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INTRODUCTION

L’accumulation excessive de substrats lipidiques dans des tissus non adipeux a de sérieux effets
néfastes sur les fonctions cellulaires (lipotoxicité) et peut contribuer au développement de I'insulino-
résistance. Plusieurs études ont montré une relation inverse entre I'accumulation tissulaire de lipides et la
sensibilité a I'insuline du métabolisme du glucose dans le foie et le muscle squelettique. Dans des études
similaires, I'accumulation tissulaire de lipides est souvent évaluée par la mesure du contenu en
triglycérides (TG). Cependant des études récentes ont clairement montré que les effets délétéres ne sont
pas dus a l'accumulation des TG mais a d’autres métabolites de lipides comme le palmitate, le
diacylglycérol et le céramide. La paroi artérielle des rats Zucker obeses est insulino-résistante. Cependant
cette résistance est limitée a la voie PI3-kinase (Jiang et al., 1999). De plus, cette voie a été également
trouvée insulino-résistante dans les cellules musculaires lisses vasculaires (VSMC) des patients diabétiques
(Hodroj et al., 2007). Les mécanismes responsables de cette résistance ne sont pas encore élucidés. Elle
pourrait étre le résultat de concentrations plasmatiques importantes de cytokines comme le TNFa, d’un
taux élevé d’angiotensine Il (Angll) ou d’une surexpression des composants du systéme rénine-
angiotensine (Hodroj et al., 2007). Cette résistance pourrait étre due également a une accumulation
excessive de substrats lipidiques. En effet, la paroi artérielle accumule des TG avec I'age (Davies et al.,,
2005). De plus, les cellules spumeuses des plagues athéromateuses accumulent non seulement du
cholestérol mais aussi des quantités significatives de TG (8 — 10 % des lipides totaux). Ces TG cellulaires
modifient I'état physique du cholestérol estérifié stocké et ceci pourrait affecter la voie par laquelle il est
hydrolysé et éliminé. Ainsi, I'accumulation des TG pourrait jouer un réle dans I'athérome. La synthése des
TG, ainsi que I'estérification du cholestérol nécessitent de longues chaines d’acyl-CoA. L’acyl-CoA provient
de la captation des lipides circulants (des acides gras non estérifiés plasmatiques (NEFA) ou des acides gras
des TG des lipoprotéines) mais également de la synthese in situ, la voie de la lipogenése de novo (DNL). La
paroi artérielle, les cellules spumeuses, les macrophages et les cellules musculaires lisses vasculaires
(VSMC) incorporent de I'acétate marqué dans les phospholipides et les TG. Les travaux de Davies et al.
(2005) ont montré que les CMLV expriment les genes de la lipogenese comme SREBP1-c (sterol regulatory
element binding protein 1-c), le facteur de transcription qui transmet les actions lipogéniques de l'insuline
et I'acide gras synthase (FAS). Ces expressions et I'accumulation intracellulaire des TG, sont augmentées
par la mise en culture des CMLV dans un milieu de différentiation adipocytaire (ADM). Par ailleurs, le
TO901317, agoniste de LXR, stimule aussi I'expression de SREBP1-c et de FAS suggérant que l'action
lipogénique de LXR décrite dans le foie, le tissu adipeux et le muscle squelettique est aussi présente dans
les CMLV. Davies et al. (2005) ont observé que FAS et SREBP1-c sont exprimés dans les lésions
athérosclérotiques chez I'homme et suggerent qu’ils influent sur la lipogenese dans les CMLV et que
I"accumulation des lipides pourrait étre impliquée dans le développement de I'athérome. Cette eventualité
doit étre prise en considération pour le développement des agonistes nucléaires dans le but du traitement
de I'athérosclérose.

