expression des genes codant pour les protéines impliquées dans ces
mécanismes (95,96). Les oméga -3 sont des régulateurs négatifs de la lipogenése hépatique
et de ’accumulation du gras ectopique (97,98). D’ailleurs, la NAFLD est associée a un
déséquilibre du rapport oméga-6/oméga-3 avec un exces d’acides gras polyinsaturés oméga -
6 et a une carence en oméga-3 dans I’alimentation (99,100). De plus, plusieurs études
cliniques ont indiqué que les patients atteints de NAFLD ont, effectivement, un rapport
oméga-6/oméga-3 plus elevé (101,102). Cependant, une supplémentation de 0,25 a 1,3 g par
jour en oméga-3 (DHA) durant 6 a 12 mois, était capable d’améliorer la stéatose hépatique
ainsi que la dyslipidémie chez les patients (103). En effet, de nombreux essais cliniques ont
prouvé que la supplémentation en oméga -3 est une thérapie préventive et curative pour
combattre la NAFLD (104). De méme, les études précliniques ont donné des résultats
similaires, ou une supplémentation en oméga -3 avec un régime gras, chez des souris obéses

présentant une NASH préexistante, était capable de diminuer la graisse hépatique,
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I’inflammation et d’atténuer la progression de la NASH (105). Tous ces résultats suggerent

que les effets des suppléments d’oméga-3 puissent réduire I’accumulation de lipides au foie.

6) L’effet des oméga -3 sur les maladies cardiovasculaires
Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont I’un des problémes de santé publique les plus
importants dans le monde. Elles sont genéralement associées a une accumulation de dépots
graisseux dans les arteres (athérosclérose) et a un risque accru de caillots sanguins
responsables des accidents vasculaires cérébraux (thromboses) (106). Les MCV sont les
maladies non transmissibles les plus courantes responsables d’environ 17,8 millions de décés
en 2017 (107). Les facteurs de risques des MCV sont multiples, dont les principaux sont
I’hypertension artérielle, ’hyperglycémie, les anomalies lipidiques, 1’obésité, le tabagisme
et la sedentarité ainsi que le régime alimentaire (108). Plusieurs études ont trouvé que le
déséquilibre alimentaire, comme des quantités excessives oméga-6 avec un rapport oméga-
6/oméga-3 trés élevé, favorise la pathogenése de nombreuses maladies, notamment les
maladies cardiovasculaires (109). D’ailleurs, plus le rapport entre les acides gras oméga-
6/oméga-3 est élevé dans la membrane cellulaire, plus le taux de mortalité par maladie
cardiovasculaire est élevé (110) ; alors que, un rapport de 4/1 a été associé a une diminution

de 70 % de la mortalité totale causée par les maladies cardiovasculaires (35).

De grandes études de population ont montré que la consommation de poisson, dont le régime
méditerranéen, est fortement associée a une réduction des MCV ainsi que leurs facteurs de
risques (111-113). De plus, une consommation de poisson 1 a 2 portions par semaine, en
particulier d’espéces plus riches en EPA et DHA, est associée a une réduction du risque de
déceés coronarien et de mortalité totale (114). De ce fait, [’American Heart Association
recommande la consommation de poissons au moins deux fois par semaine (115). De méme,
la supplémentation en oméga -3 est efficace pour protéger contre les MCV. Par exemple, un
essai réalisé en Italie a démontré que la supplémentation en oméga-3 a raison de 1g par jour
réduisait de maniere significative le critére principal combiné de déces, d’infarctus non fatal
et d’accident vasculaire cérébral non fatal chez 2 836 patients sur une période de suivi de
42 mois (116). En effet, les acides gras oméga-3 présentent des propriétés antithrombotiques
importantes. Il a ét¢ démontré qu’ils peuvent inhiber la synthése de la thromboxane A2, une

prostaglandine qui provoque 1’agrégation des plaquettes et la vasoconstriction, ainsi que la

11



formation de la plaque d’athérome (117,118). En nous basant sur toutes ces donnees, nous
pouvons conclure que les oméga-3 jouent un rdle possible dans la prévention des

complications des maladies cardiovasculaires.

7) L’effet des oméga -3 sur le syndrome métabolique
Le syndrome métabolique a, a I’heure actuelle, deux définitions principales, celle de ’OMS
(Tableau 1) publiée en 1998 puis amendée en 1999 et celle du National Cholesterol
Education Program américain (NCEP-ATPIII) (Tableau 2), publiée en 2001.

Selon I’OMS, le syndrome métabolique se définit par la coexistence d’un trouble glycémique
(diabete de type 2, intolérance au glucose ou hyperglycémie modérée a jeun) avec au moins
2 des 4 critéres suivants : obésité, pression artérielle élevée, microprotéinurie élevée,

hypertriglycéridémie et faible taux de HDL-cholestérol.

Tableau 1 : Définition du syndrome métabolique selon I’OMS

Pression artérielle élevée PA > 140/90 ou tt anti HTA

Triglycérides TG > 150 mg/dL

HDL-C HDL < 35mg/dL (homme); < 39mg/dL
(femme)

Obésité IMC > 30 et/ou T/H > 0,9 (homme);
> 0,85 (femme)

Microprotéinurie Albumine urinaire > 20mg/mn; Alb/Cr
>30mg/g

Pour le NCEP-ATPIII, le syndrome métabolique se caractérise par la présence d’au moins 3
des 5 critéres suivants: obésité abdominale, hypertriglycéridémie, hypo- HDLémie,
Hyperglycémie et hypertension artérielle.
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Tableau 2 : Définition du syndrome métabolique selon NECP

Facteur de risque Seuil de diagnostique
Obésité abdominal

Périmétre abdominal :

Homme >102cm
Femme > 88cm
Triglycérides >1,5g/L

HDL-C :

Homme <0,4g/L
femme <0,5g/L

PA > 130/85 mmHg
Glycémie >1,1g/L

Les deux séries de critéres d’identification ont en commun la prise en compte d’une
association de facteurs de risques : hypertension artérielle, hypertriglycéridémie, HDL-

cholesterol bas, obésité et troubles glycémiques (119) (Figure 2).

« Intalérance au glucose

- IMC = Triglycérides

* Hyperglycémie a jeun

= HDL-cholestérol

* Micro-albuminurie Périmétre abdominal
= Périmétre abdominal

= Pression artérielle

NCEP-ATP Il

Figure 2 : Comparaison des 2 principales définitions consensuelles utilisées pour le

syndrome métabolique.

La prévalence du syndrome métabolique (MetS) augmente de maniére alarmante dans le
monde. La fédération internationale du diabéte (IDF) estime qu’environ 20 a 25 % de la
population adulte mondiale souffre de ce syndrome (120). Ceci est d’autant plus grave que
le MetS confére des risques accrus (5x et 2x respectivement) de développer un diabete de
type 2 (DT2) ou une maladie cardiovasculaire (MCV) au cours des 5 a 10 prochaines années.
Plus précisément, les patients atteints de MetS courent un risque 2 a 4 fois plus élevé

d’accident vasculaire cérébral, un risque 3 a 4 fois plus élevé d’infarctus du myocarde (MI)
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et 2 fois plus de risques de mourir d’un tel événement que ceux sans le syndrome
indépendamment d’un antécédent d’événements cardiovasculaires. Enfin, le MetS est
considéré comme un facteur de risque de premier ordre pour les complications

athérothrombotiques (121).

La prise en charge du syndrome métabolique consiste a traiter, en premier lieu, les deux
paramétres étiologiques importants favorisant le développement de ce syndrome qui sont
respectivement 1’obésité et la sédentarité. Une modification des habitudes de vie incluant une
augmentation de 1’activité physique d’intensité modérée, et une alimentation équilibrée avec
un régime riche en omeg-3 constituent la base de la prise en charge. 1l était déja prouvé qu’un
changement de mode de vie en faisant de I’exercice physique associé a un régime alimentaire
sain peut reduire la prévalence de MetS de 24 % (122). Cependant, une supplémentation de
3 g d’huile de poisson pendant 20 semaines a ce mode de vie saine, a montré meilleurs
résultats avec une diminution des valeurs du tour de taille, de triacylglycérol ainsi que la
pression systolique et diastolique (123). En effet, les oméga -3 peuvent contribuer au
traitement et a la prévention des comorbidités de 1’obésité, ainsi que les composantes du
syndrome métabolique (124,125). La supplémentation en oméga -3 empéche la prise de poids
ainsi que la dyslipidémie induite par un régime riche en graisses (HF) (126-128), par la
diminution de I’activité de récepteur y activé par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR
v) qui régule la transcription de geénes importants pour le métabolisme des lipides. La
diminution de son activité diminue les réserves lipidiques dans le tissu adipeux et agit sur le
cerveau en provoquant une anorexie ; deux facteurs liés a la diminution de la graisse
corporelle (129,130). De plus, la supplémentation en oméga-3 améliore I’homéostasie
glycémique ainsi que 1’insulino-résistance dépendamment (131) ou indépendamment de la
perte du poids (132). Ces données confirment I’importance des oméga -3 dans la prévention

et le traitement du MetS.

1. Le mécanisme protecteur des oméga-3 peut s’expliquer par la modulation de
I’endocannabinoidome et le microbiome

1) L’Endocannabinoidome

a- Le systéeme endocannabinoide (ECS)
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Le Cannabis sativa est une importante espece herbacée originaire d’Asie centrale, qui est
utilisée en médecine traditionnelle et comme source de fibres textiles depuis la plus lointaine
des époques, avec des composés majeurs comme le delta-9-tétrahydrocannabinol (THC)
(133). Le THC est une composante psychoactive présente a des teneurs tres élevées dans la
veérité droguante de Cannabis sativa « la marijuana », et il est le seul cannabinoide d’origine
végétale connu pour étre capable d’activer les récepteurs CB1 et CB2 de maniere puissante
et efficace (134). La découverte de ce composé a conduit a la découverte d’un important

systéme : le systéme endocannabinoide.

Le systéme endocannabinoide (ECS) est un mécanisme de signalisation distribué dans tout
le corps des mammiféres, et présent également chez les vertébrés non-mammiferes. 1l se
constitue des endocannabinoides (eCBs), qui activent les récepteurs cannabinoides CB1 et
CB2, ainsi que les enzymes anabolisantes et catabolisantes pour le eCBs (135,136). Les eCBs
sont des lipides de signalisation dérivés d’acides gras a longue chaine, généralement produits
a la demande a partir de précurseurs phospholipidiques (137). Les lipides dérivés de I’acide
gras essentiel oméga-6 1’acide arachidonique (AA) : le N-arachidonoyléthanolamine (AEA
ou anandamide) et le 2-arachidonoylglycerol (2-AG), ont été identifiés et démontrés qu’ils
étaient capables de se lier de maniére trés puissante aux récepteurs CB1 et CB2, stimulant
ainsi leur activité (124,128). Ces molécules, AEA et 2-AG, ont été nommées, alors, eCBs
(139).

Les eCBs ont leurs propres voies et enzymes anaboliques et cataboliques ainsi que leurs
précurseurs biosynthétiques. 2-AG est produit a partir de 1’hydrolyse des 1-acyl-sn-2-
arachidonoyl-glycérols (AcArGs), catalysée par soit la diacylglyceérol lipase alpha ou béta
(DAGL alpha ou DAGL béta), tandis que AEA est biosynthétisée a partir de I’hydrolyse de
N-arachidonoyl-phosphatidyléthanolamines et catalysée par une enzyme de type
phospholipase D spécifique du N-acyl-phosphatidyléthanolamine (NAPE-PLD). Le 2-AG
est hydrolysé en AA et glycérol par le monoacylglycérol lipase (MAGL) et ’AEA en AA et
I’éthanolamine par I’amide hydrolase des acides gras (FAAH) (140-143). 1l existe également
différentes voies suggérées pour la synthése et la dégradation du AEA et 2-AG qui sont en

cours d’investigation.
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Le systeme endocannabinoide joue un role central et périphérique en diminuant le
métabolisme de base et en augmentant le stockage d’énergie dans plusieurs organes. Sur le
plan central, la fonction principale des récepteurs CB1 est de contrbler le comportement,
comme, par exemple, les aspects homeéostatiques, motivationnels, et sensoriels de
I’alimentation (144-146) par le biais d’une multitude de voies neuronales dans plusieurs
zones du cerveau, entrainant ainsi une augmentation de la prise alimentaire. Cela explique
I’augmentation importante des niveaux hypothalamiques d’eCBs suite a un jelne (147). Cette
augmentation est dd, en partie, a une diminution de la signalisation de la leptine, qui réduit
normalement les niveaux d’eCBs. Un dysfonctionnement de la signalisation de la leptine, de
I’insuline et des glucocorticoides, contribuent ainsi a I’hyperphagie, au dysfonctionnement
de I’axe intestin-cerveau et a I’inflammation suite a 1’absence d’un rétrocontréle négatif sur

la synthése et la sécrétion des eCBs (148,149).

Dans les tissus périphériques, les récepteurs CB1 contrélent plusieurs tissus importants sur
le plan métabolique, via le systeme nerveux sympathique ou des actions directes sur les
hépatocytes, les adipocytes blancs et bruns, les cellules musculaires squelettiques, les cellules
épithéliales entéroendocrines et les cellules B pancréatiques. La surstimulation de ces
récepteurs entraine ainsi plusieurs dysrégulations en cascade dans différents tissus et
organes : dans le tissu adipeux brun, diminution de I’innervation sympathique et de la
thermogenese adaptative ; dans le tissu adipeux blanc, augmentation de la lipogenése et de la
résistance a I’insuline ; dans le foie, augmentation de la lipogenése de novo et de la résistance
a I’insuline ; dans le tube digestif, diminution de la satiété, de la motilité gastro-intestinale et
déréglement de la fonction du microbiote intestinal ; dans le pancréas, augmentation de la
sécrétion d’insuline basale ; et dans le muscle diminution de I’absorption du glucose médiée

par I’insuline (150).

Généralement, le déréglement de I’ECS, plus spécifiquement I’hyperstimulation et I’hyper
activation de récepteur CB1, sont associées a une augmentation de 1’adiposité, de la stéatose
hépatique, de la dyslipidémie et de la résistance a I’insuline (151). Par conséquent, ce
récepteur a attiré une attention particuliere des chercheurs ainsi que I’industrie
pharmaceutiqgue comme une cible pour traiter 1’obésité et les troubles métaboliques. Le

Rimonabant est un antagoniste/agoniste inverse pharmacologique sélectif des
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récepteurs CB1 (152) qui a démontré des effets bénéfiques sur I’obésité, 1I’arrét du tabac et le
syndrome métabolique. Les études fondamentales animales utilisant le Rimonabant ont
montré des résultats positifs dans la réduction de la faim, de 1’apport calorique et du poids
corporel ; et dans les études cliniques, le Rimonabant semble étre efficace pour le traitement
de I’obésité et le sevrage tabagique (153,154). Malheureusement, ce progres scientifique était
décevant vu que le blocage sélectif des CB1 a provoqué I’angoisse et la dépression au point
de promouvoir des effets suicidaires chez des patients traités avec la molécule (155).
Drailleurs, plusieurs études précliniques et cliniques ont prouvé, par la suite, que 1’altération
des récepteurs CB1 est impliquée dans plusieurs troubles neuropsychiatriques, notamment :
I’anxiété (156) et la dépression (157). D’ou la nécessité de trouver plutdét un moyen pour
inhiber la synthése de AEA et 2-AG sans bloquer les récepteurs CB1, ou de le bloquer
sélectivement dans les tissus périphériques.

b- L’Endocannabinoidome (eCBome)

L’eCBome représente une expansion de I’ECS. Il se compose de eCBs ainsi que d’autres

médiateurs, récepteurs et enzymes (Figure 3).
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Figure 3 : L’Endocannabinoidome (eCBome) (Arturo lannotti & Di Marzo 2021).

Certes, AEA (un N-acylethanolamine [NAE]) et le 2-AG (un 2-monoacylglyceérol [2 -
MAG]) sont les membres de 1’eCBome les plus étudiés, mais d’autres N-acylethanolamines
(NAEs) et 2-monoacylglycerols (2-MAGs) ont été identifiés, qui ont des fonctions
biologiques différentes ainsi que des récepteurs différents des ceux d’AEA et 2-AG (158).
Les eCBs sont une NAE et un-MAG (respectivement) contenant de I’AA (AA (AEA, 2-
AQG)), mais les autres molécules similaires contiennent d’autres acides gras, notamment
I’acide oléique (OA (OEA, 2-0OG)), I’acide palmitique (PA (PEA, 2-PG)), I’acide linoléique
(LA (PEA, 2-PG)), I’acide stéarique (SA (SEA, 2-SG)), I’acide docosahexaénoique (DHA
(DHEA, 2-DHG)), [I’acide eicosapentaénoique (EPA  (EPEA, 2-EPG)) et
I’acide stéaridonique (SDA (SDEA, 2-SDG)). Ces molécules ne peuvent pas généralement
activer les récepteurs cannabinoides, mais ciblent d’autres récepteurs comme les peroxisome
proliferator-activated receptors (PPARS), certains G-protein coupled receptors (GPCRS) et
les transient receptor potential (TRP) channels sensibles a la temperature, comme le TRPV1,
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TRPV2, TRPV4, TRPAL et TRPMS8. Cependant, les voies de synthése et de dégradation et
les enzymes de ces molécules sont communes a celles des eCBs (159,160).

b.1 Les récepteurs PPARs, GPCRs et TRPs :

Récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPARS)

Les PPARs sont un groupe de récepteurs nucléaires dont trois formes sont actuellement
identifiées : PPAR-a, PPAR - /5 et PPAR-y et qui sont codés par des genes différents. Ces
récepteurs controlent I’expression des genes en agissant comme des facteurs de transcription
régulés par des ligands. Les PPAR occupent un réle physiologique important dans la fonction
métabolique et I’homéostasie énergétique (161). Une multitude d’acides gras saturés et
insaturés, tels que 1’acide palmitique, I’acide linoléique, 1’acide arachidonique, ’acide
linolénique, 1’acide oléique, I’acide eicosapentaecnoique ainsi que leurs dérivés tels que
plusieurs molécules d’eCBome sont considérés comme des ligands naturels pour les PPAR
(162,163). PPAR-a. régule I’oxydation ainsi que le transport des acides gras et il est
principalement exprimé dans le foie et le tissu adipeux brun (BAT), les reins, les muscles et
le ceeur. Pour I’expression de PPAR-B, elle est observée dans de nombreux tissus, mais son
role n’est pas encore parfaitement défini. Concernant I’isoforme PPAR-y, il est
essentiellement exprimé dans le tissu adipeux blanc (WAT), ou il est une composante
indispensable du processus de différenciation des adipocytes et dans les macrophages en

modulant la production des cytokines (164).

Récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs)

Les GPR18, GPR55 et GPR119, sont connus comme des membres de I’endocannabinoidome
(165). GPR18 est localisé dans la moelle osseuse, le thymus, la rate, les poumons, le tissu
cerébelleux et les cellules endométriales. Apres sont activation par ses agonistes la N-
arachidonoyl glycine (NAGly) et le A9-THC, il stimule ainsi l'activitt MAPK, augmente le
calcium intracellulaire et la phosphorylation ERK1/2 intracellulaire et la phosphorylation de
ERK1/2 (166). Le GPRS5S5 peut aussi étre activé par le A9-THC et certains cannabinoides
synthétiques de faibles concentrations ainsi que par PEA, AEA, et 2-AG. Il est lié a

différentes cascades de signalisation moléculaire, notamment la libération de Ca2 + et facteur
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nucléaire des cellules T activées (167). Le récepteur GPR119 peut étre active par les
médiateurs d’endocannabinoidome qui comprennent ’OEA, le LEA et le 2-OG. Son
activation joue un rdle important dans la sécrétion d’hormones métaboliques comme les
incrétines suite a une prise alimentaire (168). Parmi les voies de signalisation médiées par le
GPR119 se trouvent les canaux K+ sensibles a ’ATP et les canaux Ca2+ dépendants du
voltage (169)

Transient receptor potential channel (TRPSs)

Les TRPs est un groupe de protéines membranaires y compris TRPV1, TRPV2, TRPV3,
TRPV4, TRPALl et TRPM8 qui ont été reconnus comme de récepteurs cannabinoides
ionotropiques (170). Le recepteur TRPV1 semble le plus documenté ; il est activé par le
vanilloide capsaicine (dont la« V »), la chaleur (>43 °C), un pH bas, le voltage, divers lipides
(171) et les médiateurs eCBome (172). L’activation du TRPV1 active une série de voies de
signalisation dans la cellule en autorisant le Ca?* de passer du coté extracellulaire de la
membrane au coté intracellulaire, augmentant ainsi le calcium intracellulaire (173). En effet
son activation peut affecter I’homéostasie énergétique, soit dans le contrle de 1’apport
alimentaire, soit dans la dépense énergétique, en contrdlant I’appétit et en produisant de la

chaleur, respectivement (174).
b.2 Les NAEs non-endocannabinoides

Les seuils tissulaires des NAEs non endocannabinoides (SEA, OEA, PEA et LEA) sont
habituellement de 1’ordre de la picomole par gramme de tissu, et généralement dans I’ordre
quantitatif suivant : SEA = PEA > OEA > LEA, sauf dans I’intestin gréle, ou le LEA peut

atteindre le niveau le plus élevé (175-177).

Dans les expérimentations animales, I’administration orale ou 1’injection intrapéritonéale de
ces NAEs a démontré différents effets, notamment I’inhibition de la prise alimentaire (OEA,
PEA, LEA) (177-179), I’inhibition de la douleur (OEA, PEA) (180-182), I’inhibition de
I’athérosclérose (OEA) (183), I’inhibition de I’inflammation (PEA) (184-189) ainsi que des
effets anticonvulsifs (PEA) (190) et neuroprotecteurs (PEA, OEA) (191-195). Il n’est pas
certain que I’OEA, la PEA et la LEA endogénes aient également tous les effets
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susmentionnés, bien qu’il soit reconnu que ces lipides de signalisation augmentent en cas de

Iésion tissulaire et d’inflammation, potentiellement comme mécanisme de protection.

(196,197).

