
�Evaluation de l’exposition d’adipocytes humains
sous-cutan�es en culture aux acides linol�eiques
conjugu�es par une approche multi-omique

Introduction

Les CLA font l’objet d’une recherche intense depuis le d�ebut des ann�ees 1990,
notamment pour �evaluer les modalit�es de leur effet anti-ob�esit�e (Roche et al., 2001).
Si cette activit�e est bien document�ee et av�er�ee dans certains mod�eles animaux
(souris (West et al., 1998), hamsters (Navarro et al., 2009), rats g�en�etiquement
ob�eses (Kelley et Erickson, 2003), en revanche les effets sont plus t�enus et
controvers�es chez l’humain (Whigham et al., 2007). Certains pointent un risque
d’aggraver le syndrome m�etabolique chez des sujets consommant des pr�eparations
contenant l’isom�ere t10,c12 et chez qui ce syndrome pr�eexiste (Riserus et al., 2002).
Finalement, plus que son efficacit�e vis-�a-vis de la r�eduction de la masse grasse, le
point pr�epond�erant devient la question de l’absence d’effets d�el�et�eres. Nous avons
choisi d’�evaluer le retentissement biologique de la consommation de CLA contenant
l’isom�ere t10,c12 sur des adipocytes humains sous-cutan�es en culture, le tissu
adipeux �etant une cible majeure pour les CLA dans le cadre des effets anti-ob�esit�e et
d’insulino-r�esistance.

Abstract: Conjugated linoleic acids are 18 carbones fatty acids members comprising a
consecutive (conjugated) double bonds system with a various cis/trans geometry
sequence, giving rise to at least 16 different isomers. Among those, the t10,c12 isomer
has been reported to have anti-obesity properties. We evaluated the biological response
of human primary adipose tissue cultured adipocytes to that CLA isomer, alone or present
in a commercial mixture, using system biology approaches (primarily transcriptomics
and metabolomics). We found that CLA changed the biological activity of at least 45
metabolic pathways at the genomic level, which transcriptional activities was associated
to a parallelle metabolome adipocyte change (lipidome upmost) (r2value transcriptome/
metabolome of 0.89). In pairwise analysis, it appeared that 6 of these pathways at the
genomic level were tightly associated to the metabolomic response, such as apoptosis,
interleukine-6, proteasome, reticulum endoplasmic stress, transcription role of
heterochromatine, cell proliferation through EGFR dependent tyrosine kinase,
gamma-aminobutyrate receptor. This latter exhibited the most tightly relationship
with the metabolome variations in multivariated analysis. One may infer that this
pathway is the most targeted by CLA treatment. In conclusion, the implementation of a
multi-omic global approach allowed the identification of a set of biological pathways at
the genomic level associated to the metabolic balance of CLA-treated adipocytes. All of
these pathways are related to insulin-resistance, metabolic syndrome and adipogenesis.
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transcriptomics

Jean-Charles MARTIN1

Karima BENCHARIF1

Bruno BERTHET2

Nathalie BANZET1

Romain BOTT1

Catherine DEFOORT1

Marie-Christine ALESSI3

1 UMR Inra 1260/Inserm 1025/

Universit�es Aix-Marseille I & II,

Nutriments lipidiques & pr�evention

des maladies m�etaboliques,

Facult�e de m�edecine de La Timone,

27, Bvd Jean Moulin,

13385 Marseille,

France

<jean-charles.martin@univmed.fr>
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Mat�eriel et m�ethode

Notre approche a consist�e �a mesurer de la façon la plus
exhaustive possible la r�eponse aux traitements par une
analyse transcriptomique par biopuce coupl�ee �a une
analyse m�etabolomique r�ealis�ee par spectrom�etrie de masse
(figure 1). Cette strat�egie a permis de s�electionner les
r�eponses transcriptomiques qui donnaient lieu �a une r�eponse
fonctionnelle m�etabolique. Six cultures initiales d’adipocytes
ont �et�e divis�ees en 3 lots pour être incub�ees pendant 48 heures
par (50 mM chacun sous forme d’acide gras libre li�e �a
l’albumine) l’acide linol�eique, l’isom�ere t10,c12ouunm�elange
commercial deCLA enrichi �a 90 %avec l’isom�ere c9,t11 et t10,
c12. La mesure de l’expression des g�enes de ces cultures a
�et�e r�ealis�ee sur des biopuces pang�enomiques Agilent 43k. Le
profilage m�etabolique a �et�e accompli par spectrom�etrie de
masse sur extraits cellulaires polaires et non-polaires. Apr�es
extraction et ajustement informatique des signaux et curation,
les donn�ees ont �et�e trait�ees avec des m�ethodes d’analyses
multivari�ees en mode PLS principalement (figure 2). Une
premi�ere analyse a permis d’obtenir 1 359 g�enes, 80 signaux
m�etaboliques non polaires et 23 polaires qui �etaient sensibles
aux traitements (taux de classification globale pour la mesure
de la sp�ecificit�e des traitements de 94,12 %). De façon
int�eressante, les variables lipidiques �etaient dans l’ensemble
diminu�ees par les traitements aux CLA comparativement