L'insulino-résistance et le diabéete de type 2 sont des facteurs de risque de I'athérosclérose et sont
caractérisés par des concentrations élevées d’insuline et/ou de glucose. L’expression de la lipogenése étant
stimulée dans le foie par I'insuline et le glucose et diminuée dans le muscle squeletique des sujets insulino-
résistants et diabétiques de type 2, nous nous sommes interéssés a la lipogeneése dans la paroi artérielle
dont la stimulation pourrait étre a I'origine de I'accumulation tissulaire de lipides aggravant davantage la
résistance locale a l'insuline et pourrait contribuer a I'accélération de I'athérosclérose.

Dans le cadre de cette étude nous nous sommes proposés de :



Quantifier les TG dans la paroi artérielle chez des modéles expérimentaux d’insulino-résistance et
du diabete puis d’analyser la lipogenése par la mesure de |'expression des genes (FAS, ACC-1) et des
facteurs de transcription (ChREBP, SREBP1-c) impliqués.

Etudier la réponse de la lipogenése dans les CMLV en situation d’insulino-résistance et apres
stimulation par I'insuline et le glucose.

En plus, 'agoniste de LXR (TO901317) utilisé par Davies et al. (2005) a été identifié récemment
comme un agoniste mixte de LXR et de PXR (Mitro et al., 2007b). PXR stimule la lipogenése
hépatique et il est exprimé au niveau vasculaire. Par conséquent, nous vérifions si les effets du
TO901317 sont transmis par I'activation de LXR ou de PXR.



RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

Ces rappels bibliographiques portent d’abord sur la description biochimique des voies de la lipogenése.
Nous étudierons ensuite la régulation a court et a long terme de la lipogenéese en prenant comme modele
la régulation au niveau hépatique, qui est la mieux connue, avant d’envisager cette régulation au niveau du
tissu adipeux, puis du muscle squelettique. Nous terminerons par les données connues au niveau de la
paroi artérielle et des cellules musculaires lisses, tissu et cellules qui font I'objet de notre travail de thése.

A. Voies de la lipogenése

Les acides gras appartiennent a la classe des lipides et sont présents chez tous les étres vivants. Les
acides gras sont principalement estérifiés a des fonctions alcools présentes sur le glycérol (triglycérides,
phospholipides) ou le cholestérol (cholestérol estérifié). Des petites quantités se retrouvent sous forme
d’acides gras non estérifiés, désignés sous le terme d’acides gras libres.

Les acides gras ont au moins quatre roles physiologiques majeurs :

- roOle structural : ils entrent dans la composition des membranes biologiques

- rOle énergétique : carburant énergétique essentiel pour de nombreux types cellulaires

- précurseurs des eicosanoides : prostaglandines et leucotriénes

- roOle de médiateur : régulation de la transmission des signaux a I'intérieur des cellules
Les acides gras peuvent étre apportés par |'alimentation ou synthétisés par I'organisme par la voie de la
lipogenese

1- Structure et nomenclature des acides gras :

Les acides gras sont des acides organiques possédant une chaine hydrocarbonée. lIs se distinguent
par leur nombre de carbones et de doubles liaisons. Les acides gras trouvés dans les graisses naturelles
sont des molécules a chaine linéaire et contiennent un nombre pair d’atomes de carbone car ils sont
synthétisés a partir d’éléments a deux carbones. La numérotation de la chaine carbonée part du carbone
du groupement carboxyle (carbone n°1). L'atome adjacent au carbone carboxylique (n°2) est aussi connu
comme étant le carbone a. L'atome de carbone n°3 est le carbone B et le carbone méthylique terminal est
connu sous le nom de carbone w ou carbone n.

Numeération des carbones a

Groupe carboxylique (acide) Partir du groupe carboxyle

‘_ ..... =, .l'l
SO0 4
H.C -tCH;:,J--c:-c;—CH?—ic\ -
\ e J H,C—{CH,};—CH,—CH,—C,
e g OH

Chaine hydrocarbure (hydrogéne et carbone)
typiquement en nombre pair entre 14 et 24 C

e,
~J

Les carbones 2 et 3 ef le dernier sonf
appelés respectivement &, B et @

Fig. 1 Structure d’un acide gras.