Les NAEs des oméga -3, les DHEA et EPEA sont des ligands relativement peu efficaces des
récepteurs CB2, et ils sont reconnus par leurs effets bénéfiques. La DHEA et ’EPEA
entrainent une réduction de la libération des cytokines pro-inflammatoires, ainsi que le
contréle de I’inflammation au cours d’une maladie ou a la suite de 1ésions tissulaires (198).
Il a été démontré aussi que la DHEA et 'EPEA possédent des propriétés antitumorales
potentielles sur des lignées cellulaires de cancer du sein et de la prostate (199,200). De plus,
la DHEA est importante pour le développement du cerveau et le maintien de son
fonctionnement, et joue un rdle dans la neurogenese et la neuroprotection médié par le
récepteur GPR110 (201-204).

b.3 Les 2-MAGs non-endocannabinoides

Physiologiquement, les 2-MAGs sont normalement formés pendant la digestion des graisses
alimentaires (205,206), I’hydrolyse des triacylglycerols (TAG) par la lipoprotéine lipase
(LPL) et la lipolyse des TAG stockes dans les tissus (207). Ces voies sont distinctes de la
principale voie de biosynthese du 2-AG, qui passe par les diacylglycérols derives du
renouvellement des phosphoinositides (196). Récemment, des études ont montré que les 2-
MAGs peuvent activer le GPR119 et la libération ainsi de I’hormone incrétine GLP-1
(205,208), et peuvent également servir de médiateur a la sécrétion d’insuline dans le
pancréas. D’ailleurs, GPR119 est déja une cible médicamenteuse pour le traitement potentiel
du diabéte de type 2 (205,209). Les 2-MAGs insaturés peuvent aussi activer le canal TRPV1.
En conclusion, I’eCBome est un systéme de signalisation retrouvé chez plusieurs espéces
animales, indiquant un role essentiel dans les fonctions vitales ; et il est impliqué dans divers
aspects physiologiques et pathologiques de I’organisme d’ou il peut étre la cible de nombreux
médicaments (210,211). Il contient également d’autres amides d’acides gras a longue chaine,
qui n’ont pas été discutés ici, car ils ne sont pas pertinents pour le présent travail de these. Il
est important de noter que les médiateurs eCBome dérivés de I’acide arachidonique (c’est-a-

dire les eCBs, AEA et 2-AG), en activant les récepteurs CB1, peuvent jouer un role bénéfique
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dans le cerveau, mais ils contribuent aux troubles métaboliques dans les tissues
périphériques. Cependant, les médiateurs eCBome dérivés d’autres acides gras (satureés,
monoinsaturés et oméga-3) ont, au contraire, un réle bénéfique dans la plupart des tissus et

également dans le dysmétabolisme.

2) Le Microbiote intestinal
En préambule, il faut rappeler que le tractus intestinal humain est colonisé avec environ
autant de cellules bactériennes que les cellules du corps humain et contient environ 150 fois
plus de genes microbiens que le génome humain. L’ensemble de ces bactéries constitue le
microbiote intestinal. La majorité des bactéries constitutives de ce microbiote sont
apparentées a quatre phyla : les Actinobactéries (avec des genres comme Bifidobacterium et
Colinsella), les Bacteroidetes (avec des genres comme Bacteroides et Prevotella), les
Firmicutes (avec des genres comme Lactobacillus, Clostridium, Eubacterium et

Ruminococcus) et les Protéobactéries. (par exemple Enterobacter sp) (Figure 4) (212).

En conditions physiologiques, le microbiote intestinal coexiste dans une relation
homéostatique avec 1’hote. Cette relation hote-microbiote est maintenue de maniere
bidirectionnelle en particulier grace au systéme immunitaire. Le microbiote intestinal
bénéficie d’un environnement stable et de nutriments fournis dans le tractus intestinal, tandis
que I’hote tire profit des nombreuses fonctions exercées par le microbiote parmi lesquelles
la production des acides gras a courte chaine (AGCC) issus de la fermentation microbienne
des composants non digestibles de 1’hote (en particulier, des fibres alimentaires) qui
contribueraient a environ 10 % de nos besoins en énergie. Parmi les autres fonctions du
microbiote, figurent notamment la production de vitamines K et B12 et la protection contre

les pathogénes potentiels grace a I’exclusion compétitive (213).
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PHYLUM CLASS ORDER FAMILY GENUS SPECIES
examples examples examples examples examples examples
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Bilophila Sdophita
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Verrucomicrobia Verrucomictobine Verrucomicrobisies Akkezrmansiscess AhXermansia tohile

Figure 4 : classification du microbiote intestinal des mammiferes (Rinninella et al., 2019).

La composition du microbiote change substantiellement a deux stades au début de la vie : de
la naissance au sevrage et du sevrage a I’dge adulte en raison d’une plus grande

diversification de I’alimentation.
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Le génotype de I’hdte, I’age gestationnel, les pratiques médicales (par exemple 1’utilisation
d’antibiotiques), le mode d’accouchement (césarienne vs accouchement vaginal), 1’origine
géographique, les traditions culturelles, en particulier en ce qui concerne I’alimentation, sont

des facteurs qui influencent profondément le développement du microbiote (212).

Le microbiome est directement modulé par les changements de régime alimentaire (214), ou
le régime obésogéne peut installer un état physiopathologique liée a la dysbiose et a une
diminution de la diversité bactérienne. La dysbiose se manifeste par un déséquilibre entre les
espéces protectrices et nuisibles, qui méne a une réduction des bénéfices du microbiote
intestinal voir méme la provocation des maladies, particuliérement 1’obésité et le syndrome
métabolique (215-218). En fait, ce déséquilibre est connu d’avoir affecté majoritairement les
deux phyla de Bacteroidetes et Firmicutes qui sont les bactéries dominantes dans 1’intestin
humain avec plus de 90 % d’abondance par rapport a la communauté totale (219). Le
déséquilibre du ratio Bacteroidetes et Firmicutes avec une ¢lévation de I’abondance des
Firmicutes est supposé avoir un impact sur le fonctionnement physiologique notamment le
métabolisme énergétique total de I’hdte comme 1’obésité, le diabéte de type 2
et I’athérosclérose (220). Dans les modéles murins, I’ obésité induite par le régime alimentaire
résulte en l’augmentation du ratio Firmicutes/Bacteriodetes en association avec une
dégradation de la muqueuse de 1’iléon, une endotoxémie et une diminution des niveaux
d’Akkermansia muciniphila qui est généralement bénéfique (221). En guise de conclusion,
un régime alimentaire déséquilibré est responsable de la modulation du microbiote intestinal
qui a son tour peut modifier 1’équilibre métabolique de 1’hote et constituer un facteur

important dans le développement de certaines pathologies.

3) Les oméga-3 modulent I’eCBome
L’ECS diminue généralement la dépense énergétique et augmente le stockage d’énergie dans
plusieurs organes par I’augmentation des niveaux d’AEA et/ou de 2-AG et I’activation des
récepteurs CB1 (222). Cependant, ’ECS est maintenant considéré comme une partie d’un
systtme de signalisation beaucoup plus vaste, I’eCBome, qui, avec ses plus de 100
médiateurs lipidiques et environ 13 cibles moléculaires (y compris les PPAR, les canaux TRP
thermosensibles tels que TRPV1, et les GPCR orphelins tels que GPR119) est également

profondément impliqué dans le contréle du métabolisme énergétique, mais aussi de maniere
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opposée a la signalisation endocannabinoide/CB1(223). Les médiateurs dont les précurseurs
ultimes sont les AG omeéga-3 comme [’eicosapentaenoylethanolamide (EPEA) et le
docosahexaenoylethanolamide (DHEA) (224), et leurs cibles font également 1’objet de
recherches actives dans le cadre de 1’inflammation (223). En fait, il existe une concurrence
entre les précurseurs des acides gras omeéga-6 et oméga-3 dans la production des médiateurs
de I’eCBome correspondants, tels que les NAE et les 2-MAG, puisque tous les composants
de ces deux familles de lipides partagent les mémes enzymes anaboliques. Par conséquent,
plus la consommation d’AG oméga-6 et de leurs précurseurs tels que les LA est élevée, plus
ces AG seront estérifies en phospholipides a partir desquels les NAE et les 2-MAG sont
biosynthétisés, et il est de méme pour les AG oméga-3 alimentaires et leurs précurseurs tels
que les ALA (225) (Figure 5).

Autrement dit, un régime obésogene, riche en oméga-6 et pauvre en oméga-3, augmente les
niveaux des mediateurs AEA et/ou de 2-AG (226-229). L augmentation de ces médiateurs
peut étre aussi associée avec une augmentation de I’expression des enzymes anaboliques de
I’AEA et du 2-AG (respectivement NAPE-PLD et DAGL) et d’une diminution des enzymes
cataboliques de I’AEA et du 2-AG (respectivement FAAH et MAGL) (230-233) ainsi qu’une
augmentation de la signalisation de CB1 (234). En fait, la suractivation du systeme
endocannabinoide par 1’augmentation excessive des niveaux d’AEA et de 2-AG peut
stimuler 1’accumulation de lipides dans le tissu adipeux et d’autres organes et réduire la
dépense énergétique (235). De plus, cette suractivation est positivement corrélée avec
I’Indice de masse corporelle (IMC), en particulier avec 1’obésité abdominale (230,231,236).
Cependant la supplémentation en AG oméga-3 a un régime riche en oméga-6 inverse ces
changements (228) ; par exemple, I’administration d’huile de graines de lin riche en oméga-
3 avec un régime a base de lard a de jeunes souris a permis de réduire de maniére significative

les niveaux d’AEA dans le foie et d’améliorer I’homéostasie du glucose (237).
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Figure 5 : La modulation théorique du systéeme endocannabinoide par les AGs oméga-6 et
oméga-3 (Thomas Clark et al, 2018)

Comme mentionné ci-dessus, DHEA et EPEA sont les dérivés des acides gras oméga-3 DHA
et EPA, et qui ont été identifies comme médiateurs de I’eCBome (238). L’EPEA et la DHEA
sont présents dans le cerveau a des concentrations environ deux fois supérieures a celles de
I’AEA (239), mais leur affinité de liaison pour les récepteurs CB1 et CB2 est beaucoup plus
faible (238,240). L’EPEA et la DHEA partagent les mémes voies de production et de
dégradation que I’AEA, ce qui entraine une compétition entre ’EPEA, le DHEA et I’AEA ;
cette compétition peut étre affectée en modifiant le rapport alimentaire oméga-6/oméga-3,
modulant ainsi la proportion d’éthanolamides dérivés des AG oméga-6 et oméga-3
(223,241,242). 11 faut aussi noter qu’il y a la méme compétition entre 2-EPG, 2-DHG et 2-
AG par contre il n’y a pas de compétition entre les NAEs et les 2-MAGsS, car ils ne partagent
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pas les mémes voies enzymatiques. De plus, I’exposition aux AG oméga-3 a un jeune age
peut diminuer les niveaux d’endocannabinoides dans les tissus et prévenir les troubles
métaboliques induits par un régime alimentaire riche en graisses (243). De méme I’huile de
poisson et 1’huile de crustacés riche en EPA et en DHA étaient toutes deux capables de
diminuer les niveaux d’endocannabinoides tissulaires chez les rats obeses (244) et souris
(245). Egalement, la supplémentation avec 2 g/jour d’huile de crustacés ou 4 g/jour de poudre
de crustacés chez des sujets obeses a diminué de maniére significative la circulation du 2-
AG (246) et AEA (247) respectivement. Ces études nous ont amenés a proposer que les effets
positifs des AG oméga-3 a longue chaine sur la santé découlent, au moins en partie, de la
modulation de I’endocannabinoidome, et en particulier de la réduction des concentrations
tissulaires de ’AEA et du 2-AG (248,249).

4) Les Omega-3 modulent le microbiome
Comme I’Endocannabinoidome, le microbiome intestinal peut étre modifi¢ par les acides
gras alimentaires. En fait, en modifiant le régime alimentaire par une supplémentation en AG
oméga-3 provenant de I’huile de poisson et de I’huile de crustacés, la composition du

microbiote intestinal peut étre restaurée (250-252) a 1’échelle des genres (253).

En réalite, les études fondamentales (254) ont montré que les souris nourries a I’huile de
poisson présentaient une abondance relative accrue d’ Akkermansia muciniphila, une bactérie
Gram négative dégradant les mucines et inversement corrélée au surpoids, a I’obésité et au
diabéte, tant chez les souris (255) que chez les humains (256). En outre, 1’étude de Pu S. et
de ses collegues a montré que les taux sériques de lipopolysaccharide (LPS), qui est une
endotoxine pro-inflammatoire sécrétée par les bactéries (257), étaient plus élevés chez les
souris nourries au lard que chez celles nourries a 1’huile de poisson, ce qui indique que des
facteurs microbiens sont présents a la périphérie et qu’ils peuvent provoquer une
inflammation du tissu adipeux blanc (258). En conclusion, les acides gras oméga-3 ont un
role positif notable sur I’équilibre et le bon fonctionnement du microbiote. En effet, ces
acides gras polyinsaturés favorisent le développement de bactéries avantageuses pour la flore

intestinale, et en diminuant ainsi I’inflammation et améliorant le métabolisme du glucose.
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5) L’interaction microbiome — endocannbinoidome
Récemment, une interaction bidirectionnelle entre le microbiome intestinal et
I’endocannbinoidome a été mise en évidence avec pertinence pour la santé métabolique
(259). Les modifications de I’eCBome dues a un régime obésogeéne, comme 1’augmentation
de I’expression de CB1 et du niveau de 2-AG, sont associées a un microbiome altéré
(260,261). En outre, la perfusion chronique d’agonistes CB1 chez des souris augmente la
perméabilité intestinale, tandis que le traitement de souris obeses par des antagonistes CB1
entraine une réduction des taux plasmatiques de LPS et une diminution de la perméabilité
intestinale (262). Autrement examing, le blocage pharmacologique de 1’activité des
récepteurs CB1 chez des souris obéses soumises a un régime alimentaire a permis de réduire
la perméabilité intestinale et les niveaux de circulation du LPS, tout en inhibant le

développement de I’obésité (263).

De la méme manicere, les modifications du microbiome dans le cadre d’un régime obésogene
augmentent la perméabilité de la barriére intestinale, ce qui accroit le niveau circulant de LPS
qui module ’eCBome (264) ; alors que la réduction de I’endotoxémie métabolique (induite
par LPS), en utilisant les prébiotiques, est corrélée a une diminution de I’expression de CB1
et des niveaux d’AEA dans le colon avec une augmentation de 1’expression de I’enzyme
FAAH (catabolisant d’AEA) (265). Autrement dit, la modification de la composition
microbienne intestinale par 1’utilisation de prébiotiques modifie les niveaux de

récepteurs CB1 chez les souris obéses (262) (Figure 6).
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Gut

Figure 6 : Le microbiote intestinal module 1’Endocannbinoidome (Cani PD, 2012)

De méme, le transfert du microbiome fécal de souris donneuses conventionnelles & des souris
sans germes a montré que les altérations de ’eCBome de I’iléon et du jéjunum pouvaient étre
inversées par réintroduction du microbiote intestinal (266). De plus, les souris traitées avec
A. muciniphila, une espece appartenant au genre Akkermansia, augmentent les niveaux de 2-
MAG, y compris le 2-AG, le 2-OG et le 2-PG, dans la voie intestinale, ce qui confirme le
lien entre le microbiote intestinal et I’eCBome (267). Ces données suggérent que 1’ interaction

entre le microbiome intestinal et I’eCBome est effectivement bidirectionnelle.

IV. Les limites de la consommation des oméga-3

1) L’industrie agroalimentaire
Le passage d’un mode de vie traditionnel a un mode de vie moderne a entrainé des
changements concomitants dans tous les aspects de la vie, notamment 1’introduction et la
consommation croissante d’aliments produits en masse riche en oméga-6 (268). L’industrie
moderne est non seulement basée sur 1’huile végétale qui est la premiére source d’oméga-6,
mais elle applique I’hydrogénation qui sert a solidifier les huiles. L hydrogénation sélective
partielle des huiles réduit la teneur en oméga-3 (acide a-linolénique [ALA]) tout en laissant
une concentration élevée en oméga -6 (d’acide linoléique [LA]) (269,270). Le processus

d’hydrogénation et en particulier la formation d’acides gras trans a un effet néfaste directe
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sur la santé en favorisant la dyslipidémie et les troubles cardiométaboliques (99 100). L’OMS
amis en place plusieurs mesures pour combattre ce phénomene fatal (273), mais malgré tout,

I’industrie continue a en produire pour des raisons financiéres.

2) Codt élevé et manque de disponibilité des produits marins
Les études écologiques montrent que les prix des produits de la mer révelent I’impact d’une
perturbation écologique majeure qui entraine une diminution de la quantité de produits de la
mer et une augmentation de leur prix (274). Cela explique la préoccupation quant a la capacité
de I’industrie des produits de la mer a répondre a une demande accrue en suivant les
recommandations diététiques visant a augmenter la consommation de produits de la mer
(275,276). Les préoccupations générales concernant la pression exercée sur les stocks limités
de poissons sauvages (275,277,278) et les impacts de 1’aquaculture (279) de facon que la
consommation de fruits de mer en général semble non durable et qu’il faudrait rechercher

d’autres sources d’acides gras oméga -3 (276).

3) Développement des allergies contre les produits marins
Les allergies aux produits de la mer ont augmenté leur présence au cours des deux dernieres
décennies. Le poisson et les crustacés peuvent provoquer de graves réactions indésirables
médiées par les anticorps de I’'immunoglobuline E (IgE) chez les personnes sensibles. Les
manifestations cliniques les plus fréquentes de I’allergie aux fruits de mer sont les symptomes
gastro-intestinaux, le syndrome d’allergie orale, 1’urticaire, cedéme et la forme la plus
extréme de réaction, qui est I’anaphylaxie potentiellement mortelle (280). En outre, I’allergie
aux fruits de mer est une cause courante d’anaphylaxie d’origine alimentaire dans certaines
parties de I’Europe (281,282), aux Etats-Unis et au Canada (283,284), et en particulier en
Australie (285) et dans les pays d’Asie du Sud-Est (286,287). En général, il est conseillé aux
patients allergiques aux poissons et aux crustacés d’éviter d’en consommer ce qui crée en

contrepartie des carences en oméga-3.

4) Veéganisme
En paralléle, la consommation des oméga-3 a diminué considérablement avec le véganisme
qui est une forme stricte de végétarisme. Les véganes ne consomment aucun aliment dérivé
entierement ou partiellement d’animaux ; avec un mode de vie qui exclut I’exploitation

animale pour tout intérét: vétements, chaussures, cosmétiques... (288). Ce régime
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alimentaire crée un risque de carence alimentaire, notamment la carence en iode qui est
considérée comme 1’un des plus grands problémes de santé publique du 20e siécle et qui se
manifeste par ’hypothyroidie accompagnée par un retard de croissance et de développement
(289). Certes que la supplémentation du sel de la table en iode peut corriger cette carence,
mais la carence en oméga -3 semble non traitable. De ce fait, il est important d’augmenter
les apports alimentaires en acides gras oméga-3 en consommant un « super aliment » riche
en omeéga-3, disponible, peu colteux et consommable méme par les véganes et les personnes

souffrant d’allergies aux fruits de mer.

V. Les graines de chanvre une source alternative de qualité des oméga-3

1) Les graines de chanvre
Le chanvre (cannabis sativa) est une ancienne culture asiatique qui est cultivée depuis

environ 10 000 ans. (290). Le Cannabis sativa peut étre classé principalement en deux
phénotypes : le type drogue (marijuana) et le type non-drogue (chanvre). Au cours des
20 derniéres années, I’ Australie, le Canada et plus récemment les Etats-Unis ont légalisé la
culture de graines de chanvre a faible teneur en 9-tétrahydrocannabinol (THC) (<0,3 %)
(291).

2) Lacomposition nutritionnelle riche des graines de chanvre ainsi que leur effet
sur la santé métabolique

Les graines de chanvre représentent une culture potentiellement importante pour les
populations nordiques et, en particulier, les personnes ayant un faible taux de consommation
d’acides gras oméga-3 et de fibres pourraient tirer des bénéfices sains de cette source
alimentaire. Les graines de chanvre entiéres sont trés riches en acides gras essentiels (AGE)

et autres acides gras polyinsaturés (AGPI) (292,293).

En se basant sur les études d’intervention chez 1’humain, il semble qu’une supplémentation
quotidienne de 30 ml d’huile de chanvre soit capable de produire des effets
cardiométaboliques favorables (294), ce qui peut étre di en partie a ses niveaux élevés
d’acide gras oméga-3, I’ALA, que 1’on considére comme idéal pour un régime alimentaire
sain et représentatif des régimes humains paléolithiques (295). Il est également intéressant
de noter que les graines de chanvre sont aussi une source riche d’acide stéaridonique (SDA),

qui est formé en bas du métabolisme de I’ALA par la A 6-desaturase, contournant ainsi cette
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étape limitante et permettant la conversion du SDA en EPA. D’ailleurs cette conversion
pourrait expliquer pourquoi le SDA a une plus grande activité anti-inflammatoire que I’ALA
(296). Les graines de chanvre contiennent des protéines de haute qualité (297),et elles sont
réputées pour leur digestibilité et leur richesse en neuf acides aminés essentiels qui doivent
étre intégrés par I’humain : I’histidine, I’isoleucine, la leucine, la lysine, la méthionine, la
phénylalanine, la thréonine, le tryptophane et la valine (293). Les graines de chanvre sont
également riches en polyphénols. La capacité anti-oxidative de ces composés est mise en
évidence par plusieurs études (298-300). En fait, les phénols et les polyphénols, dont la
production est strictement liée aux mécanismes de défense des plantes, ont fait I’objet d’une
grande attention en raison de leur utilisation potentielle comme agents prophylactiques et
thérapeutiques dans de nombreuses maladies (301). Finalement, les graines de chanvre
alimentaires peuvent étre en mesure de modifier le microbiome intestinal ainsi que I’eCBome
en raison de leurs niveaux ¢levés d’oméga-3 ALA et SDA. De plus, étant donné les effets
positifs sur la santé des fibres alimentaires associées a des changements dans le microbiome
intestinal, les niveaux élevés de fibres dans les graines de chanvre entieres peuvent également

contribuer a une modulation positive du microbiome intestinal.

V1. Problématique, objectif et hypothese de recherche

1) Problématique
La supplémentation en graines de chanvre limite-t-elle le développement de 1’obésité et les
désordres métaboliques associés a une diéte riche en graisse et en glucides, en modulant I’axe

endocannabinoidome-microbiome ?

2) Objectif
Notre objectif est d’étudier les effets des graines de chanvre entieres sur le développement
de I’obésité, de la résistance a I’insuline et de divers paramétres métaboliques dans un modéle
murin d’obésité induite par un régime riche en graisses et en glucides, et de corréler ces

changements aux modifications de ’eCBome et du microbiote intestinal.