au traitement avec l’acide linol�eique. �A ce stade, même
r�eduite l’abondance des variables biologiques affect�ees par les
traitements ne permettait pas une interpr�etation compr�ehen-
sible de l’information biologique. Pour faciliter celle-ci, nous
avons regroup�e lesg�enes s�electionn�esen63voiesbiologiques�a
l’aide du logiciel d’enrichissement Metacore (figure 3).
L’activit�e biologique de chacune d’entre elles a �et�e quantifi�ee
par la construction de nouvelles variables « voies biologiques ».
Ceci a �et�e accompli �a partir des valeurs d’expression des
g�enes constitutifs de chaque voie, « compress�es » en une
valeur unique et repr�esentative de la voie biologique
(m�ethode d’analyse multibloc avec construction de variables
repr�esentatives par PLS hi�erarchique). Pour les m�etabolites, un
proc�ed�e analoguea �et�e r�ealis�e, sauf que lem�etabolomen’�etant
pas pr�ecis�ement annot�e, nous avons construit les nouvelles
variables m�etaboliques sur la base de la proximit�e statistique
des signaux m�etaboliques d�etect�es (m�ethode de regroupe-
ment par classification hi�erarchique ascendante) (figure 3).
Sept ensemblesm�etaboliquesontainsi pu être construits et leur
intensit�e quantifi�ee. Nous avons v�erifi�e que la compression en
ensembles biologiques ne modifie pas la classification des
groupes de traitements en analyse discriminante (taux global
de classification de 88,24 %). Notre but �etait de s�electionner
les voies biologiques au niveau g�enomique qui avait la
meilleure traduction au niveau m�etabolomique, et qui avait
donc la meilleure chance d’avoir une traduction fonctionnelle.
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Figure 1. Sch�ema g�en�eral du protocole utilis�e pour l’analyse multi-omique des adipocytes en culture trait�es par diff�erentes formes de CLA.
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Nousavonscalcul�eun indiceded�eterminationR2=0,66entre la
r�eponse g�enomique et la r�eponse m�etabolomique (analyse de
r�egressionmultivari�eePLS) ; apr�es une �etape suppl�ementaire de
s�election desmeilleurs pr�edicteurs g�enomiques et desmeilleurs
pr�edits m�etabolomique (crit�eres VIP et R2Y/Q2Y de l’analyse
PLS), nous avons retenu 45 voies biologiques au niveau
g�enomique et 3 ensembles m�etaboliques qui �etaient li�es avec
un indice de d�etermination R2 = 0,90.

Ainsi, 43 voies biologiques au niveau g�enomique dont
l’activit�e �etait modifi�ee par les traitements aux CLA avaient
un lien statistique avec 3 ensembles m�etaboliques (figure 4).

Afin de mieux pr�eciser quelles �etaient les voies g�enomiques
qui paraissaient avoir le plus d’association avec la r�eponse
m�etabolomique, nous avons recherch�e �a l’aide d’une analyse
enmatrice de corr�elations quelles �etaient les voies biologiques
g�enomiques qui �etaient directement appari�ees aux ensem-
bles m�etabolomiques. Cette analyse est visualis�ee sous la
forme d’un graphe d’interaction, dans lequel nous avons
extrait un sous-graphe correspondant aux relations appari�ees
entre r�eponse g�enomique et r�eponse m�etabolomique
(figure 5). La superposition de l’activit�e globale de chaque
voie biologiques en fonction des traitements indique que
certains ensembles sont plus sensibles aum�elange commercial
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Figure 2. Graphe d’analyse discriminante en mode PLS repr�esentant la r�eponse biologique multi-omique (transcriptomique et m�etabolomique) des
adipocytes pour chacun des trois traitements : 18/2_P, traitement �a l’acide linol�eique ; 10/12_P, traitement avec l’isom�ere t10,c12_CLA ; mix_P,
traitement avec le m�elange commercial d’isom�eres de CLA.