Suivant la longueur de sa chaine carbonée, un acide gras est dit a :

- courte chaine sile nombre d’atomes de carbone est <6
- moyenne chaine si le nombre d’atomes de carbone est entre 8 et 14




- longue chaine si le nombre d'atomes de carbone est de 16 a 20
- tres longue chaine si le nombre d’atomes de carbones est > 20.

Le nom d’un acide gras est formé a partir du nom de I’"hydrocarbure a méme nombre d’atomes de
carbone suivi du suffixe —anoique pour les acides gras sans double liaison et par —énoique pour les acides
gras avec double(s) liaison (s).

Certains acides gras n’ont pas de double liaison, ils sont dits saturés. D’autres comportent une ou plusieurs
doubles liaisons, ils sont alors dits acides gras monoinsaturés (AGMI) ou acides gras polyinsaturés (AGPI)
respectivement (Fig.2).
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Ancne double liaison entre les An moins une double liaison entre les
carbones, 1'acide gras est appelé - carbones, 'acide gras est appelé :
safuré insafuré

t’_f_:'.’___'“.’s -
T T T TTYT TTTYT k‘?}:

Fig.2 Structures des acides gras saturés et des acides gras insaturés.

La position de la premiére double liaison est toujours comptabilisée a partir de I'extrémité méthyle.
Pour tout AGPI, les doubles liaisons sont toujours espacées d’un groupe méthyléne et la désaturation est
toujours réalisée en direction du groupe carboxyle. Diverses conventions sont utilisées pour indiquer le
nombre et la position de la ou des doubles liaisons.
Comparés aux végétaux, I'homme et I'animal sont incapables d’insérer des doubles liaisons en position n-6
et n-3 sur des acides gras a 18 carbones. Autrement dit, le regne animal est incapable de synthétiser les
précurseurs des séries n-6 et n-3. Ces acides gras sont alors considérés comme les acides gras essentiels et
doivent donc étre obligatoirement apportés par I'alimentation. Ces acides gras essentiels sont représentés
par I'acide linoléique (LA, C18 :2 n-6) précurseur de la série w6 et I'acide linolénique (ALA, C18 :3 n-3)
précurseur de la série w3. Toutefois, 'homme et I'animal peuvent ajouter des doubles liaisons et allonger
les chaines carbonées de ces acides gras essentiels. Ces réactions sont catalysées a partir de I'extrémité
carboxyle a I'aide de désaturases et d’élongases. A noter cependant que les réactions de désaturation et
d’élongation sont lentes et limitées et que I'activité de ces enzymes n’est pas toujours suffisante pour
fournir a I'organisme, une quantité nécessaire en AGPI a longues chaines. Il est donc souhaitable que
I'alimentation fournisse des acides gras essentiels en quantité adaptée et ainsi que leurs dérivés a longues
et trés longues chaines.
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Nombre de carbones

Nombre de double liaison

Position de la derniére double
liaison par rapport au carbone 0

A% C18:2 ou 18:2: 9.12 C18:2 n-6 ou C18:2 06

18 atomes de carbones 18 atomes de carbones

2 doubles ligisons, [I'une enfre les 2 doubles liaisons, la premiére située sur
carbones 9 et 10 et autre entre les le 6™ carbone en comptant & partir du
carbones 12 et 13. dernier carbone (carbone @ ou n)

Fig. 3 Nomenclature des acides gras.
2- Syntheése de novo des acides gras :

Le foie et le tissu adipeux sont les principaux sites de synthése des acides gras. La biosynthese des acides
gras saturés de 4 a 16 atomes de carbones se déroule dans le cytosol. Pour le reste des acides gras, la
synthése se poursuit dans le réticulum endoplasmique et le peroxysome.