3) Hypothese
Nous supposons que les graines de chanvre amélioreront I’adiposité, les niveaux de glucose,
d’acides gras, d’adipokines circulants et la sensibilité a I’insuline chez les souris obéses en

corrélation avec des niveaux circulants et tissulaires normalisés de mediateurs lipidiques de
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I’eCBome ainsi que des changements drastiques dans la composition du microbiote

intestinal.
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Chapitre 1 The nutritional and Cannabinoid composition
of Finola and X59 hemp seeds

Résumé

Contexte : Le chanvre est une ancienne culture asiatique qui est cultivée et exploitée depuis
environ 10 000 ans, cependant, la qualité nutritionnelle de ses graines a récemment
commencé a attirer I’attention des chercheurs scientifiques ainsi que des consommateurs. Les
graines de chanvre sont aujourd’hui considérées comme 1’une des sources alimentaires les
plus complétes en raison de ses caractéristiques nutritionnelles élevées. Au Canada, environ
51 variétés sont approuvées pour la culture, mais le contenu nutritionnel de la majorité
d’entre elles reste peu connu. Objectifs : Le but était d’étudier la composition nutritionnelle
et cannabinoide des deux variétés de chanvre cultivées en Alberta Canada : Finola et X59.
Meéthodes : Les analyses étaient réalisées par la compagnie AGAT pour doser la composition
en macro- et micronutriments. Résultats : Les résultats de cette étude montrent qu’aucune
des deux graines n’avait des niveaux détectables de cannabinoides . De plus, les graines
Finola et X59 ont une composition similaire en macro et micronutriments, cependant, les
graines Finola ont plus d’acides gras oméga-3 qui sont les composants clés de notre projet in

ViVO.
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Abstract

Background: Hemp is an ancient Asian crop that has been cultivated and exploited for about
10,000 years, however, the nutritional quality of its seeds has recently begun to attract the
attention of scientific researchers as well as consumers. Hemp seeds are now considered one
of the most complete food sources because of its high nutritional characteristics. In Canada,
about 51 varieties are approved for cultivation, but the nutritional content of many of them
remains poorly known. Objectives: The aim was to study the nutritional and cannabinoid
composition of two hemp varieties grown in Alberta Canada: Finola and X59. Methods: The
analyses were carried out by AGAT to determine the composition of macro- and
micronutrients. Results: The results of this study showed that neither seed had detectable
levels of cannabinoids. In addition, the Finola and X59 seeds have a similar macro and
micronutrient composition, however, Finola seeds have more omega-3 fatty acids, which are

the key components of our in vivo project presented in chapter 2.
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I. Introduction
Hemp (cannabis sativa) is an ancient Asian crop that has been cultivated and exploited for
about 10,000 years (302). Hemp varieties are classified into two groups: industrial and drug
varieties, generally based on the levels of the psychoactive cannabinoid tetrahydrocannabinol
(THC) and the non-psychoactive cannabinoid cannabidiol (CBD), that are high variability
among hemp varieties (303,304). In the last 20 years, hemp was cultivated not only in Asian
countries, but also in America, Europe and Africa, with Canada being the first western
country to legalize this crop with low THC content (<0.3%) (305), followed by Europe and
the United States (306). On a global scale, the majority of hemp cultivation remains in China,
which produces half of the hemp fiber on the market (307). Canada is also an important
competitor in the production of industrial hemp in the global market. In 2011, Canada issued
340 cultivation licenses to farmers who grew more than 39,000 acres of industrial hemp
(308,309), while in 2018 the amount grown has increased significantly with more than 77,000

acres used for hemp production (310).

Hemp cultivation is sustainable, has low environmental impact and is versatile, being useful
in several application areas such as food and feed, cosmetics, construction as well as
producing pharmaceutically relevant compounds (311). Traditionally, hemp has been grown
primarily as a fiber crop for textile production as well as animal feed (306). However, hemp
seeds are also known for their medicinal benefits. They were used to treat functional

constipation in traditional Chinese medicine (312).

Recently, the nutritional window of these seeds is attracting more and more attention from
scientific researchers as well as from consumers, and they are often labelled as a “superfood”
thanks to their qualitative and quantitative richness in macro and micronutrients (313). Hemp
seed is often considered one of the most nutritionally complete food sources due to its high
nutritional characteristics. Hemp generally contains 25-35% lipids with a unique and well-
balanced composition of fatty acids (FA), 20-25% easily digestible proteins rich in essential
amino acids and 20-30% carbohydrates, a large part of which consists of dietary fiber, mainly
insoluble; as well as vitamins and minerals (306). The fatty acid composition of hemp seeds
appears to be very attractive with high levels of alpha-linolenic acid (ALA), an omega-3 fatty

acid, in a ratio of approximately 3:1 (omega 6: omega 3) which is considered ideal for a
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healthy diet and representative of paleolithic human diets (314,315). Moreover, the oil
content of hemp seeds contributes to their health benefits. Clinical studies show that a daily
supplementation of 30 ml of hemp oil per day is able to produce positive cardiometabolic
effects by measuring total cholesterol:HDL cholesterol ratio (316). In addition, hemp oil
supplementation improves the phospholipid composition of red blood cells as measured by
the omega-3 index, which is correlated with good health (317). Thus, hemp seeds represent
a potentially important food crop for populations and, in particular, individuals with low
omega-3 fatty acid and fiber intake may derive health benefits from hemp seed consumption.
Nevertheless, the choice of these seeds seems unclear in view of the many varieties that exist.
In the literature, several studies show that the nutritional composition of hemp seeds differs
from one country to another (318,319), or even between samples from the same country
(320-322). For example, in Turkey, a study of twenty-one different hemp samples obtained
from seven provinces showed that the oil contents of the hemp seed samples were different,
ranging from 29.61 to 36.47%, with an average of 32.13% where the highest oil content was
measured in the samples received from the city of Glimiis hacikdy, which is characterized by

a cold winter and a hot summer (323).

In Canada, about 51 varieties are approved for cultivation (324), but the nutritional content

of the majority remains poorly understood.

In this article, we report on the nutritional composition whole seeds of the two hemp
varieties: Finola and X59, which were grown in Alberta, Canada. We also measured on their

content of several cannabinoids.
Problematic

Which variety has the best nutritional composition in omega-3 fatty acids: Finola or X59?
Do they have traces of cannabinoids: THC or CBD?

Objective

To evaluate the nutritional and cannabinoid composition of Finola and X59 hemp seeds in

order to choose the best variety in omega-3 fatty acids composition for our in vivo project.
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Hypothesis

Both varieties will have an important nutritional composition with slight differences.

I. Methods
Cannabinoids

One gram of hemp seeds was ground with homogenizer beads on a vortex in acetonitrile
containing 1% acetic acid for 10 minutes. The sample was extracted twice, and the
supernatants resulting from centrifugation were combined. The extract was diluted, and
cannabinoid content was measured using UHPLC (Agilent 1290) UV-MS (Agilent 6470).
Multiple reaction monitoring transitions were also acquired to positively identify the

cannabinoids.

Total Fat and Fatty Acid Profile

Hemp seeds were hydrolyzed with concentrated hydrochloric acid and the fat extracted with
ethyl ether and petroleum ether (1:1). The organic phase was decanted into a beaker, the
solvent evaporated, and the fat weighed. The fatty acids were produced by the hydrolysis of
the ester bonds of triglycerides in a 100 °C water bath and evaporated dry. To prevent
degradation of the fatty acids, during the analysis pyrogallic acid was added at the beginning
of the analysis. After hydrolysis, the fatty acids were extracted into ether and a methylation
reaction with boron trifluoride (BF3) in methanol was used to convert the fatty acids into
methyl esters (FAME). Using a GC-FID, the methyl esters of the FAME fatty acids were
determined and calculated individually in relation to the total amount of FAME found and

the percentage of fat in each sample.

Cholesterol Profile

Lipids were extracted as above and saponified at 40 °C temperature with an ethanolic KOH
solution. The un-saponifiable fraction containing cholesterol and other sterols was extracted

with benzene. Sterols are derivatised with trimethylchlorosilane (TMCS) and
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hexamethyldisilazane (HMDS) to methyl esters and quantitatively determined by gas
chromatography.

Proteins

Hemp seeds were digested in concentrated H2SO4 to convert the protein nitrogen to
(NH4)2S04 at boiling point in the presence of catalysts (K2SO4 and CuSQs) in an aluminum
block digester. Water was added to prevent solidification and to avoid direct mixing with the
subsequent addition of a strong base to neutralize the acid and alkalize the digest. NH3 was
released by distillation and captured in boric acid in the presence of a colour indicator. The
distillate was titrated with a volumetric solution of 0.1 N HCI to the turning point. The
amount of protein was calculated by multiplying the calculated N% by 6.25 as a general

conversion factor.

Sugars

The concentration of glucose, fructose, galactose, sucrose, maltose and lactose was
determined with a liquid chromatographic system (Agilent 1100 HPLC) with a equipped with
a refractive index detector (RID) and a refractometer and Polaris 3 NHz column. Prior to
sample analysis, Carrez clarification and filtration were performed. The concentration of the
samples was determined by interpolation using the area of the samples and a calibration

curve.

Fiber

Samples were hydrolyzed with amylase at 100 °C for 15 minutes, then with protease and
amiloglucosidase at 60 °C in a shaking water bath for 30 min using a total dietary fibre assay
kit (Sigma). After hydrolysis, four volumes of 95% alcohol were added to precipitate the
soluble fibres. The residue obtained after filtration is washed with 78% alcohol and acetone,
dried at 100 °C and weighed. Duplicate residues are analyzed to calculate the percentage of
protein and ash at 525 °C. Total dietary fibre = average weight of residue at 100 °C - weight

(protein + ash) - blank.
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Calories and Carbohydrates

Carbohydrates were determined by the difference between the total (100%) and the sum of
the remaining major components (moisture, protein, fat and ash). Total carbohydrates
calculated using this method include sugars, starch, dietary fibre, polyalcohols, glycerol and
polydextrose. From the main constituents and the specific energy factors for each group, the

caloric and energy value of a food product was calculated, using the Atwater system (325).

Ash and Moisture Content

The sample was burnt at 550 °C in a pyrolysis oven overnight (12-16 hours). The sample was
weighed before and after incineration to calculate the ash value. Moisture was calculated
using the gravimetric method by calculating the weight before and after evaporation of water

in a desiccator at room temperature.

Calcium, Iron, Potassium, Sodium

Samples were reduced to ash (see above) in order to decompose the organic matter. The
resulting inorganic residue was digested with a 3:1 mixture of concentrated HNO3 and HCI
and subsequently analyzed by for the determination of metals inductively coupled plasma
optical emission spectrometry (ICP- OES; Perkin EImer ICP-OES 5300).

I11. Results and Discussion
Cannabinoid Profile:

In this study we carried out a detailed analysis of the cannabinoid content and nutrient
composition of Finola and X59 hemp seeds. These two grain-type hemp varieties of cannabis
sativa initially developed in Finland and Russia respectively (326,327) and are characterized
by having a shorter stature, greater seed production and very low levels of psychoactive (-)-
delta-9-trans-tetrahydrocannabinol (THC), but may still produce significant levels of over
100 other phytocannabinoids with distinct pharmacological activities (328). Seeds are not a
site of phytocannabinoid production, which occurs in other parts of the plant (especially
flowers) that harbour secretory epidermal glands (trichomes), however, they may become

contaminated with sticky, cannabinoid-rich resin (328). Excessive consumption of THC can
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cause acute toxic symptoms like gastrointestinal disorders, psychological effects and
sedation (329). As a consequence, several countries regulate the permitted THC levels in

hemp seeds and hemp seeds products (329-333).

In Canada, only the hemp seeds that contain 10 pug/g THC or less are allowed to be imported,

exported and sold (https://laws-lois.justice.gc.ca/fra/reglements/DORS-2018-145/page-
1.html#h-839641). A recent assessment (334) of 10 organic hemp seeds oils using UHPLC-

HRMS/MS found low, but detectable levels of several phytocannabinoids, including not only
the normally abundantly produced THC and CBD, but also other minor phytocannabinoids,
with the acid forms of THC and CBD (THCA and CBDA, respectively) generally being the

most prevalent.

We therefore measured the levels of several phytocannabinoids, including THC, CBD and
their acid forms within the Finola and X59 hemp seeds (table 3). As expected, for these non-
drug type varieties, the levels of THC were below the detection limit (<0.001%). Finola and
X59 are generally considered to produce relatively high levels of CBD, and Finola has
recently been shown to produce many other phytocannabinoids (335). Despite this all of the
phytocannabinoids assessed were below our detection limits, suggesting that, even though
we assessed whole hemp seeds with their pericaps, when these varieties are grown for seed
production and harvested accordingly, there is insignificant contamination of the seeds with

phytocannabinoids.
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Table 3: Phytocannabinoid profile

Unit RDL X59 Finola

Delta9 THC

0,
(Delta-9-Tetrahydrocannabinol) % 0.001  <0.001 <0.001

Delta 8 THC

0,
(Delta-8-Tetrahydrocannabinol) % 0.001  <0.001 <0.001

THCA

(Delta-9-Tetrahydrocannabinolic % 0.001 <0.001 <0.001
Acid)

CBD (Cannabidiol) % 0.001 <0.001 <0.001
CBDA (Cannabidiolic Acid) % 0.001  <0.001 <0.001
CBN (Cannabinol) % 0.001 <0.001 <0.001
CBG (Cannabigerol) % 0.001 <0.001 <0.001
CBGA (Cannabigerolic Acid) % 0.001  <0.001 <0.001
CBC (Cannabichromene) % 0.001 <0.001 <0.001
THCYV (Tetrahydrocannabivarin) % 0.001 <0.001 <0.001
Total THC % 0.001 <0.001 <0.001
Total CBD % 0.001 <0.001 <0.001

RDL - Reported Detection Limit

Food Chemistry:

We also evaluated the marco- and micronutrient content of the two hemp seed varieties
(Table 4). Hemp oil represents the most important component of these seeds, especially from
a nutritional and industrial point of view, however, other components of the seeds also have

significant nutritional value.

Several studies have shown that the oil content of hemp seeds varies from 25 to 35% (336-

341) where this variation is mainly due to the genotype (311,337). In addition, many
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researchers have also observed that environmental conditions such as geography, climate and
local agronomic factors have an effect on the total oil content (342,343). Hemp oil is
characterized by a high content of polyunsaturated fatty acids (PUFA) and a low amount of
saturated fatty acids (SFA) (315,344). More specifically, hemp oil contains up to 90%
unsaturated fatty acids, 70% to more than 80% of which are composed of PUFASs (14).

Hemp oil represents a particularly rich source of Essential Fatty Acids (EFAS), including
linoleic acid (LA) an omega-6 and alpha-linolenic acid (ALA) an omega-3, as they cannot
be synthesized by mammals and must therefore be acquired through diet for the maintenance
of a healthy human life. According to the European Food Safety Authority (EFSA), the ratio
of omega-6 to omega-3 must be strictly less than 5 (345). In addition, hemp seeds have high
levels of omega-3 ALA which are proposed as ideal for a healthy diet and representative of
paleolithic human diets (346). Several studies have found that Finola is the hemp variety with
the highest ALA content compared to other varieties (311,336,337) and can reach 22% (340).
Hemp seeds also contain monounsaturated fatty acids (MUFA), the main one being oleic acid
(OA), an omega-9, which can reach 18.78% of total fatty acids (338). In general, the amount
of OA in hemp oil is comparable to that present in flax seed (15%) (347) and higher than that
found in chia seed (7%) (348).

Our food chemistry analyses show that the oil content in our samples was 31.5g/100g for
Finola and 29.1g/100g for X59. Finola and X59 seeds are rich in polyunsaturated fatty acids
(PUFAS) with Finola having a higher content (24.6g/100g) of PUFAs than X59 (21.9g/100g).
These values are in agreement with other studies (336) for Finola seeds to the best of our

knowledge, this is the first quantification of the oil content of the X59 variety of hemp seeds.

The differences in fatty acid content between the hemp seed varieties did not have a strong
effect on the omega-6, omega-3 ratio (Table 5), but it was lower in Finola seeds (3.23) than
in X59 seeds (4.24), mostly due to the fact that Finola hemp seeds have 25% more total
omega 3 fatty acid than X59. However, X59 seeds have more omega-9 oleic acid
(3.429/100g) than Finola seeds (2.949/100g). The current study shows that the PUFA content
of these varieties is similar, with Finola having higher levels of omega-3 fatty acids,
suggesting that this variety of hemp can be useful to contribute to a healthy diet thanks to the

high amount of ALA that decreases the mortality due to coronary diseases (349).
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Table 4: Food Chemistry

Parameter Unit RDL X59 Finola
Moisture content g/100g 0.10 3.83 3.72
Fat by Acid Hydrolysis 9/100g 025 29.1 315
Protein 0/100g 0.10 26.5 29.9
Ash 0/100g 010 490 513
Carbohydrates 9/100g 05 357 298
Calories kcal/100g 2 511 522
Saturated Fatty Acids g/100g 0.10 243 2.45
Mono-unsaturated Fatty Acids 9/100g 0.10 3.42 2.94
Poly-unsaturated Fatty Acids 9/100g 0.10 21.9 24.6
Trans Mono-unsaturated Fatty Acids 9/100g 0.10 <0.10 <0.10
Trans Poly-unsaturated Fatty Acids g/100g 0.10 <0.10 <0.10
Cholesterol mg/100g 1 <1 <1
Calcium (Food) mg/100g 5 106 107
Iron (Food) mg/100g 0.10 9.58 11.3
Sodium (Food) mg/100g 3 <3 <3
Potassium (Food) mg/100g 9 712 776
Sugars 9/100g 0.10 1.36 1.12

RDL - Reported Detection Limit
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Table 5: Detailed Fatty Acid Profile (9g/100g of whole hemp seeds) of X59 and Finola

Parameter Unit RDL  X59 Finola
C4:0 Butyric Acid g/100g 0.10 <0.10 <0.10
C6:0 Caproic Acid 9/100g 0.10 <0.10 <0.10
C8:0 Caprylic Acid 9/100g 0.10 <0.10 <0.10
C10:0 Capric Acid g/100g 0.10 <0.10 <0.10
C11:0 Undecanoic Acid 0/100g 0.10 <0.10 <0.10
C12:0 Lauric Acid 0/100g  0.10 <0.10 <0.10
C13:0 Tridecanoic Acid g/100g 0.10 <0.10 <0.10
C14:0 Myristic Acid 9/100g 0.10 <0.10 <0.10
C14:1 Myristoleic Acid 9/100g 0.10 <0.10 <0.10
C15:0 Pentadecanoic Acid g/100g 0.10 <0.10 <0.10
C15:1 cis-10 Pentadecanoic Acid 9/100g 0.10 <0.10 <0.10
C16:0 Palmitic Acid 9/100g 0.10 1.70 1.70

C16:1 Palmitoleic Acid g/100g 0.10 <0.10 <0.10
C17:0 Heptadecanoic Acid 0/100g 0.10 <0.10 <0.10
C17:1 cis-10 Heptadecanoic Acid 9/100g 0.10 <0.10 <0.10
C18:0 Stearic Acid 0/100g 0.10 0.72 0.75

C18:1n9c Oleic Acid 9/100g 0.10 3.42 2.94

C18:1n9t Elaidic Acid 9/100g 0.10 <0.10 <0.10
C18:2n6¢ Linoleic Acid 0/100g 0.10 165 17.9

C18:2n6t Linolelaidic Acid 0/100g 0.10 <0.10 <0.10
C18:3n3c Linolenic Acid 9/100g 0.10 3.89 5.53

C18:3n6c gamma-Linolenic Acid 0/100g 0.10 1.43 1.17

Continued on next page
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Table5: Detailed Fatty Acid Profile (9g/100g of whole hemp seeds) of X59 and Finola
(continued)

C20:0 Arachidic Acid g/100g 0.10 <0.10 <0.10
C20:1n9c Eicosenoic Acid 9/100g 0.10 <0.10 <0.10
C20:2 cis-11,14 Eicosadienoic Acid 9/100g 0.10 <0.10 <0.10

C20 :3n3 cis-11,14,17
0/100g 0.10 <0.10 <0.10
Eicosatrienoic Acid

C20 :3n6c¢ cis-8,11,14
g/100g 0.10 <0.10 <0.10
Eicosatrienoic Acid

C20:4n6c¢ Arachidonic Acid 9/100g 0.10 <0.10 <0.10

C20 :5n3c cis-5,8,11,14,17

Eicosapentanoic Acid 9/100g 010 <010 <010

C21:0 Heneicosanoic Acid 9/100g 0.10 <0.10 <0.10

C22 6n3c cis-4,7,10,13,16,19

Docosahexanoic Acid 9/100g 010 <0.10 <0.10

C22:0 Behenic Acid 9/100g 0.10 <0.10 <0.10
C22:1n9c Erucic Acid 9/100g 0.10 <0.10 <0.10
C22:2 cis-13,16 Docosadienoic Acid 0/100g 0.10 <0.10 <0.10
C23:0 Tricosanoic Acid 9/100g 0.10 <0.10 <0.10
C24 1n9c Nervonic Acid 9/100g 0.10 <0.10 <0.10
C24:0 Lignoceric Acid 0/100g 0.10 <0.10 <0.10

RDL - Reported Detection Limit

With respect to protein content, hemp seeds are also rich in protein and contain almost as
much high-quality protein as soybeans. Recent proteomic characterization of hemp seeds has
highlighted the fact that hemp seeds are underutilized non-leguminous protein-rich seeds

with desirable nutritional characteristics (350). Hemp seeds protein is well known for its
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digestibility and richness in nine essential amino acids required by humans (344). Among the
amino acids, arginine is found at surprisingly high levels. This primary metabolite, as a
precursor to nitric oxide (NO) production, acts as a pivotal signalling messenger in the
cardiovascular system by participating in the control of hemostasis, fibrinolysis, platelet and
leukocyte interactions with the arterial wall, regulation of vascular tone, vascular smooth
muscle cell proliferation, and blood pressure homeostasis (351). The protein content of whole
hemp seed ranges from 20% to 25% and may further increase in some processed hemp
products (339,341,352). Overall, hemp seed is considered as a high protein source containing
a higher amount of protein than other protein-rich products such as flax seed (20.9%) (353),
chiaseed (18.2-19.7%) (354) and quinoa (13.0%) (353). Our analysis shows that Finola seeds
contain more proteins (29.9 g/100 g) than X59 seeds (26.5 g/100 g).

The total carbohydrate content of hemp seed may be between 20 and 30%, of which the major
part is fiber with 27.6 g/100 g total dietary fiber (TDF) (Typical nutritional content of hemp
seeds) (340). Insoluble dietary fiber (IDF) is the most abundant with a value of 25.49 g/100 g
while soluble dietary fiber (SDF) is 0.16 g/100 g (355). Therefore, hemp seed is one of the
richest sources of IDF among several crops such as green pea (8.69 g/100 g), and bean (9.39g
/100 g) (355). Our results show that Finola seeds have 29.8 g of carbohydrates per 100g of
and X59 have 35.7 g/100g, with 1.12g of sugar per 100g in Finola seeds and 1.369/100g in
X59 seeds, thus the TDF for Finola was calculated at 28.7 g/100g and 34.3g/100g TDF for
X59.

The total mineral content of a food is indicated by the amount of ash in the sample. Minerals
are considered micronutrients because their dietary requirements are relatively low;
nevertheless, they are necessary with their essential physiological and structural roles to
maintain optimal health. Again, hemp seeds represent a good source of minerals (4.9-6/100
g) (319,338-340) considering also other seeds like chia seeds (4.56-5.07 g/100 g) (354) and
flax seeds (3.5 g/100 g) (356). Iron (Fe) is of particular importance because of its essential
role in human health and because of its widespread dietary deficiency due to the changes in
our diet caused by modern life. The Fe content of hemp seeds is exceptionally high compared
to that of cereals (338), for this reason, hemp seeds could be used to enrich cereal-based food

products, thus ameliorating iron deficiency. Our results showed that Finola seeds contain
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more minerals, with 5.13 g/100g of ash, than X59 seeds with 4.90 g/100g. Moreover the
analysis also shows that both varieties of hemp seeds are rich in iron, which is known to be
the weak point of vegetables since most of them have traces of it, while 100g of Finola seeds
providing almost the entire recommended daily intake of iron (8 mg for male and 18 mg for
female aged between 19-50 years old (357)) as it they contain 11.3 mg/100g of seeds, while
X59 provides 9.58 mg/100g, but the bioavailability of hemp seed iron still needs to be
improved by vitamin C (358). It should also be mentioned that both varieties have a
significant content of calcium with 106 mg/100g for X59 and 107 mg/100g for Finola
knowing that recommended daily intake is 1000mg/day in men and women aged between
19-50 years since it is needed for vascular contraction and vasodilation, muscle function,

nerve transmission, intracellular signaling and hormonal secretion (359).