OCL VOL. 18 N8 6 novembre-décembre 2011 367



A
Multivariate data selection from 41k genes, 2.2 k polar & 0.8 non-polar metabolites

1359 genes 80 non polar metabolites 23 polar metabolites 

63 blocks of genes (pathways) & 7 blocks of metabolites
= composite daughter variables
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Figure 3. Proc�edure de regroupement des variables biologiques individuelles en ensemble biologique plus r�eduit par une m�ethode d’analyse en
composante PLS hi�erarchique. A) proc�edure g�en�erale ; B) proc�edure de regroupement des m�etabolites et g�enes non-annot�es en fonction de leur
proximit�e statistique
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de CLA, et d’autres �a l’isom�ere t10,c12 seul (figure 5).
Un examen de la litt�erature sur les voie m�etaboliques du
sous-graphe indique que celles-ci sont toutes impliqu�ees
dans des ph�enom�enes d’insulino-r�esistance et d’intol�erance
au glucose dans les ph�enom�enes d’ob�esit�e (figure 6). La
contribution calcul�ee des facteurs g�enomiques �a la r�eponse
m�etabolomique indique que la voie du GABA-r�ecepteur est
pr�epond�erante.

Conclusion

Il apparaı̂t que l’exposition d’adipocytes humains en culture
aux CLA s’accompagne de la modification de la r�egulation
d’au moins 45 voies biologiques diff�erentes li�ees �a des
changements du m�etabolome. Parmi ces 45 voies, 6 sont
directement li�es aux modifications du m�etabolome cellulaire
(lipidome essentiellement) et concernent des effets biologi-
ques li�ees �a l’apoptose, la r�egulation de g�enes li�es �a la
lipodystrophie, la tol�erance au glucose, l’adipogen�ese et �a
l’insulino-r�esistance. Au-del�a des effets d�ej�a rapport�es des CLA
sur l’apoptose et l’inflammation dans le tissu adipeux, nous
rapportons un impact de ces acides gras sur la transmission de

neurom�ediateurs et sur l’activit�e du prot�easome. L’analyse en
r�eseau indique la façon dont l’ensemble des ph�enom�enes sont
en interaction pour produire des changements fonctionnels
(modification du m�etabolome). Peu de diff�erences sont
not�ees entre l’exposition �a l’isom�ere t10,c12-CLA ou au
m�elange commercial de cet isom�ere avec l’isom�ere c9,t11-
CLA, ce qui confirme chez l’humain tout comme chez les
mod�eles murins que l’isom�ere t10,c12-CLA est biologique-
ment actif.

Nous avons pu noter une r�egulation inverse de voies biologi-
ques potentiellement impliqu�ees dans le d�eveloppement du
diab�ete de type 2 des CLA comparativement au traitement
contrôle. Ceci confirme les pr�ecautions qu’il convient de
prendre concernant la consommation de ce produit et ses
d�eriv�es commerciaux chez l’humain.

L’approche multi-omique sans a priori que nous avons
mis en oeuvre a d�etaill�e l’ensemble des modifications qui
interviennent au niveau de l’adipocyte trait�e aux CLA, et de
s�electionner parmi les processus biologiques affect�es au
niveau g�enomique ceux qui �etaient les plus li�es �a des
modifications dum�etabolome. Contrairement aux approches
classiques qui ne consid�erent g�en�eralement les variables
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Figure 5. Effet des traitements sur l’intensit�e de la r�eponse des voies g�enomiques li�ees au m�etabolome cellulaire. Les valeurs d’intensit�e des voies
biologiques correspondent aux scores composites calcul�es par PLS hi�erarchique. Par convention, les valeurs de r�egulation par le traitement contrôle
sont toujours repr�esent�ees en valeur positive, les groupes trait�es �etant consid�er�es relativement aux valeurs contrôles .a,b,c P < 0,05. Les liens entre les
noeuds du r�eseau repr�esentent des coefficients de corr�elations de Spearmann (rho > 0,7), soit positif (trait plein), soit n�egatif (trait pointill�e).
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biologiques qu’ind�ependamment et individuellement, notre
approche consid�ere ces variables en ensembles biologiques
(« pathway ») mod�elis�es math�ematiquement et permet une
repr�esentation simple et compr�ehensible de ph�enom�enes
complexes. Cettemod�elisation est �a notre sens plus proche de
la r�ealit�e o�u les ph�enotypes sont d�etermin�es plus par des
modifications de voies biologiques en interaction que par des
�ev�enements mol�eculaires isol�es. Au-del�a de cette �etude sur
les CLA, l’approche originale de g�enomique fonctionnelle
multi-omique que nous avons d�evelopp�ee grâce �a cette
�etude ouvre des perspectives int�eressantes pour rechercher
les m�ecanismes mol�eculaires qui ont une port�ee sur les
ph�enotypiques mol�eculaires. Nous allons compl�eter nos
r�esultats par l’identification des m�etabolites correspondant
aux masses mol�eculaires d�etect�ees et qui ont �et�e affect�es par
les traitements, ce qui donnera des informations compl�emen-
taires sur la façon dont des ensembles de g�enes peuvent
retentir sur certains aspects du m�etabolisme cellulaire1.
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