Toute synthése d’acides gras nécessite de I’énergie (ATP), du pouvoir réducteur (NADPH, H" et NADH, H")
et un précurseur, l'acétyl Co-A. En préliminaire a toute synthése d’acide gras, deux étapes sont
indispensables :

1- Transfert de I'acétyl Co-A de la mitochondrie vers le cytosol

L’acétyl Co-A formé dans la mitochondrie (durant la glycolyse, la dégradation des alcools ou le métabolisme
des acides aminés) doit étre transporté vers le cytosol pour servir de précurseur a la synthese des acides
gras (fig.4). Pour cela, du pyruvate est exporté du cytosol vers la matrice mitochondriale pour étre
carboxylé en oxaloacétate par la pyruvate carboxylase. L'oxaloacétate et I'acétyl Co-A se condensent pour
former du citrate qui traverse ensuite la membrane mitochondriale interne grace a une translocase. Sous
I’action d’une citrate lyase ATP-dépendante et en présence de HSCoA, le citrate est clivé en acétyl Co-A et
en oxaloacétate lequel, sous I'action de la malate déshydrogénase et de I'enzyme malique, régénere le
pyruvate et permet la formation de NADPH,H" nécessaire a I'activité des réductases lors de la biosynthése
des acides gras.
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Fig. 4 Transfert de I'acétyl Co-A de la mitochondrie vers le cytosol.

2- Carboxylation de I’acétyl Co-A en malonyl-CoA

L'acétyl Co-A carboxylase catalyse la carboxylation de I'acétyl Co-A en malonyl Co-A (fig.5). Le groupement
prosthétique de cette enzyme est une biotine. Grace a I’hydrolyse de I’ATP, ce bras prosthétique transfere
le groupement carboxyle d’'une molécule de bicarbonate sur une molécule d’acétyl Co-A pour former du

malonyl-Co-A, une molécule donneuse de carbones au cours de la synthése des acides gras.

Cette étape est limitante pour la synthése des acides gras car I'acétyl Co-A carboxylase est soumise a divers

systemes de régulation :

- I'ACC-1 est inhibée si la concentration d’acides gras activés (acyl-CoA) augmente dans le cytoplasme
(lipogenése ralentie, apports importants en acides gras alimentaires) ;
- L'acétyl Co-A carboxylase est stimulée si la quantité de citrate, d’origine mitochondriale, augmente

dans le cytosol ;

- Les hormones controlent également I’ACC-1 par interconversion entre les formes phosphorylées ou
non. L’insuline active 'enzyme par déphosphorylation via une protéine phosphatase. Le glucagon et
I’adrénaline I'inactivent par phosphorylation via une protéine kinase (PKA); I'AMPK inactive aussi

I'ACC1.
Acétyl-CoA carboxylase
HyC-C~5-Cof 0=C-CH:-C=0
[ H
O - 5-CoA
Enzyme-biotine-CO0" Enzyme-biotine
ADP + Pi
ATP + HCOy
Enzyme-biotine

Fig. 5 Carboxylation de I'acétyl Co-A en malonyl Co-A.

Apres ces deux étapes indispensables, peut ensuite débuter la synthése des acides gras. On distinguera la
synthése des acides gras saturés de 4 a 16 carbones, la synthese des acides gras saturés de plus de 16

carbones, la synthése des AGMI et la synthese des AGPI.
» Syntheése des acides gras saturés de 4 a 16 carbones
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La synthése des acides gras est catalysée par un complexe enzymatique : I'acide gras synthase. Comme
I'illustre la figure 6, I'acide gras synthase est un homodimére dont chacune des chaines peptidiques peut
catalyser sept réactions distinctes nécessaires a la synthése des acides gras saturés de 4 a 16 carbones.

fi=hctoac vl=-ACE symhase

malonyl-CoA - ACP tmansadéylasc

acely 1-CoA-ACP tmnsacy lase 4

I';-]l_'ulu WNACY I-ACP- \l.q:l‘l_\l,lr,'lm.“
e -ACP reduckse

fi-hetomey I-ACE reduclase 1

Zb

palmitoy] thioesterase

2a, 3

Fig. 6 Représentation schématique de I'acide gras synthase et de ses sites catalytiques.