IV. Conclusion

All varieties of hemp seeds are rich in macro and micronutrients in ideal and well-balanced
proportions, so much so that they are often referred to as a” Superfood’’. However, these
proportions vary considerably from one variety to another. Therefore, we must choose the
right variety to use as needed, based on its nutritional composition, which increases the need
to further explore the composition of the rest of the vast list of varieties so that we can do a
better choice. Finola seeds seem to be more important from a nutritional point of view, thus
we have chosen them for the rest of our study which is > Hemp seeds supplementation to
mice under a high fat high sucrose diet produces a different pattern of beneficial metabolic
effects as compared to linseed, with a stronger reduction of adipose tissue inflammatory

profile: role of the endocannabinoidome’’.
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Chapitre 2 Hemp seeds supplementation in mice under a
high fat high sucrose diet produces a slightly different
pattern of beneficial metabolic effects as compared to Lin
seeds, with a stronger reduction of adipose tissue
inflammatory profile: role of the endocannabinoidome

Résumé

Contexte : Plusieurs preuves soutiennent les avantages d’un régime riche en acides gras
oméga-3 pour la santé cardiométabolique. Ces acides gras peuvent avoir des effets bénéfiques
sur la santé en modulant le systéme endocannabinoide ainsi que le microbiome intestinal, qui
sont tous les deux des régulateurs clés de plusieurs aspects de la santé cardiométabolique et
de I’obésité. D’ou I’intérét d’incorporer des aliments riches en omeéga-3 qui soient
accessibles, abordables et consommables par tous pour corriger ce déséquilibre et prévenir
les complications métaboliques. Les graines de chanvre entiéres (cannabis sativa) ont une
valeur nutritionnelle exceptionnelle, étant tres riches en acides gras essentiels (AGE) et autres
acides gras polyinsaturés (AGPI) dont I’acide stéaridonique (SDA). Objectifs : Le but était
d’évalué les effets d’une supplémentation alimentaire en graines de chanvre et en graines de
lin entiéres sur le développement de I’obésité et des complications associées dans un modele
de souris obese induit par le régime alimentaire et déterminé ses effets sur I’axe microbiome-
endocannabinoidome (eCBome). Méthodes : L’expression des genes de I’eCBome et du
profil lipidique a été mesurée dans les tissus par transcriptomique qPCR ciblée et lipidomique
LC-MS/MS, tandis que la composition du microbiote fécal a été évaluée par séquencage de
I’ADNTr 16S. Résultats : Les résultats de cette étude suggerent que les graines de chanvre
pourraient étre plus efficaces que les graines de lin pour prévenir certains troubles
métaboliques causés par les régimes riches en graisses. Cependant, la modulation de
I’eCBome-microbiome était similaire pour les deux régimes : avec une augmentation de

I’eCBome n3-FA dérivé des lipides et des changements mineurs dans le microbiome.

49



Abstract

Background: Increasing evidence supports the cardiometabolic health benefits of a diet rich
in omega-3 fatty acids. These fatty acids may impart their health benefits partly by
modulating the endocannabinoid system as well as the gut microbiome, both of which are
key regulators of several aspects of cardiometabolic health and obesity. Hence the interest in
incorporating in the diet foods rich in omega-3, which are accessible, not expensive and
consumable by everyone, in order to correct this imbalance and prevent metabolic
complications. Whole Hemp seeds (cannabis sativa) are of exceptional nutritional value,
being very rich in essential fatty acids (EFAs) and other polyunsaturated fatty acids (PUFAS)
including stearidonic acid (SDA). Objectives: The goal was to assess the effects of dietary
supplementation of whole Hemp seeds and whole flax seeds on the development of obesity
and related complications in a diet-induced obesity mouse model and determine its effects
on the gut microbiome-endocannabinoidome (eCBome) axis. Methods: The expression of
eCBome genes and lipid profiles were measured in tissues using targeted gPCR
transcriptomics and LC-MS/MS lipidomics, whereas the composition of the fecal microbiota
was assessed by 16S rDNA sequencing. Results: The results of this study suggest that hemp
seeds may be more effective than flax seeds in preventing some metabolic disorders caused
by high-fat diets. However, the modulation of the eCBome-microbiome was similar with
both diets: with an increase in the lipid-derived eCBome n3-FA and minor changes in the

microbiome.
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I. Introduction
Omega-6 (linoleic acid) and omega-3 (alpha-linolenic acid) are essential fatty acids (FAS)
that cannot be manufactured in mammalians due to the lack of endogenous enzymes, so they
must come from the diet. At the same time, omega-6 FAs cannot be converted into omega-3
and vice versa by humans because the body does not possess the conversion enzyme, omega-
3 desaturase (18,19).

Omega-6 FAs are the most abundant polyunsaturated fatty acids (PUFAs) found in nature,
being produced by both animals and plants, indeed the oils from most seeds (sunflower oil,
corn oil, soybean oil and pumpkin oil), and they are derived from elongation and desaturation
of linoleic acid (LA) (18:2 »-6). Concerning omega-3 FAs, they are found in seafood and in
the chloroplasts of green leafy vegetables, as well as in lin seeds, rapeseed, chia seeds, hemp
seeds and walnuts, and they are derived from elongation and desaturation of alpha-linolenic
acid (ALA) (18:3 »-3) (17). The best sources of long-chain omega-3 FAs, with a better
bioavailability, are fatty fish such as salmon, herring, mackerel, sardines and seafood (e.g.,
krill) as well as marine mammals (e.g., seal) (21). During human evolution, the ratio of
dietary omega-6 to omega-3 was close to 1, whereas today it has increased to 20:1 in Western
diets, making it at odds with the diet on which human beings evolved (22). Indeed, several
nutritional studies show that high omega-6/omega-3 ratio have a direct link to the “obesity
epidemic” (26,27). Further, various clinical studies have documented the beneficial effects
of omega-3 on weight reduction (28), body composition (29) as well as decreased hunger and
increased in satiety (30). Other studies have shown that omega-3 supplementation reduces
body weight in lean individuals (31), overweight people (32) and obese (33). The observed
protection against various aspects of the metabolic syndrome observations are often linked
to the potential anti-inflammatory and antioxidant activities of omega-3 FAs (360). An
increasing number of studies support the cardiometabolic health benefits of a diet rich in
omega-3 fatty acids, especially long chain fatty acids. Most studies focus on the omega-3
eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) derived from marine sources,
and they show that eating fish rich in these FAs is linked to a lower risk of developing
cardiovascular disease, because of their beneficial effects on inflammation, heart function
and blood clotting (361). Therefore, the American Heart Association’s dietary guidelines
recommend high consumption of fatty fish in order to increase dietary omega-3 FAs (362).
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These FAs may exert part of their health benefits by modulating the endocannabinoid system
(ECS) as well as the gut microbiome, both of which are key regulators of several aspects of

cardiometabolic health and energy metabolism.

The ECS plays a pivotal role at both central and peripheral levels to generally decrease
metabolism and increase energy storage in several organs (151). Endocannabinoids (ECs; N-
arachidonoylethanolamine (AEA) and 2-arachidonoylglycerol (2-AG)) are long chain
arachidonic acid (AA)-derived signalling lipids generally produced on demand from
phospholipid precursors (363), and originally found to activate cannabinoid receptors type-1
and type-2 (CB1 and CB2) (364). The abundance is these ECs in the brain is related to the
fact that AA is the most abundant omega-6 FA in the brain (365). Modification of the omega-
6/omega-3 ratio modulates the levels of AEA and 2-AG as well as the levels of related lipid
signalling mediators that make up the expanded ECS, or endocannabinoidome (eCBome)
signalling system, which is composed of AEA and 2-AG as well as their endogenous
congeners (the N-acylethanolamines and 2-acylglycerols, respectively, which can contain
various omega-3, -6 and -9 unsaturated FAs as well as saturated FAs) and other analogues,
their several receptors and metabolic enzymes (158). An obesogenic diet rich in omega-6 and
poor in omega-3 FAs increases AEA and/or 2-AG tissue concentrations and signalling (226-
229) due primarily to an increase in the levels of esterified AA, the ultimate precursor for
these two endocannabinoids (366-368), and possibly also to changes in the expression of
AEA and 2-AG anabolic (N-Acylphosphatidylethanolamines (NAPE-PLD) and
Diacylglycerol lipase (DAGL) respectively) and catabolic (Fatty acid amide hydrolase
(FAAH) and Monoacylglycerol lipase (MAGL) respectively) enzymes (230-233), as well as
an increase in CB1 receptor levels (234). These changes are often positively correlated with
BMI, and abdominal obesity (230,231,236). Therefore, the ECS dysregulation is associated
with increased adiposity, fatty liver disease, dyslipidemia and insulin resistance. The
administration of omega-3 FA rich flax seed oil with a lard diet to young mice significantly
decreased liver AEA levels and improved glucose homeostasis (237). Furthermore, N-
docosahexaenoylethanolamine (DHEA) and N-eicosapentaenoylethanolamine (EPEA),
derived from DHA and EPA omega-3 FAs, have been also identified as eCBome mediators
(238). EPEA and DHEA are present in the brain in concentrations about two-fold higher
compared to AEA (239), but their binding affinity for CB1 and CB2 receptors is lower
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(238,240). EPEA and DHEA share the same pathways of production and degradation as
AEA, leading to a competition between the EPEA, DHEA and AEA,; this competition can be
affected by changing the dietary omega-6/omega-3 ratio, thus modulating the proportion of
N-acylethanolamines derived from omega-6 and omega-3 FAs (223,241,242). In other
words, the proportions of eCBome mediators depend on phospholipid biosynthetic
precursors, which in turn are sensitive to omega-6 and omega-3 changes in dietary fats (368).
For instance, EPA- and DHA-rich fish oil and krill oil were both able to down regulate EC
tissue levels in obese rats (244) and mice (245) and the supplementation with 2 g/day of krill
oil or 4 g/day of krill powder in obese subjects significantly decreased circulating 2-AG (246)
and AEA (247) levels, respectively. These studies and others led us to propose that the
positive health effects of long-chain omega-3 FAs derive, at least in part, from the
modulation of the ECS, and in particular from the reduction of AEA and 2-AG activity at
CB1 receptors (248,249).

Like the ECS, the gut microbiome can be modified by dietary fatty acids, including
supplementation with omega-3 FAs from fish oil and krill oil (369-371). The microbiome is
directly modulated by dietary changes (214), where the obesogenic diet is linked to dysbiosis
and a decreased bacterial diversity which are associated with obesity and metabolic syndrome
(215-218). Furthermore, the study from Pu S. and colleagues, showed that serum
lipopolysaccharide (LPS) levels were higher in mice fed with lard compared with those fed
with fish oil, indicating that microbial factors are present in the periphery contributing to
white adipose tissue inflammation (23). By modifying the diet with supplementation with
omega-3 FAs from fish oil and krill oil, the gut microbiota composition can be restored (250-
252) at the genera level (253). In fact, several studies (254) showed that mice fed with fish
oil have increased relative abundance of Akkermansia muciniphila, which is a mucin-
degrading, gram-negative bacterium inversely correlated with overweight, obesity and
diabetes, in both murine (255) and human (256) studies.

Recently, a bidirectional interaction between the gut microbiome and the ECS has come to
light that is relevant to metabolic health (259). The eCBome changes, such as increased CB1
expression and 2-AG levels, accompanying an obesogenic diet are associated with an altered

microbiome (260,261). In the same way, the gut microbiome changes induced by an
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obesogenic diet increase gut barrier permeability, thereby causing increased circulating
levels of LPS, which in turn modulated the eCBome (264). This may engender a vicious
circle due to increased endocannabinoid signalling at CB1 receptors-> increased intestinal
permeability-> increased LPS levels-> increased endocannabinoid signalling, which might
be able to be interrupted by increasing the dietary intake in omega-3 FAs and thus decreasing
the levels of the CB1 ligands AEA and 2-AG.

Faced with this critical situation, it appears indispensable to find alternative foods that are
beneficial, easily available and can be used to improve the industrial food quality. In this
regard, omega-3 FA-rich plant seeds may represent a valuable nutritional resource. In this
context, whole hemp seeds possess excellent nutritional values. Hemp (cannabis sativa) is
an ancient Asian crop that has been grown and cultivated for about 10,000 years (290).
Cannabis sativa can be classified mainly into two phenotypes: drug-type (marijuana) and
non-drug type (Hemp). Over the past 20 years, Australia, Canada, and most recently the
United States, have legalized the cultivation of hemp seeds with low D°-tetrahydrocannabinol
(THC) levels (<0.3%) (291). Hemp seeds represent a potentially important food crop for
northern populations, and especially individuals with low consumption rates of omega-3 fatty
acids and fibers, could take healthful benefits from this dietary source. Whole hemp seeds
are very rich in essential fatty acids (EFAs) and other polyunsaturated fatty acids (PUFAS)
(292,293). In addition to the omega-6 FA linoleic acid (LA), hemp seeds exhibit high levels
of the omega-3 FA alpha-linolenic acid (ALA), found at about a 3:1 ratio, which is proposed
to be ideal for a healthy diet and representative of Paleolithic human diets (372,373). Omega-
3 ALA amounts in lin seeds (17,9 g/100 g), which produce a beneficial effect on the eCBome,
with overall reduction in CB1 signalling even under a high-fat diet, are higher than in hemp
seeds (Finola variety: 5,53 g/100 g) (see chapter 1). On the other hand, hemp seed oil is a
rich source of the omega-3 FA stearidonic acid (SDA) (2%), thus bypassing the lack of the
omega-3 desaturase-mediated conversion of ALA to SDA in mammals, and, by being
elongated to EPA, provides the same beneficial effects coming from marine sources of this
latter omega-3 FA (374). Based on human intervention studies, it appears that daily
supplementation with 30 ml of hemp seed oil is able to produce positive cardiometabolic
effects (294).
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Hemp seeds contain almost as much high-quality protein (297). Its proteins are well known
for their digestibility, and their richness in all nine essential amino acids required by humans
(293). Hemp seeds are also rich in polyphenols. The antiradical capacity of these compounds
is evident in several chemical and in vitro studies (298-300). In fact, phenols and
polyphenols, whose production is strictly related to plant defence mechanisms, have gained
a lot of attention because of their potential use as prophylactic and therapeutic agents in many
diseases (301). These compounds are also well-known modulators of the gut microbiome,
which has been suggested to mediate part of their beneficial effects (375). Finally, hemp
seeds are a unique source of fiber, vitamins and minerals, which are well established to

contribute to the beneficial modulation of the gut microbiome (376).

Based on all the above, the aim of this study was to examine the effects of whole hemp seeds
on the development of obesity, insulin resistance and various metabolic and inflammatory
parameters in a high fat/high carbohydrate diet-induced obesity murine model and to
correlate the observed changes to concurrent modifications of the ECS and gut microbiota.
We compared the effects of hemp seeds with Lin seeds, which has already been thoroughly
investigated in this context. We hypothesize that hemp seeds will improve adiposity,
circulating glucose, fatty acids ratio, lipid and adipokine levels and insulin sensitivity in
obese mice, and speculate that the observed changes will be accompanied by modifications
in the circulating and tissue levels of eCBome lipid mediators as well as by drastic changes

in the gut microbiota composition.
Problematic

Are hemp seeds able to improve metabolic disorders caused by an obesogenic diet by

modulating the endocannabinoidome-microbiome axis?
Objective

To examine the effects of whole hemp seeds on the development of obesity, insulin resistance
and various metabolic and inflammatory parameters in a high fat/high carbohydrate diet-
induced obesity murine model and to correlate the observed changes to concurrent

modifications of the ECS and gut microbiota
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Hypothesis

Hemp seeds will improve adiposity, circulating glucose, n-3/n-6 fatty acid ratio, lipid and
adipokine levels and insulin sensitivity in obese mice, and the observed changes will be
accompanied by modifications in the circulating and tissue levels of eCBome lipid mediators

as well as by changes in the gut microbiota composition

Il. Materials and Methods
1.1. Animals, housing and diets

All studies were carried out at ‘Institut Universitaire de Cardiologie et Pneumologie de
Québec’ (IUCPQ, QC, Canada). Six-week-old male C57BL/6J (40 mice) were divided
randomly into 4 groups (suppl. Figure 1) after one week of acclimatization to the animal
facility and access to regular chow diet. All the mice were provided with water ad libitum
and housed individually on a regulated daylight cycle. For 8 weeks protocol, the control
group was fed with a diet containing 10% fat, 20% protein and 70% carbohydrates (LFLS).
All other groups were fed with an obesogenic High Fat/High Sucrose (HFHS) diet composed
of 45% lipids, 20% protein and 35% carbohydrates without or with the supplementation of
Lin seeds or Hemp seeds (suppl. Figure 2). The 15% of the fat intake in the supplemented
diets was derived from the seeds. Quantity determined firstly, on a study by Demizieux L
and collaborators which showed that this rate is sufficient to obtain a beneficial effect for Lin
seeds (237), and secondly, on the idea that we can mimic a clinical study with 15% of fat
coming from the seed since it represents 37 g of whole Finola seeds and that can easily be
consumed daily. The Hemp seeds (Finola) was provided by our partner Nature’s Decision

and the different diets were made by Research Diet USA.
1.2. Determination of food intake, body weight and composition

Body weight and food intake were assessed twice a week. Body composition (lean mass, fat
mass, water content) was determined by nuclear magnetic resonance (NMR) using “Bruker’s
Minispec Analyzer at week 0 and week 8. Liver weights of animals were determined after

sacrifice.
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1.3 Glucose tolerance test:

After 8 weeks on the diet, mice were fasted 6 h prior to an oral-glucose-tolerance test
(OGTT). 2ul/g of 50% dextrose solution was administrated by gavage and blood glucose
were measured from the tail at 0, 15, 30, 60, 90 and 120 min. Blood samples were collected
during all-time points for insulin determination; measured with the Ultrasensitive mouse
ELISA kit (ALPCO). The HOMA-IR was determined using the following formula: Area
under the curve of fasting insulinemia (hg/mL) * Area under the curve of fasting glycemia
(mg/dL).

During the OGTT, we evaluated the intestinal permeability by the measurement of sulfonic
acid fluorescence .150 pL of the sulfonic acid solution (Mix 1.5 mg sulfonic acid with
150 pL 0.5% Carboxymethylcellulose Sodium Salt [CMC] for each mouse) were
administered with the dextrose solution. 5 pL of plasma was pipetted each well of a black

96-well plate with optical bottom placed on ice.

Before reading the plate 150 pL 0.5% CMC is added each well and the content is mixed by
pipetting. The plate is read on a plate reader with excitation/emission 485/528 nm

(unpublished reference). Then mice had a week of rest to de-stress before sacrifice.
1.4. Blood, tissue collection and analysis

After 12 hours of fasting, intracardiac blood samples were taken in tubes contain EDTA (K3)
from animals during deep isoflurane anesthesia followed by cervical dislocation. Then, mice
were dissected to collect the necessary tissues and organs including liver, muscle, intestine,

adipose tissues and brain for the study.
1.5. Plasma analysis

Plasma levels of cholesterol, triglycerides and HDL cholesterol were measured by the
biochemical analysis platform of the Quebec Heart and Lung Institute by colorimetry

(Siemens Dimension Vista 1500).

Metabolic parameters: Ghrelin, GIP, GLP-1, Insulin, Glucagon and Resistin; as well as

inflammatory state and circulating adipokine levels: IL-6, TNF-alpha, adiponectin, leptin,
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IFN g, IL-17, IL-10, IL-1 beta and PAI-1, were assessed via bioplex- BIO-RAD analysis
(Bio-Plex Pro™ Mouse Diabetes Standard 8-Plex+Adiponectin, and Bio-Plex Pro™ Mouse
Cytokine Standard 23-Plex, Groupl).

1.6. Liver triglycerides

To measure hepatic triglyceride levels, 50 mg of liver were used for a standard chloroform-
methanol Folch lipid extraction as previously described (377) and triglycerides were

measured by commercial kit (Randox Laboratories, Crumlin, UK).
1.7. Lipid extraction and HPLC-MS/MS for the analysis of eCBome mediators

Lipids were extracted from tissue samples according to the Bligh and Dyer method (378)
with slight modifications. Tissues were processed and analyzed randomly and blindly.
Briefly, the samples of each mouse were powdered in liquid nitrogen and about 10 mg was
homogenized in 1 ml of a 1:1 Tris-HCI 50mM pH 7: methanol solution containing 0.1M
acetic acid and 5 ng of deuterated standards. The hypothalamus followed the same steps but
were directly homogenized in the 1:1 Tris-HCI solution with a tissue grinder and not powered
in liquid nitrogen. 1ml of chloroform was then added to each sample, which was then
vortexed for 30 seconds and centrifuged at 3000xg for 5 minutes. The organic phase was
collected and another 1 ml of chloroform was added to the inorganic one. This was repeated
twice to ensure the maximum collection of the organic phase. The organic phases were
pooled and evaporated under a stream of nitrogen and then suspended in 50 pl of mobile
phase containing 50% of solvent A (water + 1 mM ammonium acetate + 0,05% acetic acid)
and 50% of solvent B (acetonitrile/water 95/5 + ImM ammonium acetate + 0.05% acetic
acid). 40ul of each sample was finally injected onto an HPLC column (Kinetex C8,
150 x 2.1mm, 2.6um, Phenomenex) and eluted at a flow rate of 400 pl/min using a
discontinuous gradient of solvent A and solvent B (379). Quantification of eCBome-related
mediators (suppl. Table 1), was carried out by HPLC system interfaced with the electrospray
source of a Shimadzu 8050 triple quadrupole mass spectrometer and using multiple reaction

monitoring in positive ion mode for the compounds and their deuterated homologs.
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In the case of unsaturated monoacyl-glycerols, the data are presented as 2-monoacylglycerols
(2-MAGS) but represent the combined signals from the 2- and 1(3)-isomers since the latter
are most likely generated from the former via acyl migration from the sn-2 to the sn-1 or sn-

3 position.
1.8. RNA isolation and Reverse Transcription

For each mouse, about 10 mg of the samples was ground with a mortar and pestle, and RNA
was extracted using the RNeasy Tissue Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the
manufacturer’s instructions and eluted in 30 ul of UltraPure Distilled Water (#10977035,
Invitrogen, CA, USA). Tissues were processed randomly and blindly. The concentration and
purity of RNA were determined by measuring the absorbance at 260 nm and 280 nm, and
RNA integrity was assessed by an Agilent 2100 Bioanalyzer, using the Agilent RNA 6000
Nano Kit (#5067-1511, Agilent Technologies, CA, USA). One microgram of total RNA was
reverse transcribed using a High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (#4368814,
Applied Biosystems, CA, USA) in a reaction volume of 20 pl.

1.9. Gene expression analysis

Sixty-five nanograms total of starting RNA were used to evaluate the expression of the 52
eCBome-related genes and 4 housekeeping genes (Suppl. Table 2) using a custom-designed
gPCR-based TagMan Open Array on a QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System
(Thermo Fisher Scientific, CA, USA) following the manufacturer’s instructions. 24 samples

(6 per group) were analyzed randomly.

The mRNA expression levels were calculated from duplicate reactions using the 2-2ACt
method as calculated by CFX Maestro Software (Bio-Rad) and are represented as fold change
with respect to the baseline (LFLS group) within each tissue for each age. Hprtl
(Mm.PT.39a.22214828, IDT, IA, USA) and Thp (Mm.PT.39a.22214839, IDT, IA, USA)

were used as reference genes.
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1.10. DNA extraction and 16S rRNA gene sequencing

DNA was extracted from feces using the QIAmp PowerFecal DNA kit (Qiagen, Hilden,
Germany) according to the manufacturers’ instructions. The DNA concentrations of the
extracts were measured fluorometrically with the Quant-iT PicoGreen dsDNA Kit (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) and the DNAs were stored at —20 °C until 16S rDNA library
preparation. Briefly, 1 ng of DNA was used as template and the V2-V3 region of the 16S
rRNA gene was amplified by polymerase chain reaction (PCR) using the QIAseq 16S Region
Panel protocol in conjunction with the QlAseq 16S/ITS 384-Index | (Sets A, B, C, D) kit
(Qiagen, Hilden, Germany). The 16S metagenomic libraries were eluted in 30 pl of nuclease-
free water and 1 pl was qualified with a Bioanalyser DNA 1000 Chip (Agilent, CA, USA) to
verify the amplicon size (expected size ~600 bp) and quantified with a Qubit (Thermo Fisher
Scientific, MA, USA). Libraries were then normalized and pooled to 2nM, denatured and
diluted to a final concentration of 6 pM and supplemented with 5% PhiX control (Illumina,
CA, USA). Sequencing (2 x 300 bp paired-end) was performed using the MiSeq Reagent
Kit V3 (600 cycles) on an Illumina MiSeq System. Sequencing reads were generated in less
than 65 h. Image analysis and base calling were carried out directly on the MiSeq. Data was
processed using the DADAZ2 pipeline (380) and microbiota composition assessed by
calculating alpha and beta-diversity indexes and intra and inter-individual variations in

microbial composition using PERMANOVA (vegan R package) (381).
1.11. Statistical analysis

All the statistical analyses were made with Graphpad prism (version 8.0.1) using one-way
ANOVA or two-way ANOVA.

I11.  Results

To investigate the effects of whole hemp seed dietary supplementation on the gut
microbiome-eCBome axis and its implications in diet-induced obesity we set up an 8-week
protocol supplementation where the LFLS, HFHS and the Lin supplemented diets were the
control groups (suppl. Figure 1). In order to analyze the differences in the anthropometric,
metabolic and inflammatory parameters we made several measurements before, during and

at the end of the protocol.
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1. Anthropometrics and metabolic results:

e Effect of hemp seeds supplementation on anthropometric and metabolic parameters
affected by HFD-induced obesity

Before starting our protocol (week 0), we confirmed the non-significant differences between
all the groups in fat mass, lean mass and fluid mass by results coming from the NMR at 6
weeks of age while the mice were on a standard chow diet (suppl. Figure 3-A). However,
already after 8 weeks of diet introduction, the Lin and the HFHS groups had the highest levels
of fat mass when the Hemp group had the lowest level, but still higher compared to LFLS.
Interestingly, the hemp group has significantly less fat than the Lin group. When we corrected
the fat mass by the total weight of the mouse, we observed the same significant differences.
As for lean mass, the Lin group also had the highest level with a significant difference with
respect to the LFLS, HFHS and Hemp groups (Figure 7-A), but when we corrected the lean
mass by the total weight of the mouse we had an inversion of the results, with the LFLS
having the highest significant lean mass compared to all groups (suppl. Figure 3-B).
Concerning the liquid mass, the LFLS group had the lowest levels compared to all groups
(Figure 7-A). The Hemp and the HFHS group also had less liquid mass compared to the Lin
group. When we corrected the liquid mass by the total weight of the mouse, we observed the
same differences (suppl. Figure 3-B). This difference persisted even when we compared the
changes in body composition between week 0 and week 8; we observed the same profile
where the LFLS group had the lowest levels of fat mass, lean mass and liquid mass, and the
Lin group had the highest levels with a significant difference compared to the Hemp and the
HFHS groups (Figure 7-A).
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significant difference between LFLS vs all the groups fed with HFHS diet (p <0.05).*,
significant difference between Lin group vs Hemp and HFHS groups (p <0.05). (C) Daily
food consumption in Kcal: # significant difference between LFLS vs all the groups fed with

HFHS diet (p <0.05). X, significant difference between Lin group vs Hemp group (p <0.05).

This was also evident when measuring weight gain. From the first week, all the groups fed
with the HFHS diet gained significantly more weight compared to LFLS group and the
highest level of significance was observed in the Lin group. From week 6 the Lin group also
started to gain significantly more weight than Hemp and HFHS groups (Figure 7-B).

To investigate whether differences in weight gain were a result of differences in food intake
between groups, we monitored this parameter twice a week. From week 2, the LFLS group
consumed significantly fewer calories than all the HFHS groups. At week 8 the Hemp group

started to consume significantly less energy than the Lin group (Figure 7-C).

We then went on to look at glucose handling within the mice by administering an OGTT.
The only significant differences found were between the LFLS group and all the HFHS
groups, with the lowest response being in the LFLS group. However, the insulin levels during
the OGTT were only significantly higher in the Lin vs. LFLS group. However, when we
calculated the HOMA IR from the above curves, all the HFHS groups had increased values

with respect to the LFLS group, (Figure 8).
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Figure 8: Glucose and insulin homeostasis after 8 weeks of diet. (A) Glycemic excursion

curves during OGTT (left: significant difference between LFLS vs all the groups fed with
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HFHS diet) with their corresponding area under the curve analysis of glucose (right); (B)
Insulinemic excursion curves during OGTT (significant difference between LFLS vs all the
groups fed with HFHS diet) and their corresponding area under the curve; (C) HOMA-IR
with AUC (area under the curve) OGTT. * (p <0.05); ** (p <0.01); *** (p <0.001); ****(p
<0.00001).

Regarding the intestinal permeability test, performed during the OGTT, the LFLS group
exhibited the lowest intestinal permeability compared to HFHS, and at 30 min we saw a
significantly lower permeability in the Hemp group vs the HFHS group (Figure 9).
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Figure 9: Intestinal permeability test at week 8 done during OGTT. * (p <0.05); ** (p <0.01);
*** (p <0.001); ****(p <0.00001).

We then went on to assess the effects of the different diets in the biochemical parameters that
were measured after 12 hours of fasting before sacrifice. Starting with the plasma
triglycerides (TGs), no significant differences were observed among the groups (data not

shown). However, triglyceride levels were significantly increased within the livers of the Lin
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group compared to the LFLS group (Figure 10-A), and the Lin group also had significantly
heavier livers than the LFLS group (Figure 10-B).

Total cholesterol was significantly lower in the LFLS group compared to all the HFHS
groups (Figure 11). The Lin group had lower total cholesterol than the Hemp group. HDL
cholesterol was higher in all the HFHS groups compared to the LFLS group and the highest
levels were in the Hemp group, but was only significantly higher than the Lin group.

However, the HDL/total cholesterol ratio was not different between groups.

A B

% sk kK

21504 20 MM

q5 (m] A

o> o 45

o ) £ 1.5 A o
= ).

4 ° D104 o D amm %

o [ A

S E

Q -

S %07 2 g

E’ [ ) A = 0.5

E

(8]

:% 0 1 I 1 1 00 I 1 1 I

> LFLS HFHS Lin Hemp LFLS HFHS Lin Hemp

- group group

Figure 10: (A) Hepatic triglyceride levels (sacrifice done after 12 hours of fasting); (B) Liver
weight. ** (p <0.01); *** (p <0.001)
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Concerning plasma glucose levels, the Lin group had higher fasting glucose levels than both

the the LFLS and the HFHS groups, while the hemp group remained unchaged (Figure 11).
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Figure 11: Metabolic parameters: glucose, total cholesterol and HDL cholesterol in mmol/L
after 12 hours of fasting. * (p <0.05); ** (p <0.01); *** (p <0.001); ****(p <0.00001).
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e Effect of hemp seeds supplementation on hormones and inflammatory cytokines
affected by HFD-induced obesity

No significant differences were found between all the groups in basal ghrelin, GIP, GLP-1
and insulin levels (data not shown). Adiponectin levels where highest in the Lin group, being
the only group go have a statistically significant increase over the LFLS group, whereas
resistin levels were increased in all the HFHS groups compared to the LFLS group
(Figure 12-A). Leptin levels were significantly higher in the HFHS and Lin groups, but not
in the Hemp group, compared to the LFLS group (Figure 12-A). Despite this, there were no
differences between the levels of any of these factors between the different HFHS groups.

We also assessed the inflammatory state using a bioplex assay. TNF alpha, IFNg, IL-17, IL-
10, IL-6 and the IL-1 beta levels were not significantly different among groups (data not
shown). Interestingly, however, PAI-1 was significantly increased in the Lin and HFHS
groups vs the LFLS group, and Hempseed supplementation inhibited the effect of the HFHS
(Figure 12-B).

We also evaluated the browning, metabolism and the inflammatory state in the different
adipose tissues using gPCR analysis of various biomarkers. For the browning in the BAT, no
differences in Ppargla, Prdm16 and Ucpl expression among the different groups were
observed (data not shown). In the Epididymal adipose tissue (EPAT), Cidea was less
expressed in all the HFHS vs the LFLS, and Ppargla was decreased in the Lin vs the LFLS
group, but no differences in Prdm16 and Ucpl were observed among the different groups
(data not shown). Concerning the Subcutaneous adipose tissue (SCAT), Cidea and Ppargla
were less expressed in all the HFHS vs the LFLS and again no differences were found in
Prdm16 and Ucpl expression among the different groups (data not shown). Evaluating the
expression of lipid metabolic enzymes in the EPAT and the SCAT, ACC1, Atgl, Hsl and Scdl
were all less expressed in the HFHS vs the LFLS groups (data not shown). Concerning the
inflammation state in adipose tissues, in the EPAT, IL10 and TNF alpha were increased only
in the Lin vs the LFLS group (Figure 12-C), and no differences were found in PAI-1 and IL6

expression among the groups (data not shown). While in the SCAT, TNFalpha expression
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was increased in all the HFHS gropus vs LFLS, and no differences were found in 1L10, IL6

and PAI-1 among the groups (Figure 12-C and data not shown).
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Figure 12 : (A) Adipokines in pg/mL: adiponectin, leptin and resistin. (B) Circulating
inflammatory factor: PAI-1 in pg/mL. (C) Adipose tissue inflammatory markers: TNFa and
IL-10. * (p <0.05); ** (p <0.01); *** (p <0.001); ****(p <0.00001).
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2. eCBome gene expression and mediator-level results

To assess direct effects of the different diets on the eCBome, we measured eCBome gene
expression and mediator levels in the muscle, hypothalamus, liver, BAT, SCAT, EPAT and
plasma (Figure 13). As expected, we observed important changes in eCBome signalling

under the Hemp and Lin seed supplemented diets, which are rich in PUFA.
e Genes encoding eCBome receptors

The receptor gene expression was different from a tissue to another. For the BAT, we
observed changes in the expression of Cnrl and Cacnalh where Cnrl (encoding CB1) was
more highly expressed in all the HFHS groups compared the LFLS group, but this increase
was redered non-significant in the Hemp and Lin groups. In the EPAT and the SCAT we saw
changes in the expression of Cnr2 (encoding CB2), which was more strongly expressed in
the HFHS and Lin vs the LFLS group in the EPAT, and more expressed in the Hemp and Lin
vs the LFLS group in the SCAT. In the SCAT we also saw changes in the Trpv2 and Trpv4
genes, which were more expressed in the HFHS groups compared to the LFLS group. In the
liver, Pparg expression was increased in the HFHS group vs the LFLS group and addition of
hempseed or linseed rendered the difference insignficant. No significant differences were

found in the muscle and hypothalamus (Figure 13).

70



SCAT BAT EPAT LIVER MUSCLE HYPO

Pl — ;
i

- - - - - =

: - - =
St e E .
1 + -

-
P
o
nrz‘: .. [ : '_ + + -
g"ira- = N it
O ——
-
.
e
——

I 40
2

bl + [ +1 + +

- - -t
- mm =

-t
Trpv4-T .

9 L o 9 Q& 9 L o 9 Q8 9 Q o 9 L o
YSENCA CO \ SRV SO RV SO SV QR ARV SO\
R S I e M A M A

Figure 13: eCBome receptor and enzyme expression measured by gPCR array in different
tissues: Brown adipose tissue (BAT), Epididymal adipose tissue (EPAT), Subcutaneous
adipose tissue (SCAT), Hypothalamus (HYPO), Liver and Muscle. Statistically significant
differences between the high fat high sucrose groups (HFHS, Hemp or Lin) vs the LFLS
group are indicated with a <>+’ (increase in expression) or >-** (decrease in expression); p
<0.05. Yellow boxes indicate significant difference between Hemp and Lin; green boxes
indicate significant differences between Hemp or Lin and HFHS; p <0.05.
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¢ NAE anabolic enzymes

Regarding the N-acylethanolamine (NAE) anabolic enzymes, differences were also observed
among the various tissues, and here we focus on those changes that might explain the
observed changes in mediator levels. For the BAT we observed that Gdel expression was
decreased in the Hemp group compared to LFLS, where Inpp5d expression increased in the
Hemp and Lin groups vs LFLS. Most changes were observed in the EPAT, where the
expression of 5 enzymes was altered, with Gdel and Ptges being less expressed in all HFHS
groups compared to LFLS group and Napepld also being decreased in the Hemp vs LFLS
group. Conversely, Ptpn22 expression was increased in all the HFHS groups compared to
LFLS group and Inpp5d expression was higherin the Lin and Hemp groups vs the LFLS
group. Abhd4 expression decreased in the Lin compared to Hemp group and Hrasls5 also

decreased in the Lin group vs the LFLS and the Hemp one (Figure 13).

Concerning the SCAT, changes were observed for the expression of 2 enzymes only: Gdel
expression decreased in the Lin group compared to LFLS group, and conversely, Inpp5d
increased in the Lin compared to the LFLS group. For the liver, both Fam213b and Napepld
expression increased in the Lin group: vs all the groups, for Fam213b, and vs LFLS group,
for Napepld. Finally, in the muscle, Gdel expression was increased in the Lin compared to

the Hemp group.

Given the opposite changes often observed in omega-3 vs. omega-6 PUFA-derived NAEs,
these data suggest that NAE biosynthetic enzymes contribute less than availability of NAE
ultimate precursors to NAE tissue concentrations, and that different enzymes may contribute
to omega-3 (i.e. Gdel, Napepld and Abdh4, but not in the liver or muscle) vs. omega-6 PUFA-
derived (i.e., Inpp5d) NAEs.

e NAE catabolic enzymes

For the BAT, Ptges expression was lower in the HFHS and Hemp groups vs Lin. In EPAT,
Ptges was less expressed in the HFHS group compared to LFLS group. Concerning the
SCAT, Naaa was more expressed in the HFHS vs LFLS group. This time we saw change in

the hypothalamus, Faah expression being decreased in the Lin vs LFLS group. Finally, for
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the liver, Faah expression was decreased in the Hemp vs the LFLS group. Thus, lower
expression of Faah in the Hemp or Lin groups may contribute to the increases of omega-3
PUFA-derived NAEs, whereas stronger expression of Ptges in the Lin group may contribute
to reduced levels of omega-6 PUFA-derived NAEs (Figure 13)

e Mono-acyl-glycerol anabolic enzymes

For the BAT, Dagla expression was decreased in the Hemp group vs HFHS and LFLS group.
In the EPAT, the changes were mostly found in the HFHS groups where Daglb was more
expressed in Lin vs the LFLS group. Concerning the SCAT, only Daglb was more expressed
in all the HFHS groups compared to the LFLS. For the hypothalamus, Dgke was decreased
in the Lin group vs the LFLS and Plcbl1 was decreased in the Lin group vs HFHS and LFLS
groups. Finally, in the muscle, Dagla was more expressed in the Lin vs the Hemp group.
Thus, in some tissues (EPAT, muscle), Dagla or Daglb may contribute to increased levels of
omega-3 PUFA-derived MAGs in the treated groups, and Daglb to increase MAGs in the
SCAT following HFHS diet (Figure 13).

e Mono-acyl-glycerol catabolic enzymes

In the BAT, Mogatl was less expressed in HFHS and Lin group vs LFLS. In the EPAT,
Enpp2 and Mogatl were decreased in the HFHS groups vs the LFLS group. Abhd6 and Cesl1d
expressions were decreased in the Lin compared to the LFLS group, where Abhd12
expression was increased in the Lin vs the LFLS group. Concerning the SCAT, Abhd6
expression was lower in the HFHS groups than the LFLS group and Mogatl was lower in
Hemp than LFLS group. In the hypothalamus, Alox12 that was more expressed in the Hemp
compared to the HFHS group. (Figure 13).

In the liver, Enpp2 increased in the HFHS group vs the LFLS and the Hemp group, and
increased in the Lin vs the LFLS group. Abhd16a and Abhd6 expression was higher in the
Lin than the LFLS group. Mogatl expression was stronger in all the HFHS groups than the
LFLS group.

These data emphasize how different MAG catabolic enzymes may contribute to both the

increases of omega-3 PUFA-derived MAGs (via their reduced expression) and the decreases
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of omega-6 PUFA-derived MAGs (via their increased expression) in the treatment groups,

in a tissue- and treatment-dependent manner.
o eCBome mediators

The mediator levels were measured in the BAT, EPAT, SCAT, liver, hypothalamus, ileum
(data not shown for the ileum) and plasma. As expected, important changes in eCBome
mediator concentrations under the Hemp and Lin seeds supplemented diets which are rich in
PUFA:s.

The fatty acid results (Figure 14-A) showed an increase in the omega-3 precursors and a
decrease in the omega-6 precursors in several tissues of the supplemented diet mice. In the
adipose tissue (BAT, EPAT and SCAT), the liver, the ileum, the hypothalamus and the
muscle, at least two of the omega-3 FAs, SDA, EPA, DPA and DHA increased in the Hemp
and the Lin vs the LFLS group. Conversely, at least one of the omega-6 FAs, AA and LA

decreased the Lin group tissues vs the other groups.
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Figure 14: (A) Fatty acid levels in the different tissues; (B) eCBome mediators levels in the
different tissues: Brown adipose tissue (BAT), Epididymal adipose tissue (EPAT),
Subcutaneous adipose tissue (SCAT), Hypothalamus (HYPO), Liver and Muscle.
Statistically significant differences between the high fat high sucrose groups (HFHS, Hemp
or Lin) vs the LFLS group are indicated with a <’+” (increase in expression) or <’-* (decrease
in expression); p <0.05. Green boxes indicate significant differences between Hemp or Lin
and HFHS; p <0.05.

Likewise, at least 2 of the omega-3-derived NAEs, EPEA, DPEA and DHEA increased in
the Hemp and Lin groups almost in all the tissues; whereas the omega-6 derived NAE, AEA,
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decreased in all the tissues (except the EPAT and hypothalamus) of the Lin group, and the
omega-6 DPEA decreased in the Hemp and Lin groups in the BAT, EPAT, and the muscle
(Figure 14-B). Importantly, AEA, which is a driver of hepatosteatosis, was reduced in both

Hemp and Lin groups as compared to HFHS.

For the 2-MAGs (Figure 14-B), once again, at least one of the omega-3-derived 2-MAGs, 2-
SDG, 2-EPG, 2-DPG and 2-DHG increased in the Hemp and Lin groups in all the tissues,
while the omega-6-derived 2-AG decreased in the Lin group in the BAT and liver.

Concerning the prostaglandins (data not shown), the omega-6 derived proinflammatory
PGF2 alpha decreased in the Lin group in the BAT and the ileum; PGD2 decreased in the
Hemp and Lin group in the BAT. Moreover, the omega-3-derived anti-inflammatory

prostaglandin PGE3 increased in the Lin group vs all the other groups in the ileum.

The eCBome mediator levels proved that the diet supplementation was effective by
increasing the levels of omega-3 FAs in the Lin and Hemp groups. In particular, SDA as well
as the 1/2 SDG levels were remarkably higher in all the tissues of the Hemp group (Figure 15)
(Figure 16), although the N-acylethanolamines of SDA was not detected.
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Figure 15: SDA profile in all the tissues and Plasma. * (p <0.05); ** (p <0.01); *** (p
<0.001); ****(p <0.00001).
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Figure 16: 1.2 SDG profile in the tissues. * (p <0.05); ** (p <0.01); *** (p <0.001); ****(p
<0.00001).

3. Gut microbiota results

We next assessed the gut microbiota of mice on chow diet and in response to dietary changes.
Metataxonomic profiling showed that the gut microbiota were mostly different between the
chow diet (week 0) and after LFLS, HFHS, Hemp and Lin diets (week 8), Akkermansiaceae,
Bifidobacteriaceae, Clostridiaceae 1, Eggerthellaceae, Enterococcaceae,
Peptostreptococcaceae, Pseudomonadaceae, Staphylococcaceae and Streptococcaceae

abundance increased in all the groups with reduced amounts of dietary fibers, i.e., in the
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LFLS, HFHS, Hemp and Lin groups compared to the chow group, while the
Anaeroplasmataceae and Lactobacillaceae abundance decreased with the supplemented
diets. Most of the statistically significant changes were observed in the LFLS and the Lin
group (suppl. Figure 4). The metataxonomic profiling showed only 2 changes at the family
level when we compared the gut microbiota composition of the different dietary
supplementations at week 8. Clostridiaceae_1 was less abundant in Hemp vs Lin, and
Rikenellaceae was more abundant in the Hemp and HFHS vs the LFLS group (suppl.
Figure 5).

IV. Discussion

We postulated that supplementation of a HFHS diet with hempseeds would, given that they
are a rich source of omega-3 FAs, exert benefits on health in part by modulating the
endocannabinoidome (eCBome) system, (ECS) as well as the gut microbiome. The results
regarding the anthropometric and metabolic measures of our study showed that the Lin group
had the highest level of significance in weight gain vs the LFLS one, and from week 6 it also
started to gain significantly more weight than the Hemp and HFHS groups. Concerning food
consumption, the LFLS group consumed significantly less calories than all the HFHS groups,
but the food intake of the Hemp group was not stable over the duration of the treatment, and
at week 3, 4 and 8 was no longer significantly different from the LFLS group, and, perhaps
more importantly, at week 8 it started to be significantly lower than in the Lin group.
Concerning the body composition, the Lin and the HFHS groups had the highest levels of fat
mass whereas the Hemp group had the lowest levels compared to LFLS. Accordingly, leptin
levels, which are a reflection of the amount of fat mass (382), were significantly higher in
Lin group compared to the LFLS group. These resuls are consistent with the observation that
linseed supplementation increased weight gain in our mice, and suggest that within our diet
the supplementation exacerbated obesity and its metabolic consequences, in contract to other

studies using linseed components (390).

Glycemia was also highest in the Lin, but not Hemp, HFHS group and, consequently, the
AUC of the levels, in the OGTT test, of insulin, which is the anabolic hormone responsible,
among others, of glucose homeostasis and whose deficiency or malfunctioning (insulin

resistance) is linked to obesity and type 2 diabetes (383), these were significantly higher in
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the Lin vs LFLS group. Accordingly, the HOMA IR index, which is positively correlated
with insulin resistance (384), showed a higher significance in the HFHS and Lin groups with
respect to the LFLS group, and treatment with hemp seeds decreased the statistical
significance of this difference. Thus, in addition to a less compromised scenario at the level
of HFHS-induced fat accumulation, the Hemp group was also characterized by lesser insulin
resistance with respect to the Lin group. Furthermore, the Lin group was also the only one
showing higher levels of liver TGs and weight with respect to the LFLS group.