Chaque moitié de l'acide gras synthase peut lier le substrat (acétyl ou acyl) sous forme d’un
thioester au niveau de deux groupements thiol : un résidu cystéine (Cys-SH) et un groupement 4’-
phosphopantéthéine (Pan-SH). Le Pan-SH est associé a un fragment du complexe que I'on nomme ACP (acyl
carrier protein). Cette partie de I'’enzyme fonctionne comme un long bras qui fixe le substrat et le déplace
ensuite de centre actif en centre actif. Les actvités enzymatiques se répartissent en trois domaines
distincts. Le premier catalyse I'introduction du substrat (acétyl Co-A ou acyl Co-A) et du malonyl Co-A grace
aux activités [ACP]-S-acétyl et [ACP]-S-malonyl transférase. Les deux partenaires sont condensés par la 3-
céto-acyl [ACP]-synthase. Le deuxieme domaine réduit la chaine d’acide gras en cours de synthese a 'aide
de la cétoacyl-[ACP]-réductase, la 3-hydroxyacyl-[ACP] déshydratase et I'énoyl-[ACP]-réductase. Le
troisieme domaine sert finalement a libérer le produit fini, I’acyl-CoA, grace a I’actvité acyl-[ACP]-hydrolase.

La biosynthése des acides gras commence par le transfert d’'un groupement acétyl sur un résidu
Cys-SH et du transfert d’un résidu malonyl sur la Pan-SH de I’ACP. L’élongation de la chaine a lieu par
transfert d’'un groupement acétyl sur le C-2 du résidu malonyl tandis que le groupement carboxyle libre du
malonyl est clivé pour former du CO, . Cette étape de condensation est ensuite suivie de réduction,
déshydratation et a nouveau réduction. La séquence de ces quatre réactions constitue un tour. Le premier
tour permet de synthétiser un acide gras de 4 carbones. A 'issue de ce tour, la synthése peut etre achevée,
I'acide gras est alors libéré du complexe AGS par I'acyl-[ACP] hydrolase. L'élongation peut également
continuer, le produit intermédiaire est alors transféré de I’ACP sur le résidu Cys-SH par I'acyl-transférase et
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un nouveau tour commence quand le produit intermédiaire se condense a une nouvelle molécule de
malonyl.
Aprées n-1 tours, I'acyl Co-A a 2n atomes de carbones est libéré du complexe acide gras-synthase par I'acyl-
[ACP] hydrolase. Ce complexe enzymatique peut réaliser au maximum 7 tours et permet donc de
synthétiser des acides gras jusqu’a 16 atomes de carbones (=palmitate). L’équation bilan est alors la
suivante :

8 acétyl Co-A + 7 ATP + 14 (NADPH, H')— Palmitate + 8 CoA-SH + 7 ADP + 7 Pi + 14 NADP*

» Synthése des acides gras saturés au-dela de 16 atomes de carbones
Au-dela d’une longueur de chaine de 16 carbones, I'élongation des acides gras saturés s’effectue par un
complexe enzymatique localisé sur la face cytoplasmique de la membrane du réticulum endoplasmique. Ce
systéeme d’élongation des acides gras est appelé systéme d’élongase ou FACES (Fatty Acid Chain Elongase
System). Le systéme FACES réalise 4 réactions en chaine décrites sur la figure 7 :

- Condensation de l'acyl-CoA avec du malonyl CoA par l'acide gras CoA ligase. Formation du B-
kétoacyl-CoA.

- Réduction du B-kétoacyl-CoA en B-hydroxyacyl-CoA par la B-kétoacyl-CoA réductase. Réaction qui
nécessite la présence des équivalents réduits NADH ou NADPH associés respectivement aux
activités de la NADH cytochrome b5 réductase et de la NADPH cytochrome P-450 réductase. La
cytochrome b5 est une hémoprotéine chargée de transférer 2 électrons du B-kétoacyl-CoA vers la
réductase.