Interestingly, the assessment of circulating inflammatory parameters showed that PAI-1,
which is involved in thrombosis and atherosclerosis as well as ischemic cardiovascular
events (385,386), was significantly higher in the Lin and HFHS groups, but not in the Hemp
group, vs the LFLS group,. Thus it appears that hempseed supplementation mitigated the
HFHS-induced increase in PAI-1 leves, even if it only showed a trend towards a decrease as
compared to the HFHS group, perhaps due to the fact that the study was under-powered to
allow for the detection of a statistically significant decrease. Accordingly, in the EPAT, 1L10,
which is linked to insulin resistance in the adipose tissue (387), and TNF alpha, a pro-
inflammatory cytokine that plays a role in the pathophysiology of insulin resistance (388),
were increased in the Lin, but not Hemp, group vs the LFLS group. These results are
consistent with the data presented above on the effects of linseeds on weight gain in mice on
an HFHS, supporting the notion that these seeds are pro-obesogenic and and exacerbate

metabolic consequences associated with weight gain, while hempseeds do not.

These protective results in the Hemp group are partially in agreement with those reported by
Paulina M Opyd et al (389), who were the first to examine the effects of whole hemp seeds
supplementation on lipid metabolism. This recent paper showed that hemp seeds were more
effective than hemp oil at regulating lipid metabolism in obese Zucker rats. We were unable
to detect any beneficial effect of either seed on total cholesterol levels in mice on a HFHS
diet. This, again may be due to our use of whole seeds rather than seed-derived n-3 FA-rich
oils. Indeed, low efficacy of lin seed supplementation against the effects of a high-fat diet
was reported also by Siti Raihanah Shafie et al (390), who showed that whole Lin seeds are

less effective than lin seed components at reversing diet-induced metabolic syndrome in rats.
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As expected, important changes in eCBome signalling under the hemp seeds and lin seeds
supplemented diets, which are rich in PUFAS, were found in the present study. The ECS
generally decreases energy expenditure and increases energy storage in several organs
through the elevation of AEA and/or 2-AG levels and CB1 receptor activation (222).
However the ECS is now considered as part of a much larger signalling system, the eCBome,
which, with its over 100 lipid mediators and about 13 molecular targets (including the
PPARs, thermosensitive TRP channels such as TRPV1, and orphan GPCRs such as GPR119)
is also deeply involved in energy metabolism control, but also in ways opposite to
endocannabinoid/CB1 signalling (223). Mediators whose ultimate precursors are omega-3
FAs like the EPEA and DHEA (224), and their targets, are also being actively investigated
in the framework of inflammation (223). In fact, there is a competition between the omega-
6 and omega-3 FA precursors in the production of the corresponding eCBome mediators,
such as NAEs and 2-MAGs, since all members of these two families of lipids share the same
anabolic enzymes. As a consequence, the higher is the intake of omega-6 FAs and their
precursors such as LA, the more such FAs will be esterified into phospholipids wherefrom
NAEs and 2-MAGs are biosynthesized, and the same applied to dietary omega-3 FAs and
their precursors such as ALA (225). Therefore, it is not surprising that our results show a
general increase in the omega-3 FAs and a decrease in the omega-6 FAs, and similar changes
in their respective N-acylethanolamines and monoacylglycerols, in several tissues coming
from mice fed the diets supplemented with Lin seeds or hemp seeds. In particular, the omega-
3 FAs, SDA, EPA, DPA and DHA increased in the Hemp and the Lin groups vs the LFLS
group, whereas the omega-6 FAs AA and LA decreased almost in all the tissues of mice
belonging to the Lin vs the other groups. Likewise, the omega-3 derived NAEs, EPEA, DPEA
and DHEA increased in Hemp and the Lin groups, whereas the omega-6 NAEs, AEA and
DPEA decreased in either only the Lin or both the Hemp and Lin groups, respectively.
Concerning the 2-MAGs results, once again, the omega-3 derived 2-SDG, 2-EPG, 2-DPG
and 2-DHG increased in both the Hemp and Lin groups, whereas the omega-6 2-AG
decreased in the Lin group. It must be emphasized, however, that we measured here the levels
of free, rather than esterified, omega-3 and omega-6 FASs, which can reflect both the amounts

of such FAs that will be esterified to phospholipids and act as eCBome mediator biosynthetic
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precursors and the degree of enzymatic hydrolysis of eCBome mediators to the

corresponding FAs.

Indeed, although the alterations in the tissue levels of eCBome mediators observed in our
study can be explained mostly by the effects of the supplemented diet on the levels of the
ultimate precursors of such mediators, also changes in the expression of eCBome anabolic
and catabolic enzymes may contribute to such alterations. The hemp seeds diet was able to
downregulate anabolic enzyme expression by decreasing Napepld mRNA levels vs the LFLS
diet in the EPAT, and Dagla mRNA levels vs the HFHS and LFLS diets in the BAT, and vs
the Lin diet in the muscle. Conversely, the lin seeds diet generally increased anabolic enzyme
and decreased catabolic enzyme expression. In the liver, Napepld mRNA levels increased in
the Lin vs the LFLS group, and, in the EPAT, Daglb mRNA levels were higher in Lin vs the
LFLS group. Moreover, in the hypothalamus, Faah expression was decreased in the Lin vs
LFLS group. More importantly, perhaps, these considerations suggest that the contribution
of metabolic enzyme expression to the diet-induced alterations in NAE and 2-MAG levels
observed here might be different depending on the administered diet, with anabolic enzymes
contributing to either omega-6 or omega-3-derived mediator levels during hemp seeds or lin
seeds supplementation, respectively. This intriguing hypothesis will need to be investigated

in future studies.

Interestingly, SDA and the corresponding MAGs, 1(3)- or 2-SDG, increased significantly in
the Hemp group compared to all the other groups in the different tissues, and especially in
the adipose tissue. SDA is a rare omega-3 FA in nature and mainly contained in Hemp
(391,392) and other seeds (393). Several clinical and fundamental studies reported the
beneficial effect of SDA supplementation in improving lipid profiles such as dyslipidemia
(394,395), atherosclerosis (396), cardiovascular disease (397), hepatic steatosis (398),
inflammation (399), and cancer (400). Our results suggest that SDA, and possibly its
metabolites, might be partly responsible for the blunting of the increase in PAI-1 levels
observed in response to the HFHS by hemp seed supplementation, which was unaffected by
lin seed supplementation. While, 1/2-SDG levels were similarly affected in the Hemp and
Lin groups, except in muscle where Hemp resulted in a signficant increase over Lin,

differences in other SDA-derived meteabolites (i.e. N-straeridonoylethanolamine; SDEA)
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may be present within the mice, which we were not able to measure at the time of this study.
However, we have since developed the methodology to quatnfity the eCBome level and show
(in the next chapter) that murine cells are able to produce SDEA in response to incubation
with SDA. A recent meta-analysis on the rate of mortality associated with levels of omega-3
FAs highlighted how mortality for all causes as well as for cardiovascular disease and cancer
is inversely correlated to the levels of circulating long chain (20-22 carbon) omega-3 FAs
but not to those of ALA (401). These findings are in agreement with the poor conversion of
ALA to SDA, and hence to EPA and DHA, because of the lack of an efficacious desaturase
enzyme, in humans and other mammals (402), and highlight the potential importance of
dietary SDA. This omega-3 FA, by bypassing the necessity of such conversion, and being in
turn converted to EPA and DHA (partly), might ensure amounts of C20-22 omega-3 FAS
(and their metabolites) that are optimal to counteract several chronic societal disorders, and
hence act as a surrogate of dietary EPA and DHA. Future studies will need to address the
question of whether also 1- and 2-SDG and SDEA (which, however, we could not detect

here) play beneficial actions against metabolic disorders.

Concerning the gut microbiota results, the metataxonomic analysis performed here showed
that only few differences could be induced by hemp seeds or lin seeds supplementation vs.
the LFLS or HFHS diets. The paucity of the observed changes might be due to the fact that
our control (LFLS) diet did not contain considerable amounts of fiber, as in typical chow
diets. Thus, the amount of seed may have not been sufficient to overcome the changes
induced by the experimental diets over chow. Alternatively, possibly contrasting effects of
hemp seeds fiber, FA or protein contents may explain the little effect on fecal microbiota
composition. Indeed, previously, dietary lin seeds oil was shown a decrease in
Firmicutes abundance, that may attenuate diabetes via reducing Firmicutes-involved in
energy absorption (403). This result is in line with the study of Jasmine Millman et al, who
showed that lin seeds oil supplementation within a High Fat diet was able to improve the gut
microbiota diversity as well as reducing the abundance of the Firmicutes phylum in black
mice (404). Concerning the hemp seeds, a recent study of Xiang-Yong Li et al showed that
Hemp seeds can improve the gut microbiota profile by decreasing the gut levels of E. coli and
increasing the gut levels of Bifidobacterium and Lactobacillum species after 11 weeks of

dietary intervention in mice (405). At any rate, we did see some changes at the family level,
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where the Clostridiaceae 1 was less abundant in Hemp vs Lin, and Rikenellaceae was more
abundant in the Hemp and HFHS vs the LFLS group but the interpretation of these results

seems difficult since there is not enough studies on these two families.

V.  Conclusions
In conclusion, the results of this study suggest that lin seed supplementation of an HFHS has
a negative impact on some metabolic and inflammatory parameters which are not observed
when compared to Hemp seed supplementation; however, the eCBome modulation was
similar with the two diets, even though Lin seeds contain 3 times more omega-3 FAs than
the hemp seeds. Thus, hemp seed-containing foods might represent a source of healthy fats
and effective nutrients that are not likely to exacerbate the metabolic consequences of the

commonly consumed, obesogenic diets in western societies.
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Chapitre 3 Omega-3 fatty acid supplementation in vitro
results in the production of related endocannabinoidome
mediators in 3T3-L1 adipocytes

Résumé

Contexte : Le SDA contourne I’étape limitante réalisée par I’enzyme A 6 désaturase dans la
voie métabolique de I’ALA a I’EPA ; ainsi, le SDA a été considéré comme un acide gras
« pro-EPA ». D’un point de vue clinique, le SDA alimentaire est efficace pour augmenter les
niveaux d’EPA et partage avec cet acide gras de nombreux effets biologiques bénéfiques en
augmentant, en partie, I’indice d’oméga-3, qui est en corrélation avec un faible risque pour
une variété de maladies cardiovasculaires. Les effets benéfiques du SDA pourraient étre dus
a la modulation de I’eCBome. Objectifs : L’objectif était de vérifier si la SDEA et la 2-SDG
peuvent étre produits dans les adipocytes en présence de SDA. Méthodes : Les niveaux de
differents acides gras ainsi que de N-acylethanolamines et de monoacylglycérols ont été
déterminés par LC-MS/MS. Résultats : le SDEA et le 2-SDG sont produits avec une
augmentation significative a la fois dans les préadipocytes et les adipocytes matures traités
par I’acide gras SDA. De plus, le SDA peut étre converti en EPA ainsi qu’en son N-
acylethanolamine et son monoacylglyceérol.
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Abstract
Background: SDA bypasses the limiting step performed by the A 6 desaturase enzyme in
the ALA to EPA metabolic pathway; thus, SDA has been considered as a “pro-EPA” fatty
acid. From a clinical perspective, dietary SDA is effective in increasing EPA levels and
shares with this fatty acid many beneficial biological effects by increasing, in part, the
omega-3 index, which correlates with a low risk for a variety of cardiovascular diseases. The
beneficial effects of SDA may be due to modulation of the eCBome. Objectives: The
objective was to test whether SDEA and 2-SDG can be produced in adipocytes incubated
with SDA. Methods: The levels of different fatty acids as well as N-acylethanolamines and
monoacylglycerols were determined by LC-MS/MS. Results: SDEA and 2-SDG are
produced in preadipocytes and mature adipocytes following treatment with SDA. In addition,
SDA can be converted to EPA as well as to the N-acylethanolamine and monoacylglycerol

of this fatty acid.
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I. Introduction
Stearidonic acid [SDA 18:4 (n-3)] is an omega-3 long-chain fatty acids, that is a metabolic
intermediate between a-linolenic acid [ALA; 18:3 (n-3)] and eicosapentaenoic acid [EPA;
20:5 (n-3)] then docosahexaenoic acid [DHA; 22:6 (n-3)] (Figure 17). Between EPA and
DHA there is an intermediary which is the docosapentaenoic acid [DPA; 22:5 (n-3)]. SDA
bypasses the rate-limiting step carried out by the enzyme A 6 desaturase in the metabolic
pathway from ALA to EPA; thus, SDA has been considered as a “pro-EPA” fatty acid (406).
The A 6 desaturase enzyme, encoded by the FADS2 gene, is a slow and rate-limiting enzyme,
particularly in humans, in the conversion of the polyunsaturated fatty acid (PUFA) precursor
a-linolenic acid (omega-3) and linoleic acid (omega-6) into their respective metabolites
(402). In addition, this enzyme has a clear preference for omega-3 metabolism, but high

dietary levels of omega-6 may shift its orientation to omega-6 conversion (407-409).

Seeds and seeds oil:

ALA -— Soybean, canola, nuts, walnuts, flax,
a-linolenic acid hempseed
A6 desaturase Fish and fish oil, blackcurrant oil,
SDA -— echium oil, hempseed and
stearidonic acid hempseed oil
1 elongase
20:4(n-3)
l AS desaturase
EPA
eicosapentaenoic acid
1 elongase
22:5(n-3)
l elongase
2AaeE) Fish and fish oil
1 A6 desaturase
24:6(n-3)
l peroxisomal oxidation
DHA

docosahexaenoic acid

Figure 17: SDA metabolism and sources (inspired from Jay Whelan, 2009)

Cell phospholipids contain negligible levels of SDA (410), but once it enters the metabolic
pathway after the A6 desaturase step, it is rapidly converted to EPA, but not DHA, since it is
the same-limiting enzyme is present between EPA and DHA. As such, dietary SDA
consumption as ethyl esters, SDA-rich soybean oil or Echium Oil increased EPA levels in

plasma, heart, neutrophil, and erythrocyte phospholipids by up to 5 times (411-414).
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Clinically, dietary SDA is efficient in raising EPA levels (8-11) as well as sharing many of
the beneficial biological effects by increasing, in part, the omega-3 index, which correlates
with low risk for a variety of cardiovascular disease (416). Indeed, while not completely
uncontroversial (417), a recent metanalysis of 17 prospective cohort studies involving over
40,000 participants found a 15%-18% decrease in all-cause mortality in participants with the
highest quintile as compared to the lowest quintile of circulating EPA, DPA and DHA levels,
while no such association was found for ALA (418). It may be that the lack of positive effects
in some studies may be due to differences in baseline levels of long chain (LC) omega-3
PUFAs, and it was suggested that future clinical trials may be able to observe significant
effects by focusing on individual with lower baseline levels treated with EPA and DHA doses

that significantly increase circulating levels of these fatty acids (FAS).

Increasing evidence supports the cardiometabolic health benefits of a diet rich in SDA as
well as EPA and DHA. Both clinical and experimental studies showed that EPA and SDA
are similarly able to reduce the inflammatory state by decreasing the release of inflammatory
cytokine release such as prostaglandin E2 (PGE2) and tumour necrosis factor (TNF) o (419).
Moreover, the supplementation of hypertriglyceridemic humans with SDA (1.88 g/day) was
able to improve lipid metabolism by decreasing serum triacylglycerol concentration up to
21% compared with baseline (420). Additional studies have proved the beneficial roles of
SDA,; starting with Lolita M Forrest et al (421), who showed for the first time that
supplemented diet with Echium Oil, which is rich in SDA, leads to a decrease in
atherosclerosis compared with palm-oil fed mice and is similar to fish-oil fed mice in regard
to atheroprotection. Terue Kawabata et al (422) also showed, a significant improvement in
dyslipidemia with an SDA-enriched soybean oil diet by decreasing serum triacylglycerol
levels in rats. Moreover, Echium oil was able to attenuate high-fat diet-induced hepatic
steatosis (423). A clinical study by Kuhnt et al (424), demonstrated that daily consumption
of 15 to 20 g of Echium oil increased EPA and DPA in the blood, and reduced cardiovascular
risk markers, such as serum triglycerides. Another clinical study showed that the
consumption of capsules containing 1000 mg of Echium seed oil during three weeks by
asthma patients was able to suppress leukotriene production, consistent with reduced
inflammation (425). Furthermore, oil enriched with SDA decrease the proliferation of human

breast cancer in vitro and in vivo (426). All these studies together suggest that SDA may
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effectively improve metabolic syndrome and obesity as well as chronic diseases. It appears
that SDA is directly able to regulate the process of adipogenesis as well. A recent in vitro
study (427) showed that 200uM of SDA was able to inhibit adipocyte differentiation and
reduce fat deposition in 3T3-L1 cells by down-regulating the expression and activity of
certain adipogenesis transcriptional factors such as PPARG. Furthermore, the SDA treatment

resulted in a significant increase in the level of EPA within 3T3-L1 adipocytes.

The major dietary source of SDA is seafood, such as mackerel, which contains up to 7% SDA
(428). SDA is rarely found in commonly consumed seeds, vegetables, nuts, fruits, or
commercial oils. However, Echium seed oil contains 9% to 16% of stearidonic acid (429),
also, hemp seeds are an important source with 2% of SDA (430). Besides, our food chemistry
analysis (see chapter 1) showed that the Finola Hemp seeds variety is rich in PUFAs with
24.6 g/100 g of which 5.53 g/100 g are omega-3. As mentioned in the previous chapter (see
chapter 2), the eCBome is composed from the endocannabinoid system and other receptors,
enzymes and mediators that the phospholipid precursors are a big family of FAs such as the
SDA. Interestingly, our hemp seeds supplemented group showed an increase in SDA and its
eCBome mediator % stearidonoyl-glycerol (2 SDG) (but not Stearidonoyl-N-
acylethanolamines (SDEA), which was not detected) in almost all the tissues tested, but
particularly in the adipose tissue. These changes were found in conjunction with a slight

improvement in metabolic parameters compared to the lin group.

These data, taken together with the above suggest that the SDA’s beneficial metabolic effects
may in part be due to the effects of SDA on adipose tissue biology, perhaps through the
modulation of the process of adipogenesis and/or lipogenesis/lipolysis, which may be a result
of SDA-mediated modulation of eCBome, including the increased production of SDA-

derived eCBome mediators.
Problematic

Do 3T3-L1 preadipocytes and 3T3-L1 mature adipocytes produce SDEA and 1/2-SDG? If
so, can supplementation with SDA increase the levels of these SDA-derived eCBome

mediators?
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Objective

To investigate the ability of 3T3-L1 preadipocytes and adipocytes treated with omega-3 fatty

acids or hemp seed and lin seed oil to produce their respective eCBome mediators.
Hypothesis

Omega-3 fatty acid-derived eCBome mediators levels will increase in 3T3-L1 cells in
response to treatment with their respective FAs and that SDA treatment will increase the
levels of EPA-derived eCBome mediators. Hemp seed oil, which is rich in SDA, will increase

the levels of SDA in the cells as well as EPA-derived eCBome mediators.

I. Methods
e Cell Culture

3T3-L1 cells were a generous gift from Dr. Matthieu Laplante and were maintained in
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) with 10% FBS. 3T3-L1 cells were treated with

various fatty acids and oils.

To induce the differentiation of 3T3-L1 cells, the following procedure was used. DO: two
days after reaching confluence, cells were exposed to an adipogenic cocktail containing
growth medium (DMEM 4.5 g/l glucose, 10% fetal bovine serum) plus 1 pg/ml insulin
(Sigma), 250 nM dexamethasone (Sigma), and 500 puM 3-isobutyl-1-methylxanthine
(Sigma)) for 2 days. D2: After 2 days, the medium was changed to DMEM 4.5 g/l glucose,
10% FBS containing 1 mg/ml insulin alone for an additional 2 days. D4: After 4 days, the
medium was changed to regular growth media and then changed every 2 days until D8.
Differentiation was confirmed by visual examination of the cells, with greater than 80%

having developed many lipid vacuoles.
e Fatty Acid Treatment

3T3-L1 adipocytes were treated with 200 uM of SDA, EPA and DHA free fatty acids
(Cayman Chemicals, USA) as described in Li et al 2017 (427). The hemp seeds oil
(MOISSONNERIES DU PAYS) treatment was performed in order to obtain a final
concentration of 200uM SDA. As hemp seeds oil contains 2% SDA in, we added 0.31%
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hemp oil in the media. The same percentage of linseed oil (FLORA) was used. All cell
treatments lasted 24 hours. The treatment timing was 24h based on unpublished data in our
lab showed that 24h fatty acid treatment was able to produce eCBome mediators in vitro.
Cells were treated at dO (preadipocytes) and d8 (mature adipocytes) and harvested on Day 1
and Day 9 respectively.

e Lipid extraction and HPLC-MS/MS for the analysis of eCBome mediators

The same protocols for lipid extractions and HPLC-MS/MS quantification of eCBome
mediators as was used in Chapter 2 was utilized here; briefly, we scraped the adherent cells
washed twice with PBS, in the solution PBS+LC-MS grade MeOH (methanol solution
containing 0.1M acetic) (1:1), then we added 5 ng of deuterated standards. 1ml of chloroform
was then added to each sample, which was then vortexed for 30 seconds and centrifuged at
3000xg for 5 minutes. The organic phase was collected and another 1 ml of chloroform was
added to the inorganic one. This was repeated twice to ensure the maximum collection of the
organic phase. The organic phases were pooled and evaporated under a stream of nitrogen
and then suspended in 50 pl of mobile phase containing 50% of solvent A (water + 1 mM
ammonium  acetate+ 0,05%  acetic acid) and 50% of solvent B
(acetonitrile/water 95/5 + ImM ammonium acetate + 0.05% acetic acid). 40pl of each sample
was finally injected into an HPLC column (Kinetex C8, 150 x 2.1mm, 2.6pum, Phenomenex)
and eluted at a flow rate of 400 pl/min using a discontinuous gradient of solvent A and solvent
B (379). Quantification of eCBome-related mediators was carried out by HPLC system
interfaced with the electrospray source of a Shimadzu 8050 triple quadrupole mass
spectrometer and using multiple reaction monitoring in positive ion mode for the compounds

and their deuterated homologs.
e Statistical analysis

All the statistical analyses were performed using Graphpad prism (version 8.0.1) using one-
way ANOVA.
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I11.  Results and discussion
e Levels of fatty acids within 3T3-L1 preadipocytes and adipocytes in response to

incubation with various fatty acids

When comparing undifferentiated (control d1) to mature adipocytes (control d9) we did not
detect differences in the cellular levels of any of the fatty acids. This suggests that as the
lipogenic process is upregulated upon differentiation, there is no difference between the two,
so that differentiation and lipid accumulation did not change the levels of free fatty acids. As
expected, the omega-3 supplementation of the growth media significantly increased the
levels of these FAs within the treated cells; SDA, EPA and DHA fatty acid levels increased,
respectively, in the SDA, EPA and DHA-treated preadipocytes and adipocytes (Figure 18).
These results are in line with the data of Li et al (427) who showed that SDA, EPA and DHA
content increased significantly in adipocytes respectively treated with these fatty acids.
Despite extensive washing of the cells, there exists a chance that the FA we detected in the
LCMS was partially a result of contamination from the treatmentent media. However, we
note that cells, for exemple, treated with SDA had significant increases in EPA, suggesting
that the cells did in fact take up SDA and convert it to EPA.