- Déshydratation du B-hydroxyacyl-CoA en trans-2enoyl-CoA par la trans-2-enoyl-CoA.

- Réduction du trans-2-enoyl-CoA en (acyl+2 C)-CoA par une trans-2-enoyl-CoA réductase et nécessite
la présence des équivalents réduits NADH ou NADPH.

1 I
R-L-SloA - HQLUHG-SLoA
Acvl-CioA \\ Malomyl-CoA Cad + C0

.
A Next elongation | CONDENATION :::a
= &
ra 0 C¥CiC 4 _|,
1l i
R-CH CH C-5CoA R-CCH,C-SCoA
4 Acyl-CoA = 20 ketoacyl-CoA) _,'
[ REDUCTION
ED oM |
Q OH O F
R Lo
q.'u"' _I'_;_!'lﬂu'_'l.iu'l H'L_uH _F"‘_-I_:l'_..-zl
smovl-CoA J i 3-hydroxyacyl-{CoA
— -—-"'!(
| DEMYDRATION [

Fig. 7 Elongation des acides gras.

» Synthése des AGMI
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La synthése des AGMI est réalisée grace a la A° désaturase, un systéme enzymatique localisé
principalement au niveau du foie, du cerveau, du pancréas, du tissu adipeux et des poumons (Kaestner et
al., 1989). La réaction se déroule dans le réticulum endoplasmique et consiste a synthétiser du palmitoléyl-
CoA et de I'oléyl-CoA a partir des acides gras saturés correspondants. La A’ désaturase porte alors le nom
de I'acide gras a désaturer, il y'a donc la palmitoyl-CoA désaturase et la stéaroyl-CoA désaturase.

Le systéme microsomal de la désaturase A’ réalise 4 réactions en chaine (fig. 8) :

- transfert de I'acyl-CoA sur le systeme désaturase grace a I'acyl transférase

- réduction de I'acyl en hydroxyacyl par la NADH cytochrome b5 réductase ou la NADPH cytochrome
P-450 réductase. La réaction nécessite également la présence de cyt b5 et d’'O,.

- déshydratation de I’hydroxyacyl en enoyl par une hydratase

- libération de I’énoyl sous forme d’énoyl-CoA par transfert d’'un groupement CoA-SH sur I'énoyl par
I"acyl-transférase.

Stéaroyl-CoA 0

SANANANANANAAA

18

~5-Col

acyl transférase

CoA-5H

Stéarovl-acyl rransférase
"WADH, H, O,, cytochrome b

hydroxylase

AD*, H,0,

0
q I

C~ acyl transférase

ANANNANANANA

OH

deshydratase

H.0,
8]
1{\/\/\/x:{\/\/\/\¥ﬂ
—Col-5H

acyl ransférase

Oléyl-5-CoA

Fig. 8 Synthese des acides gras monoinsaturés.

» synthése des AGPI

La synthése des AGPI est réalisée dans le réticulum endoplasmique et le peroxysome. La synthése des AGPI
débute avec les précurseurs, les acides gras essentiels LA et ALA. En effet, les désaturases A et A"
n’existent pas dans le régne animal, il nous est donc impossible de produire du LA et I’ALA qui doivent donc
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étre apportés par I'alimentation. Ces acides gras essentiels sont précurseurs respectivement des AGPI-TLC
n-6 et n-3.

Les AGPI n-6 et n-3 suivent deux voies de synthese paralléles impliquant au moins 3 systémes
enzymatiques : 'élongase, la désaturase A° et la désaturase A°. Le fonctionnement de ces enzymes est
identique a celui décrit pour la synthése des acides gras saturés et monoinsaturés. La seule différence étant
gue la désaturase A% insére une double liaison entre les carbones C-6 et C-5 et la désaturase A’ insére une
double liaison entre les carbones C-5 et C-4.