As expected, we detected no changes with Hemp and Lin seed oil, except for an increase in
LEA. This is unlikely due to the possible difficulties in emulsifying oils in the media even
when using the sonication technic. In fact, oils contain fatty acids esterified in triglycerides
and not as free acids, and this could have prevented the incoroporation of the latter in pre-
adipocytes or, particularly, adipocytes (and in their phospholipids) under our incubation
conditions, as, in vivo, long chain fatty acids entering adipocytes are produced from
triglyceride hydrolysis by lipoprotein lipase in chylomicra (i.e., two components that were
absent in our incubations) and triglycerides are not normally capable to be taken up by these
cells. Nevertheless, our results confirm that N-acylethanolamines and, particularly,
monoacylglycerols are not produced by adipocytes directly from exogenous triglycerides.
The only apparent exception to this rule emerges from our experiments is the increase of
LEA, which, however, could have been due to the likely presence of trace amounts of LA in
both hemp and lin seed oil. Contamination with/presence of LA and AA in these two oils
could also explain their slight stimulatory effects on 1/2-LG and 1/2-AG in adipocytes.
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Unfortunately, we have not analyzed these oils for the presence of fatty acids, and this is

certainly something that needs to be done next.

SDA resulted in significant increases in cellular levels of SDA in both preadipocytes and
adipocytes, with higher levels found in SDA-treated adipocytes as compared to pre-
adipocytes. Similarly, when incubated with EPA, EPA treatment of adipocytes resulting in
significantly increase EPA levels as compared to both d9 controls and EPA-treated d1
preadipocytes. Interestingly, at d1 SDA treatment resulted in a significant increase for EPA
production/levels while at d9 EPA treatment resulted in a significant increase for SDA
production. In the same way, Docosapentaenoic Acid (DPA), which is an intermediate fatty
acid between EPA and DHA, was higher in EPA treated group at day 1 and day 9 which
prove the possibility of conversion from EPA to DPA in 3T3-L1 cells. These results can be
explained by the fact that among the differences between a preadipocyte and an adipocyte is
that a mature adipocyte has a higher enzymatic activity such as FAs desaturase which is
responsible for the conversion of FAs (431,432). In fact, Jessica et al study (433) also showed
that only 100 uM of EPA treatment in mature adipocyte was able to increase significantly
the DPA level. No group of our cells has been treated with arachidonic acid (AA) or the
linoleic acid (LA) but AA levels were higher in SDA and EPA treated groups in adipocytes
(d9) and the LA level was higher in the SDA/d9 treated group which can be a sign of non-
purity of the SDA and EPA FAs; probably a low contamination of FAs with high enzymatic
activity in mature adipocytes seems to be able to give significant elevations in LA at d9 which

is likely converted into AA.

Finally, our results confirm that preadipocytes have significantly lower levels of fatty acids
than mature adipocytes, clearly thanks to the high lipogenic and enzymatic capacity in the
latter, except in the case of DPA in the EPA-treated group since it is the result of its

conversion, thus following its proportions.
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Figure 18: Fatty acid profiles in undifferentiated (d1) and differentiated (d9). 3T3-L1 cells
were incubated for 24h with the indicated free fatty acid at 200 uM or seed oil at 0.31%
before lipids were extracted and quantified by “’LC-MS/MS ». An n=5 was used for each
treatment. The comparison made by the measured fatty acid level; SDA: ****(p<0.00001)
SDA d9 vs all the groups and SDA d1 vs all the groups except SDA d9; * (p<0.05) EPA d9
vs all the groups at d1 and DHA, control at d9. EPA: ****(p<0.00001) EPA d9 vs all the
groups; * (p<0.05) EPA d1 and SDA d1 vs Hemp d1, control d1 and control d9. DHA:
****(p<0.00001) DHA d9 vs all the groups and DHA d1 vs all the groups except DHA d9.
DPA: ****(p<0.00001) EPA d1 vs all the groups and EPA d9 vs all the groups except
EPA d1. LA : ****(p<0.00001) SDA d9 vs all the groups; *** (p<0.001) EPA d9 vs all the
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groups at d1; * (p<0.05) Hemp d9 vs all the groups at d1. AA: ****(p<0.00001) SDA d9 vs
all the groups; ** (p<0.01) EPA d9 vs all the groups at d1 and Lin, control at d9.

e Levels of N-acylethanolamines within 3T3-L1 preadipocytes and adipocytes in

response to incubation with various fatty acids

Again, we did not detect differences in the cellular levels of any of the N-acylethanolamines
s when comparing undifferentiated (control d1) to mature adipocytes (control d9). In the
same way as the fatty acids, the omega-3 N-acylethanolamines s SDEA, EPEA and DHEA
increased in SDA, EPA and DHA preadipocyte and adipocyte treated groups respectively
(Figure 19). Interestingly, the SDA that was able to be converted to EPA (Figure 18)
increased significantly EPEA levels in undifferentiated (d1) and differentiated (d9) SDA-
treated cells. Similarly, the EPA that was able to be converted to DPA (Figure 18), increased
significantly the DPEA amount which is DPA N-acylethanolamines, in EPA treated group,
knowing that the accumulation in preadipocytes was higher than adipocytes as the DPA was
higher in preadipocyte than in mature adipocyte. Actually, the changes in the omega-3 N-
acylethanolamines level are following the changes in the omega-3 FAs. These results are in
line with a previous clinical study of our team (434) who showed that higher intakes of oleic
acid as well as of EPA and DHA during the Mediterranean diet increased the levels of most
omega-3-FA-derived eCBome mediators (i.e., EPEA, DHEA, 1/2-EPG and 1/2-DHG) as
well as NAEs and 2-MAGs derived from oleic acid (i.e., OEA and 1/2-OG). Curiously, an
experimental study (423) showed that SDA supplementation attenuated the hepatic steatosis
caused by the high-fat diet, but unlike marine oils, it did not affect the levels of transcription
factors involved in lipid metabolism, such as Peroxisome Proliferator Activated Receptor o
(PPAR o) and Liver X Receptor a (LXR a), thus suggesting that it has a different mechanism
of action from those observed for EPA and DHA. This beneficial effect can be through the
eCBome mediators derived from SDA (i.e., SDEA and 1/2-SDG) since we hypothesize that
the mediators of the eCBome modulate fat storage and distribution via their interventions on
food intake, insulin sensitivity and lipogenesis, however, there are still not complete data on

the activity and specificity of each mediator derived from omega-3 FA, as well as their
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receptors in the context of the biology of the adipocyte. Exceptionally, the omega-6 derived
N-acylethanolamines, AEA and LEA, did not follow the profiles of omega-6 FAs
(Figure 18): for AEA levels, no significant difference was detected between the different
groups and regarding LEA levels, we observed an increase in adipocytes and preadipocytes
treated with SDA, Lin and Hemp, which confirm again that the eCBome mediators are not

just related to FAs precursors but rather to the phospholipid-level changes (which will
therefore need to be measured in future studies).
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Figure 19: N-acylethanolamine profiles in undifferentiated (d1) and differentiated (d9) 3T3-
L1 cells. 3T3-L1 cells were incubated for 24h with the indicated free fatty acid at 200 uM or
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seed oil at 0.31% before lipids were extracted and quantified by LC-MS/MS”. An n=5 was
used for each treatment. The comparison made by the measured N-acylethanolamines level;
SDEA: ****(p<0.00001) SDA d9 vs all the groups and SDA d1 vs all the groups except
SDA d9. EPEA: ****(p<0.00001) EPA d9 vs all the groups and EPA d1 vs all the groups
except EPA d9; **** (p<0.001) SDA d9 vs all the groups except EPA d1 and EPA d9;
SDA d1 vs all the groups except EPA d1, EPA d9 and SDA d9. DHEA : ****(p<0.00001)
DHA d9 vs all the groups and DHA d1 vs all the groups except DHA d9. DPEA:
****(p<0.00001) EPA d1 vs all the groups and EPA d9 vs all the groups except EPA d1.

e Levels of monoacylglycerols within 3T3-L1 preadipocytes and adipocytes in response

to incubation with various fatty acids

No difference was detected in the cellular levels of any of the monoacylglycerols between
the undifferentiated (control d1) and differentiated adipocytes (control d9). Similar to the
effects observed on N-acylethanolamines, the omega-3 monoacylglycerol 1/2- SDG, 1/2-
EPG and 1/2-DHG increased in SDA, EPA and DHA preadipocyte and adipocyte treated
groups respectively with significantly higher levels detected in adipocytes compared to
preadipocytes (Figure 20). Besides, the EPA was also able to be converted significantly to
1/2-EPG in SDA/d1 and SDA/d9 treated cells. This time, both EPA and SDA were able to
convert to 1/2-DPG in EPA and SDA-treated adipocytes, respectively. Again, as shown in
the recent study of our team, a diet rich in EPA and DHA can change the eCBome by
increasing its own N-acylethanolamines and monoacylglycerols respectively, and concerning
SDA rich diet, we saw in our previous work (chapter 2) an increase in SDA and 1/2-SDG in
Hemp group but the amount or the period of the diet supplementation seems to be not enough
to increase the SDEA biosynthesis. As opposite to omega-3 FA-derived monoacylglycerols,
the profile of omega-6 FA-derived monoacylglycerols was not consistent between FAs and
N-acylethanolamines: 1/2-LG and 1/2-AG, they increased in SDA- and EPA-treated
adipocytes, which is related to the composition of the phospholipids, that seem to not have

sufficient LA to be converted to AA and biosynthesize its own eCBome mediators in a stable
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manner and thus normal given that the cells were not treated with LA and this is probably a

contamination.
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Figure 20: Monoacylglycerol profile in 3T3-L1 cells undifferentiated (d1) and differentiated
(d9). 3T3-L1 cells were incubated for 24h with the indicated free fatty acid at 200 uM or seed
oil at 0.31% before lipids were extracted and quantified by LC-MS/MS”. An n=5 was used
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for each treatment. the comparison made by the measured Monoacylglycerol level; 1/2-SDG:
****(p<0.00001) SDA d9 vs all the groups; *** (p<0.001) SDA d1 vs all the groups except
SDA d9. 1/2-EPG: ****(p<0.00001) EPA d9 vs all the groups; ****(p<0.00001) SDA d9
vs all the groups except EPA d9; ****(p<0.00001) EPA d1 and SDA d1 vs all the groups
except EPA and SDA at d9; ** (p<0.01) Lin d9 vs cont at d1 and d9; * (p<0.05) Hemp d9 vs
cont at d1 and d9. 1/2-DHG: ****(p<0.00001) DHA d9 vs all the groups and DHA d1 vs all
the groups except DHA d9. 1/2-DPG: ****(p<0.00001) EPA and SDA at d9 vs all the
groups. 1/2-LG: ****(p<0.00001) SDA d9 vs all the groups; * (p<0.05) EPA and Hemp at
d9 vs all the groups at d1. 1/2-AG: ***(p<0.001) SDA d9 vs all the groups; * (p<0.05)
EPA d9 and SDA d1 vs all the groups except SDA d9.

IV. Conclusions

As expected and shown in Li Y et al study (427), the omega-3 precursors increased
significantly in the treated cells. SDA can be converted to EPA as well as the cognate at N-
acylethanolamines and monoacylglycerols of these two fatty acids. Confirming our
hypothesis, SDA incubation resulted in significant increases in both SDEA and 2-SDG in
preadipocyte and mature adipocyte to higher levels at day 9, and mature adipocytes
accumulated significantly more SDA in response to its addition to the culture media. These
same observations were made for EPA and DHA. Thus, eCBome mediator levels can be
modulated in adipocytes after a relatively short incubation with free FAs. To the best of our
knowledge this the first time that the investigation of eCBome mediator production in

response to omega-3 fatty acid incubation in 3T3-L1 cells has been reported.

Future work will be to see the direct effect of these mediators on lipid accumulation in 3T3-
L1 adipocytes. Additionally, we are conducting the same experiment in the HepG2 cell line
(a cell line derived from liver tissue) and then we are planning to identify the specific
receptors of the omega-3 eCBome mediators by using the Presto-Tango assay, which is a
technique under development in our laboratory for targeting FA receptors. Finally, this work

must be tested in vivo by enriching the diet with purified omega-3 FAs including SDA.
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Discussion générale

Résumé des principaux resultats, discussion et perspective

Le passage d’un mode de vie traditionnel & un mode de vie moderne a entrainé des
changements concomitants dans nos habitudes alimentaires. La consommation excessive
d’aliments industrialisés a modifié¢ I’équilibre des acides gras, tels qu’oméga-3 et oméga-6 et
a été associé a une mauvaise santé cardiométabolique (26,27). Cette situation est attribuable
a plusieurs facteurs, incluant la dérégulation de 1’axe endocannabinoidome-microbiome
(260,261). Afin de préconiser des interventions nutritionnelles qui optimiseront 1’état de
santé de la population, il est crucial d’incorporer des aliments riches en oméga-3, étant donné

qu’ils sont accessibles et abordables.

Les graines de chanvre entieres bénéficient d’un profil nutritionnel intéressant. En effet, elles
sont riches en oméga-3 dont le SDA, qui peut étre converti en EPA. De plus, ces graines
contiennent des protéines de qualité riches en acides aminés essentiels ; et sont également
riches en vitamine E, en minéraux et en fibres. L’objectif de notre étude était d’évaluer les
effets d’une supplémentation alimentaire en graines de chanvre entiéres, par rapport aux
graines de lin, sur le développement des complications métaboliques dans un modele de
souris souffrant d’obésité induite par le régime alimentaire et de déterminer ses effets sur

I’axe microbiome-endocannabinoidome.

Dans un premier temps, nous avons étudié la composition nutritionnelle et cannabinoide de
deux variétés de graines de chanvre afin de choisir la meilleure. Par la suite, nous avons
évalué les effets de la supplémentation alimentaire en graines de chanvre chez des
souris C57BL/6J (traitées pendant 8 semaines). Dans ce but, les souris ont été réparties en
4 groupes expérimentaux : High Fat High Sucrose (HFHS) mixée avec les graines de chanvre
et trois groupes de contrdle comprenant HFHS, HFHS mixée avec les graines de lin et Low
Fat Low Sucrose (LFLS). Enfin, afin d’explorer le mécanisme qui pourrait expliquer notre

observation in vivo, nous avons étudié la capacité des préadipocytes et des adipocytes 3T3-
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L1 traités avec des acides gras oméga-3 ou des huiles de graines de chanvre et de graines de

lin & produire leurs médiateurs eCBome respectifs.

La composition nutritionnelle des graines de chanvre Finola et X59

La culture du chanvre au Canada est en croissance continue avec plus de 77 000 acres utilisés
pour sa production en 2018 (310). Le chanvre est utilisé dans plusieurs domaines tels que la
production textile (fibres), les cosmétiques, la construction ainsi que la production de
composés pharmaceutiques pertinents comme le CBD (311). Les graines de chanvre sont
aussi utilisees pour I’alimentation humaine et animale, cependant, leurs compositions
nutritionnelles changent considérablement d’une variété a une autre. Le chanvre est une
ancienne culture asiatique qui est cultivée et exploitée depuis environ 10 000 ans (302),
néanmoins, la qualité nutritionnelle de ces graines a récemment commencé a attirer
I’attention des chercheurs scientifiques ainsi que des consommateurs (313). Les graines de
chanvre sont aujourd’hui considérées comme 1’une des sources alimentaires les plus
complétes sur le plan nutritionnel. Le chanvre contient généralement 25-35 % de lipides avec
une composition unique et équilibrée en acides gras (AG) ; 20-25 % de protéines facilement
digestibles et riches en acides aminés essentiels et 20-30 % de glucides, dont une grande
partie est constituée de fibres alimentaires, principalement insolubles; ainsi que des
vitamines et des minéraux (306). Notre partenaire industriel avait deux variétés de
chanvre cultivées au Canada : Finola et X59. Afin de choisir la variété la plus riche en oméga-
3, nous avons comparé la composition nutritionnelle et cannabinoide de ces deux graines de
chanvre.

Nos données démontrent que les deux variétés sont riches en macro et micronutriments dans
des proportions souhaitées pour notre étude. En revanche, les graines de Finola s’avérent étre
plus particulierement prometteuses comparativement a la variété X59, grace a une meilleure
composition qualitative en macro et micronutriment, notamment en oméga 3. (tableau 1). Les
oméga-3 sont des acides gras indispensables connus pour diminuer les taux de mortalité
cardiovasculaire (349), améliorer la composition du microbiote intestinal (435) et moduler le
systéeme endocannabinoide nécessaire pour le contrdle des troubles métaboliques. En effet,

ils réduisent le niveau tissulaire d’endocannabinoides pouvant agir sur les récepteurs CB1 et
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augmentent les molécules de type endocannabinoide, qui ne sont pas médiées par les
récepteurs CB1, et possédant une activité anti-inflammatoire (voir dessus) (436). De plus, il
a été montré que le rapport des acides gras essentiels dans I’huile de chanvre est idéal pour
favoriser la santé humaine : Oméga6/Oméga-3 est de 3,0/1 - 3,7/1, conformément aux
recommandations de I’Organisation mondiale de la santé (OMS). Par contre, dans I’huile de
lin, il est de 1/3,6 avec presque trois fois plus d’oméga-3 (437). Nos analyses montrent que
le taux d’acides gras oméga-3 totaux est plus élevé dans les graines Finola par rapport aux
graines X59. De ce fait, nous avons choisi les graines Finola pour I’étude in vivo présentée
au chapitre 2, vu que nous souhaitons évaluer 1’effet de la supplémentation des graines de
chanvre riche en omeéga-3 mixées avec une diéte obésogéne sur la modulation d’axe

endocannabinoidome-microbiome.

Tableaul : Récapitulatif des résultats obtenus au Chapitre | pour la comparaison nutritionnelle entre
les graines de Finola et X59

Parameter Unit RDL  X59 Finola
Protein 9/100 g 0,10 26,5 29,9
Ash 9/100 g 0,10 4,90 5,13
Carbohydrates 9/100g 0.5 35.7 29.8
Calories kcal/100g 2 511 522
Saturated Fatty Acids g/100g 010 243 2.45
Mono-unsaturated Fatty Acids 9/100g 0.10 3.42 2.94
Poly-unsaturated Fatty Acids 9/100g 0.10 219 24.6
C18:3n3c Linolenic Acid g/100g 0.10 3.89 5.53
Calcium (Food) mg/100g 5 106 107
Iron (Food) mg/100 g 0,10 9,58 11,3
Sugars g/100 g 0,10 1,36 1,12

RDL - Reported Detection Limit
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Les analyses effectuées dans le chapitre 1 montrent la richesse qualitative et quantitative de
ces graines en macro- et micronutriment, spécialement en oméga-3, protéines et fer. Ces
nutriments sont indispensables pour le bon fonctionnement de 1’organisme et ¢’est rare de les
trouver ensemble dans un seul aliment d’origine végétale. Comme cité ci-dessus, les oméga -
3 sont essentiels pour la santé et la prévention des maladies et des complications
métaboliques ; les protéines représentent un role structural dans les muscles, un role
physiologique comme les enzymes et un rdle énergétique avec son apport calorique. Enfin,
le fer est indispensable pour la constitution de I’hémoglobine qui raméne 1’oxygeéne des
poumons vers les cellules (438-440). En effet, nous avons tenté de doser la ferritine chez les
souris dans notre expérimentation in vivo (chapitre 2), mais le seuil inférieur de détection
était trop haut de fagon que nous n’avons eu aucune détection de la ferritine dans le plasma
des différents groupes. Néanmoins, il serait nécessaire de refaire le dosage de la ferritine avec
une technique plus sensible afin de mieux étudier la biodisponibilité de fer dans les graines
de chanvre, qui peuvent étre extraites et utilisées par les véganes en tant que supplément
ferrique.

Plusieurs études montrent que la composition nutritionnelle des graines de chanvre differe
d’un pays a I’autre (318,319), voire entre les échantillons d’un méme pays (320-322) : que
se passerait-il, alors, si nous mesurions des graines provenant de différentes régions du
Canada, avec des sols et des conditions de croissance différentes ?

Dans ce travail de thése, nous n’avons pas comparé les effets des deux types de graines de
chanvre, et n’avons donc pas apporte la preuve que des compositions legérement différentes
pouvaient produire des effets métaboliques différents. Par conséquent, il pourrait étre
intéressant de repéter les analyses sur différents echantillons provenant de différentes regions
du Canada afin de mieux caractériser leurs compositions nutritionnelles et de vérifier leur
reproductibilité. De plus, les deux graines n’ont été analysées qu’une seule fois, ce qui
constitue une limite pour cette étude, d’ou I’intérét de répéter I’analyse plusieurs fois sur

différentes variétés.
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Les effets de la supplémentation en graines de Finola sur le développement des troubles
métaboliques ainsi que la modulation de ’axe endocannabinoidome-microbiome

Notre hypothese dans le chapitre 2 était « les graines de Finola amélioreront 1’adiposité, les
niveaux de glucose, d’acides gras, d’adipokines circulants et la sensibilité¢ a I’insuline chez
les souris obéses en corrélation avec des niveaux circulants et tissulaires normalisés de
médiateurs lipidiques de 1I’eCBome ainsi que des changements drastiques dans la
composition du microbiote intestinal ». Cependant, nos résultats démontrent que la
supplémentation en graines de Finola mixées avec une diéte HFHS ne favorise pas une
amélioration métabolique ni inflammatoire chez des souris C57BL/6J en comparaison avec
le groupe de référence HFHS sauf la perméabilité intestinale qui a diminué significativement,
au 30 min, dans le groupe du chanvre. Néanmoins, la supplémentation en graines de chanvre
a démontré une légére amélioration du profil métabolique et inflammatoire par rapport aux
graines de lin et en comparaison avec le groupe de contréle LFLS. En termes de mesures
anthropométriques, aprés 8 semaines d’introduction du régime, les groupes lin et HFHS
avaient les niveaux de graisse corporelle les plus éleves tandis que le groupe chanvre avait le
niveau le plus bas par rapport au groupe LFLS, sachant que le groupe chanvre n’était pas
significativement différent du groupe HFHS ou lin. Pour la consommation alimentaire, a la
semaine 8, le groupe chanvre a commencé a consommer significativement moins d’énergie
que le groupe lin. Concernant le glucose, la leptine et le PAI-1 dosés apres 12 h du jelne,
uniquement le groupe lin et HFHS ont eu une augmentation significative par rapport le LFLS.
De méme, pour le poids du foie, TG hépatique, TNFa. (dans ’EPAT) et IL-10 (dans ’EPAT),
seul le groupe de lin a eu une augmentation significative par rapport le groupe LFLS. Bien
que le groupe HFHS soit le groupe de référence qui nous permet de spécifier I’effet des
différentes graines de maniére indépendante, le groupe LFLS est également un groupe de
contréle représentant les souris saines et nous ne pouvons pas négliger les différences
observées entre les différents groupes en ce qui concerne ces derniéres. Par conséquent, nous
pouvons signaler que, au moins dans nos conditions expérimentales, les graines de Finola
semblent avoir une tendance générale vers un effet protecteur légerement plus fort contre un
régime obésogéne que les graines de lin; ainsi, la quantité de chanvre ou la période
d’intervention n’étaient probablement pas suffisantes pour avoir un effet plus prononceé et

encore significativement différent du groupe lin ou HFHS.