Comme l'indique la figure 9, la majorité des AGPI-TLC sont synthétisés dans le réticulum endoplasmique
apres désaturation et élongations successives. Aprés un maximum de deux désaturations et trois
élongations, on aboutit au C24:5 n-6 et au C24:6 n-3 (Klenk and Mohrhauer, 1960). Pour palier a
I'inexistence de la désaturase A* (Voss et al., 1991), le C22 :5 n-6 et du C22 :6 n-3 sont synthétisés a partir
des AGPI-TLC a 24 carbones par B-oxydation partielle peroxysomale (Osmundsen et al., 1991). Cette
rétroconversion peroxisomale est réalisée par des enzymes de la B-oxydation des AGPI-TLC : I'acyl-CoA
oxydase, I’énoyl-CoA hydratase, 3-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase et la 3-kétoacyl-CoA thiolase (Lazarow,
1978).
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Fig. 9 Synthése des acides gras polyinsaturés a tres longues chaines.
B. Régulation de la lipogenése

La lipogenese est la voie métabolique qui permet de synthétiser des acides gras a partir de substrats
non-lipidiques, essentiellement les glucides. Elle nécessite le métabolisme du glucose en pyruvate par la
voie de la glycolyse permettant ainsi de fournir les carbones nécessaires a la synthése des acides gras.
L'activité des voies de la glycolyse et de la lipogenése est étroitement controlée par les conditions
nutritionnelles. Ainsi, un repas riche en hydrates de carbones stimule la synthése des lipides alors que le
jeline ou un repas riche en lipides I'inhibe. Les enzymes impliquées dans ces voies incluent la glucokinase
(GK) et la pyruvate kinase (L-PK) pour la glycolyse (dans le foie), I'acétyl Co-A carboxylase (ACC) et la fatty
acid synthase (FAS) pour la lipogenése (dans tous les tissus). La majorité de ces enzymes est controlée a
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court terme par des mécanismes post-traductionnels et allostériques, mais la principale régulation
s'effectue a long terme au niveau transcriptionnel. Ces régulations font intervenir des métabolites,
essentiellement le glucose et les acides gras et des hormones, essentiellement I'insuline et le glucagon.

B.1 Régulation a court terme de I'acétyl CoA carboxylase

B.1.1 Régulation par phosphorylation-déphosphorylation

L’acétyl Co-A carboxylase (ACC) appartient a la famille des enzymes biotine-dépendantes ; la biotine
est liée par une liaison covalente, par une holo-carboxylase synthétase, au groupe amine de résidu lysine
de I'apo-ACC et joue un role de transporteur de carboxyle dans les deux étapes de la réaction d’ACC. La
premiere réaction partielle (I) est ATP- dépendante et se déroule au niveau du site actif biotine-carboxylase
formant le carboxyl-biotinyl-ACC. Dans la deuxieme réaction partielle, le groupe carboxyl est transféré de la
biotine a I'acétyl Co-A, générant le molonyl-CoA.

ATP+ bicarbonate+biotinyl-ACC
— ADP+Pi + carboxy-biotinyl-ACC (Réaction 1)

carboxy-biotinyl-ACC + Acétyl-CoA
— biotinyl-ACC + malonyl-CoA (Réaction 1)

L'ACC est inhibée par phosphorylation par la PKA ou par la kinase dépendante de I'AMP (AMPK) et activée
par déphosphorylation (action de l'insuline). Elle peut étre phosphorylée par 'AMPK sur 3 sites qui
correspondent dans la séquence compléte aux Ser’”®, Ser?® et Ser'?*. La Ser”® est localisée dans la région N
terminale prés du domaine de biotine carboxylase, alors que les Ser?® et Ser'?’® sont localisées dans la
région centrale de la séquence entre le domaine de la biotine carboxylase et la région C-terminale. La
phosphorylation d’ACC-1 par '’AMPK se déroule rapidement au niveau du site Ser”® corrélée avec son
inactivation (Brownsey et al., 2006). Cependant, I'ACC-1 phosphorylée, peut étre réactivée soit par une
déphosphorylation soit par une protéolyse limitée qui supprime la région N-terminale de 10-20 kDa
contenant la Ser”. Ces résultats suggerent que le site Ser’”® est responsable de I'inactivation par 'AMPK, et
que la région N-terminale est le domaine régulateur qui inhibe I'enzyme quand il est phosphorylé. La PKA
(cAMP-dependent protein kinase) phosphoryle les sites Ser’” et Ser?® entrainant une inactivation modeste
de I'enzyme. Cependant, I'inactivation par la PKA n’est pas démontrée in vivo alors que, plusieurs études
ont montré que I’ACC-1 est la cible physiologique de I’AMPK.