105



Plusieurs études ont reporté I’effet bénéfique de I’huile de chanvre sur la santé ; par exemple,
une supplémentation quotidienne avec 30 ml d’huile de graines de chanvre est capable de
produire des effets cardiométaboliques bénéfiques (294). De méme, Demizieux L et
collaborateurs ont montré que 5 % d’huile de lin mixé avec du saindoux était suffisant pour
obtenir un effet bénéfique sur les parameétres métaboliques (237). Pour les graines de chanvre,
une premiere étude rapportée par Paulina M Opyd et al (389) a montré que les graines de
chanvre étaient plus efficaces que I’huile de chanvre pour réguler le métabolisme lipidique
chez les rats Zucker obéses. En revanche, dans notre étude, la supplémentation en graines de
chanvre n’a pas montré des effets bénéfiques remarquables sur les parametres métaboliques,
au moment ou, la supplémentation en graines de lin s’est avérée plus nocive. La faible
efficacité de la supplémentation en graines de lin contre les effets d’un régime riche en
graisses a également été rapportée par Siti Raihanah Shafie et al (390), qui ont montré que
les graines de lin entieres sont moins efficaces que ses composants pour inverser le syndrome
métabolique induit par le régime alimentaire chez les rats. Ceci montre que I’efficacité de la
graine de lin varie d’un composant a I’autre (huile, graine, farine...). Alors, est-il possible
que la graine de chanvre présente la méme variabilité ? Et si c’est le cas, quel est le composant
le plus efficace du chanvre? Par ailleurs, la quantité de chanvre semble, elle aussi,
insuffisante pour favoriser les améliorations métaboliques sachant que cette quantité a été
fixée afin de mimer une étude clinique en consommant I’équivalent de deux cuilléres a soupe
de Finola. D’ou I’intérét de reprendre I’expérimentation en augmentant la quantité des
graines administrées (en utilisant différents composants) ainsi que la période d’intervention.
Le systeme endocannabinoide (ECS) se constitue des endocannabinoides (eCBs) AEA et 2-
AG qui activent les récepteurs cannabinoides CB1 et CB2 ainsi que leurs enzymes
anabolisantes et catabolisantes (135,136). Le systeme endocannabinoide joue un réle central
et périphérique en diminuant le métabolisme et en augmentant le stockage d’énergie dans
plusieurs organes. Le déréglement de I’ECS, plus spécifiquement 1’hyperstimulation et
I’hyperactivation de récepteur CB1, est associé a une augmentation de I’adiposité, de la
stéatose hépatique, de la dyslipidémie et de la résistance a I’insuline (151). Un régime
obésogéne, riche en oméga-6 et pauvre en oméga-3, augmente les niveaux des
endocannabinoides. Par contre, la supplémentation en AG oméga-3 a un régime riche en

oméga-6 inverse ces changements (228), en réduisant de maniére significative les niveaux
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d’AEA dans le foie et en améliorant I’homéostasie du glucose (237). L’eCBome, qui est un
ECS ¢largi, se compose de ’ECS ainsi que d’autres médiateurs, récepteurs et enzymes ou
nous trouvons des médiateurs dont leurs précurseurs sont des oméga-3 comme SDEA, EPEA
et DHEA. Ces médiateurs ont une affinité de liaison pour les récepteurs CB1 beaucoup plus
faible (238,240). En fait, SDEA, EPEA et DHEA partagent les mémes voies de production
et de dégradation que ’AEA, ce qui entraine une compétition entre ’EPEA, le DHEA et
I’AEA. Cette compétition peut étre affectée en modifiant le rapport alimentaire oméga-
6/oméga-3, modulant ainsi la proportion d’éthanolamides dérivés des AG oméga-6 et oméga-
3 (223,241,242). La SDEA n’a pas été testée auparavant, mais nous nous attendons a ce
qu’elle ait les mémes effets et le méme mécanisme d’action que I’EPEA et la DHEA (voir

les chapitres 2 et 3).

Ces données bibliographiques nous ont amenés, donc, a tester 1’effet des graines de chanvre
riche en oméga-3 (dont le SDA) sur la modulation de I’eCBome en comparaison avec le
groupe contréle positif : le groupe des graines de lin (étant 3 fois plus riche en oméga-3). Nos
résultats ont montré que les deux graines modulent sensiblement I’eCBome par une
augmentation des médiateurs dérivés des AG oméga-3 et une diminution des médiateurs
dérivés des AG oméga-6, surtout dans le tissu adipeux, comparativement aux deux groupes
de contréle LFLS et HFHS. En fait, il existe une compétition entre les précurseurs des AG
omeéga-6 et oméga-3 dans la production des médiateurs de I’eCBome correspondants, tels
que les NAE et les 2-MAG. Par conséquent, plus I’apport d’AG oméga-6 et de leurs
précurseurs tels que I’LA est élevé, plus ces AG seront estérifiés en phospholipides a partir
desquels les NAE et les 2-MAG sont biosynthétisés, et vice versa pour les AG oméga-3
alimentaires et leurs précurseurs tels que I’ALA (225) et SDA (voir chapitre 3). Ainsi, le
chanvre et les graines de lin semblent moduler I’eCBome d’une maniére qui réduit son
activité au niveau des récepteurs CB1 et augmente son activité au niveau d’autres récepteurs
de I’eCBome, comme les canaux TRPV1, les PPAR, GRP119 et CB2. De maniere
intéressante, le SDA et les MAGs correspondants, 1(3)- ou 2-SDG, étaient significativement
augmentés dans le groupe chanvre par rapport a tous les autres groupes dans les différents
tissus, et particulierement dans le tissu adipeux et I’iléon. En outre, le chanvre a diminué la
perméabilité intestinale avec une inhibition de I’augmentation significative du PAI-1 dans le

plasma, ce qui conduirait a une diminution de I’inflammation puisque le LPS induit le PAI-
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1 et ’inflammation dans le tissu adipeux (441). L’ensemble de ces résultats suggére que les
médiateurs eCBome dérivés de la SDA inhibent le profil inflammatoire défavorable du tissu
adipeux dans le groupe chanvre par rapport au groupe lin. De futures études devraient

examiner cette possibilité.

En ce qui concerne les résultats du microbiote intestinal, I’analyse métataxonomique réalisee
n’a montré aucune différence importante qui pouvait étre induite par la supplémentation en
graines de chanvre ou en graines de lin par rapport aux régimes LFLS ou HFHS. Les résultats
ont montré seulement deux changements au niveau des familles lorsque nous avons comparé
la composition du microbiote intestinal des différents compléments alimentaires a la
semaine 8 : Clostridiaceae_1 était moins abondant dans le groupe chanvre vs lin, et
Rikenellaceae était plus abondant dans le groupe chanvre et HFHS vs LFLS. Toutefois,
I’interprétation de ces résultats semble difficile, car il n’y a pas assez d’études sur ces deux
familles. En conclusion, la rareté des changements observeés pourrait étre due a la quantité

insuffisante des différentes graines.

La supplémentation en acides gras oméga-3 in vitro dans les adipocytes 3T3-L1

Etant donné que la principale différence entre les deux traitements étudiés au chapitre 2 était
la présence de quantités plus élevées de SDA dans les graines de chanvre, on a commencé
par vérifier si SDEA et 2-SDG peuvent étre produits dans les adipocytes en présence du SDA.
Les résultats du chapitre 3 montent que le SDEA et le 2-SDG sont produits avec une
augmentation significative a la fois dans les préadipocytes et les adipocytes matures traités
par P’acide gras SDA. De méme, le SDA peut étre converti en EPA ainsi qu’en son N-
acylethanolamine et son monoacylglycérol. D’une part, ces résultats démontrent que les
préadipocytes et les adipocytes 3T3-L1 traités uniquement avec des acides gras oméga-3
étaient capables de produire leurs médiateurs eCBome respectifs et que le SDA était capable
de se convertir en EPA ainsi que leurs médiateurs. D’autre part, ces résultats expliquent, la
présence des quantités plus élevées d’éthanolamides et de monoacylglycérols dérivés d’AG
oméga-3 dans les régimes supplémentés en graines de chanvre et de lin ainsi que des niveaux
plus faibles d’anandamide et de 2-AG. Malgre le lavage intensif des cellules, il est possible

que I’AG que nous avons détecté dans le LCMS soit en partie le résultat de la contamination
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du milieu de traitement. Cependant, nous notons que les cellules traitées avec de la SDA ont
connu une augmentation significative de I’EPA, ce qui suggere que les cellules ont
effectivement absorbé de la SDA et I’ont convertie en EPA.

D’un point de vue clinique, le SDA alimentaire est efficace pour augmenter les niveaux
d’EPA et partage avec cet acide gras de nombreux effets biologiques bénéfiques en
augmentant, en partie, I’indice d’oméga-3, qui est en corrélation avec un faible risque pour
une variété de maladies cardiovasculaires (416). Les effets bénéfiques du SDA peuvent étre
grace a la modulation de I’eCBome. Il sera donc important de voir I’effet direct de ces
médiateurs eCBome sur I’accumulation de lipides dans les adipocytes 3T3-L1 (et d’autres
lignées cellulaires) sachant qu’a notre connaissance, notre étude est la seule a avoir étudié la
production de médiateurs eCBome avec I’incubation d’acides gras oméga-3. Les données
présentées dans cette thése ouvrent de nouvelles perspectives de recherche pour le traitement
du syndrome métabolique, car ces médiateurs sont censés étre efficaces pour prévenir les

complications métaboliques causées par un régime riche en graisses.
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Conclusion générale

Cette thése apporte donc une contribution originale a I’avancement des connaissances dans
le domaine de la nutrition et de la santé. Les résultats de cette recherche fondamentale ouvrent
la voie a d’autres études précliniques pour établir avec plus de confiance la supériorité
potentielle des graines de chanvre par rapport a d’autres sources équivalentes d’acides gras
oméga-3 dans le traitement des troubles métaboliques et de I’inflammation systémique du
tissu adipeux qui y est associée. L’¢laboration de nouveaux aliments riches en oméga-3 et
avec une composition nutritionnelle intéressante, comme les « graines de chanvre », pourrait
contribuer & prévenir I’obésité et les troubles cardiomeétaboliques associés en modulant
I’eCBome. De plus, ces résultats sont tres utiles pour le développement prochain d’une étude

préclinique sur les effets de la SDA extraite des graines de chanvre.
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Annexes

N=F8@naleE57BI6J

/g 11

N 12 12 12 12
Diet LFLS HFHS HFHS+E HFHS+E
linseeds hempseeds
Period 8 weeks 8 weeks 8 weeks 8 weeks

Accommodation:A@nouse/Rage

Suppl. Figure 1:Experimental model
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Research Diets, Inc.
20 Jules Lane

D12450H, D12451, and Formulas

Rodent Diet With 10 or 45 Kcal% Fat

and Same With Lin Seed or Hemp Seed

Product # D12450J D12451 Formula1 Formula 2
Ingredient gm gm gm gm
Casein 200 200 182.4 1711
L-Cystine 3 3 3 3
Corn Starch 506.2 72.8 34 44
Maltodextrin 10 125 100 100 100
Sucrose 68.8 172.8 172.8 172.8
Cellulose, BW200 50 50 50 50
Soybean Oil 25 25 25 25
Lard 20 177.5 1471 147.11
Lin Seed 0 0 95.3 0
Hemp Seed 0 0 0 96.5
Mineral Mix S10026 10 10 10 10
DiCalcium Phosphate 13 13 13 13
Calcium Carbonate 55 5.5 55 5.5
Potassium Citrate, 1 H20 16.5 16.5 16.5 16.5
Vitamin Mix V10001 10 10 10 10
Choline Bitartrate 2 2 2 2
FD&C Yellow Dye #5 0.04 (] 0.05 0
FD&C Red Dye #40 0 0.05 0 0.025
FD&C Blue Dye #1 0.01 0 0 0.025
Total 1055.05| 858.15 866.65 866.56
Kcal Fat From Lin Seed 0 0 273.6 0
Kcal% of Fat from Lin Seed 0% 0% 15.0% 0%
Total Kcal% Fat From Lin 0% 0% 7% 0%
Kcal Fat From Hemp Seed [0] 0 0 273.6
Kcal% of Fat from Hemp Seed 0% 0% 0% 15.0%|
Total Kcal% Fat From Hemp 0% 0% 0% 7%
gm
Protein 203.0 203.0 203.0 203.0
Carbohydrate 710.0 355.6 355.6 355.6
Fat 45.0 202.5 202.5 202.5
am%
Protein 19% 24% 23% 23%
Carbohydrate 67% 41% 41% 41%
Fat 4% 24% 23% 23%
kcal
Protein 812 812 812 812
Carbohydrate 2840 1422 1422 1422
Fat 405 1823 1823 1823
Total 4057 4057 4057 4057
kcal%

Protein 20% 20% 20% 20%
Carbohydrate 70% 35% 35% 35%
Fat 10% 45% 45% 45%
Total 100% 100% 100% 100%

New Brunswick, NJ 08901 USA
info@researchdiets.com

Suppl. Figure 2: diets composition.
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Suppl. Figure 3: (A) Body composition at week 0; (B) body composition at week 8 corrected
by the total body weight. ** (p <0.01); *** (p <0.001)
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Suppl. Figure 4

(A) Shannon alpha-diversity index evaluates gut microbiota richness and evenness before (day0) and after the
diatery supplementations. Asterisks (if none: ns) displayed in top left corner represent Wilcoxon

p-values * p < 0.05. (B) Firmicutes to Bacteroidetes ratio is often positively associated to diet-induced obesity
and dysmetabolisms. Asterisks (if none: ns) displayed above the first box represent Wilcoxon

p-values * p < 0.05. (C) The plots detail the relative abundances of the most prevalent bacterial taxa

(at least 1%) shown for Family level.
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C.2 LFLS  HFHS  HFHStlin HFHS+Hemp

gut microbiota composition

LFLS:8-LFLS:0 HFHS:8-HFHS:0 Hemp:8-Hemp:0 Lin:8-Lin:0
Akkermansiaceae 6.6e-06 0,032 ns 0,00016
Anaeroplasmataceae 0,0056 ns ns 5.8e-05
Bifidobacteriaceae ns ns ns 0,02
Clostridiaceae_1 0,033 ns ns ns
Eggerthellaceae ns ns ns 0,039
Enterococcaceae ns ns 0,097 0,0051
Lactobacillaceae 0,00026 0,00012 ns 0,055
Peptostreptococcaceae 0,062 ns ns ns
Pseudomonadaceae 0,00084 0,0022 0,0043 1.4e-06
Staphylococcaceae ns ns 0,096 0,047
Streptococcaceae 1.8e-05 2.8e-05 0,0037 1.5e-08

(C.1) Visualisation of individual taxa. (C.2) The table list two-way ANOVA (taxa ~ Group * Time)
followed by TukeyHSD post-hoc p-values. Note that only p < 0.1 are displayed.
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Suppl. Figure 5

(A) Shannon alpha-diversity index evaluates gut microbiota richness and evenness between the differnt
diatery supplementations. Asterisks (if none: ns) displayed in top left corner represent Wilcoxon

p-values * p < 0.05. (B) Firmicutes to Bacteroidetes ratio is often positively associated to diet-induced obesity
and dysmetabolisms. Asterisks (if none: ns) displayed above the first box represent Wilcoxon

p-values * p < 0.05. (C) The plots detail the relative abundances of the most prevalent bacterial taxa

(at least 1%) shown for Family level.
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Rikenellaceae

-

Clostridiaceae_1

i gy =

CSS normalized counts
CSS normalized counts

=

LFLS HFHS ~ HFHS+Lin HFHS+Hemp LFLS HFHS ~ HFHS+Lin HFHS+Hemp

C.2
Gut microbiota composition
HFHS- Lin- Hemp- Lin- Hemp- Hemp-
LFLS LFLS LFLS HFHS HFHS  Lin
Clostridiaceae_1 ns ns ns ns ns 0,049
Rikenellaceae 0029 ns 0014 ns ns ns

(C.1) Visualisation of individual taxa. (C.2) The table list two-way ANOVA (taxa ~ Group * Time)
followed by TukeyHSD post-hoc p-values. Note that only p < 0.1 are displayed.
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Suppl. Table 1: List of the lipid mediators used as internal standard for LC/MS-MS analyses

Lipid mediators symbol Lipid mediators name

AEA d4-Anandamide

PEA d4-N-palmitoyl-ethanolamine

SEA stearoyl ethanolamide

OEA d4-N-oleoyl-ethanolamine

LEA d4-N-linoleoyl-ethanolamine

EPEA d4-N-eicosapentaenoyl-ethanolamine

DPEA.n.3 docosapentaenoyl ethanolamide

DHEA d4-N-docosahexaenoyl-ethanolamine

DPEA.n.6

1.2-AG d5-Mono-arachidonoyl-glycerol 1(3) and 2 isomens

1.2-PG Mono-palmitoyl-glycerol 1(3) and 2 isomers

1.2-0G 2-oleoyl-glycerol

1.2-LG d5-Mono-linoleoyl-glycerol 1(3) and 2 isomers

1.2-SDG stearidonoyl-glycerol

1.9-EPG f:|5-Mono-eicosapentaenoyl-glycerol 1(3) and 2
isomers

1.2-DPG (n-3) f:|5-Mono-docosapentaenoyl-glycerol 1(3) and 2
isomers

1.2-DHG docosahexaenoyl-glycerol

AA d8-Arachidonic acid

SDA stearidonic acid

LA linoleic acid

EPA d5-Eicosapentaenoic acid

DPA d5-Docosapentaenoic acid

DHA d5-Docosahexaenoic acid

13.HODE.G 13-hydroxyoctadecadienoic acid

PGD2 d4-Prostaglandin D2

PGE2 d4-Prostaglandin E2

PGF1 d4-Prostaglandin F1

PGF2 d4-Prostaglandin F2

Arachidonoyl Serotonin N-Arachidonoyl Serotonin
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Suppl. Table 2: List of the genes analyzed by gPCR array
Gene Gene name Function
symbol
Adgrfl adhesion G protein coupled receptor F1 receptor
Cacnalb calcium channel, voltage-dependent, T type, | receptor
alpha 1B subunit
Cacnalh calcium channel, voltage-dependent, T type, | receptor
alpha 1H subunit
Cnrl cannabinoid receptor 1 receptor
Cnr2 cannabinoid receptor 2 receptor
Gprll9 G protein-coupled receptor 119 receptor
Gprl8 G protein-coupled receptor 18 receptor
Gpr55 G protein-coupled receptor 55 receptor
Ppara peroxisome proliferator activated receptor | receptor
alpha
Pparg peroxisome proliferator activated receptor | receptor
gamma
Ptgfr prostaglandin F receptor receptor
Trpal transient receptor potential cation channel, | ligand-activated
subfamily A, member 1 channel
Trpm8 transient receptor potential cation channel, | ligand-activated
subfamily M, member 8 channel
Trpvl transient receptor potential cation channel, | ligand-activated
subfamily V, member 1 channel
Trpv2 transient receptor potential cation channel, | ligand-activated
subfamily V, member 2 channel
Trpva transient receptor potential cation channel, | ligand-activated
subfamily V, member 4 channel
Abhd4 abhydrolase domain containing 4 anabolic enzyme for
NAEs
Akrlb3 aldo-keto reductase family 1, member B3 | anabolic enzyme for
(aldose reductase) prostamides, catabolic
enzyme for AEA and 2-
AG
Fam213b family with sequence similarity 213, member | anabolic enzyme for
B prostamides,
catabolic enzyme for
AEA and 2-AG
Gdel glycerophosphodiester phosphodiesterase 1 anabolic enzyme for
NAEs
Gdpd1l glycerophosphodiester phosphodiesterase | anabolic enzyme for

domain containing 1

NAEs
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Glyatl3

glycine-N-acyltransferase-like 3

anabolic enzyme for N-
acyl-glycines

Hrasls5

HRAS-like suppressor family, member 5

anabolic enzyme for
NAEs

Inpp5d

inositol polyphosphate-5-phosphatase D

anabolic enzyme for
NAEs

Napepld

N-acyl phosphatidylethanolamine-specific
phospholipase D-like enzyme

anabolic enzyme for
NAEs

Pla2g10

phospholipase A2, group X

anabolic enzyme for
NAEs

Pla2g4e

phospholipase A2, group IVE

calcium-dependent N-
acyltransferase that
generates NAE
biosynthetic precursors

Pla2g5

phospholipase A2, group V

AA-releasing enzyme
possibly involved in
phospholipid
remodeling and hence
biosynthesis of eCB
precursors

Ptgs2

prostaglandin-endoperoxide synthase 2

anabolic enzyme for
prostamides, catabolic
enzyme for AEA and 2-
AG

Ptpn22

protein tyrosine phosphatase, non-receptor
type 22 (lymphoid)

anabolic enzyme for
AEA

Ptges

prostaglandin E synthase

anabolic enzyme for
prostamides, catabolic
enzyme for AEA and 2-
AG

Comt

catechol-O-methyltransferase

catabolic enzyme for N-
acyl-dopamines

Faah

fatty acid amide hydrolase

catabolic enzyme for
NAEs, primary fatty
acid amides, N-acyl-
taurines and N-acyl-
glycines

Naaa

N-acylethanolamine acid amidase

catabolic enzyme for
saturated NAEs

Pam

peptidylglycine alpha-amidating

monooxygenase

anabolic enzyme for
primary  fatty acid
amides, catabolic
enzyme for N-acyl-
glycines

Dagla

diacylglycerol lipase, alpha

anabolic enzyme for 2-
acylglycerols
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Daglb

diacylglycerol lipase, beta

anabolic enzyme for 2-
acylglycerols

Dgke diacylglycerol kinase, epsilon anabolic/catabolic
enzyme for 2-
acylglycerols

Enpp2 ectonucleotide autotaxin- a LysoPLD:

pyrophosphatase/phosphodiesterase 2 produces LPA.

Plala phospholipase A1 member A anabolic enzyme for 2-
acylglycerols

Plcbl phospholipase C, beta 1 anabolic enzyme for 2-
acylglycerols

Abhd12 abhydrolase domain containing 12 catabolic enzyme for
monocylglycerols

Abhdl16a abhydrolase domain containing 16 catabolic enzyme for
monocylglycerols

Abhd6 abhydrolase domain containing 6 catabolic enzyme for
monocylglycerols

Agk acylglycerol kinase catabolic enzyme for
monocylglycerols

Alox12 arachidonate 12-lipoxygenase catabolic enzyme for
AEA and 2-AG

Alox15 arachidonate 15-lipoxygenase catabolic enzyme for
AEA and 2-AG

Cesld carboxylesterase 1D catabolic enzyme for
monoacylglycerols

Ces2h carboxylesterase 2H catabolic enzyme for
monoacylglycerols

Mgll (Magl) | monoglyceride lipase catabolic enzyme for
monoacylglycerols

Mogatl monoacylglycerol O-acyltransferase 1 catabolic enzyme for
monoacylglycerols

Pptl palmitoyl-protein thioesterase 1 catabolic enzyme for 2-
AG

Gapdh glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase reference gene

Hprt hypoxanthine guanine phosphoribosyl | reference gene

transferase

Rps13 ribosomal protein S13 reference gene

Thp TATA box binding protein reference gene
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