L’AMPK peut étre activée par le stress cellulaire comme le choc thermique; il a été montré que
ACC-1 devient inactive dans les hépatocytes isolés de rat en réponse a ces stress et que ceci est corrélé
avec un arrét de synthése d’acides gras (Steinberg et al., 2006).

L'activité de I’AMPK peut étre modulée dans les cellules intactes par des drogues antidiabétiques
comme la metformine.

Il a été bien montré que le foie exprime deux formes différentes d’ACC, ACC1 et ACC2 codées par
des genes différents. ACC2 posseéde comparativement a ACC-1, 150 acides aminés supplémentaires du coté
N-terminal (peptide d’adressage vers la mitochondrie). ACC-1 est tres exprimé notamment dans les tissus
anaboliques (foie, tissu adipeux) alors qu’ACC-2 est surtout exprimé dans le muscle squelettique et
cardiaque (tissus oxydatifs), les deux formes sont exprimées dans le foie. Les muscles squelettiques et
cardiaque expriment peu la fatty acid synthase (FAS) et ont donc une activité lipogénique réduite. Ceci
suggere, que le malonyl-CoA produit par ACC-2 doit avoir un role spécifique dans la régulation d’oxydation
des acides gras. Il a été montré que le malonyl-CoA est un régulateur clé de I'oxydation des acides gras par
sa capacité d’inhiber la carnitine palmitoyl-CoA acyltransférase (CPT1) et influencant la captation d’acides
gras au niveau de la mitochondrie (Kreuz et al., 2009).

Il est établi que I'ACC-2 est impliquée dans la régulation de I'oxydation des acides gras et non dans leur
synthese. ACC-1 est cytoplasmique alors que ACC-2 est associée a la mitochondrie et co-localisée avec
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CPT1. Les souris déficientes d’ACC-2 sont hyperphagiques et consomment 20-30% de plus de nutriments
comparativement aux hétérozygotes et ont moins de tissu adipeux. Ceci peut étre di au taux élevé
d’oxydation d’acides gras.

ACC-2 purifié du muscle de rat est phosphorylée et inactivée par I'’AMPK, cependant les sites de
phosphorylation ne sont pas étudiés en détails. Le site Ser’® d’ACC-1 (et non pas les sites Ser'*® ou Ser'**®)
est conservé dans ACC-2, le résidu serine équivalent a Ser” dans ACC-2 est Serm, ainsi les sites de
reconnaissance par ’AMPK sont conservés.

B.1.2 Régulation allostérique

Une enzyme, mitochondriale, la pyruvate carboxylase, activée par I'accumulation de I'acétyl Co-A,
intervient pour fournir I'oxaloacétate nécessaire a la formation du citrate lequel assure le transport des
radicaux acétyles de la matrice mitochondriale vers le cytosol. Le citrate, lorsqu’il s"accumule dans le
cytosol, devient un effecteur positif, permettant la structuration des oligoméres inactifs d’acétyl-CoA
carboxylase en polymeéres actifs (régulation allostérique). En revanche, le palmitoyl-CoA, a concentration
élevée dans le cytosol, devient un effecteur négatif qui dépolymérise I'acétyl-CoA carboxylase et la rend
inactive.

B.2 Régulation a long terme

La lipogenese est également contrblée a long terme au niveau de I'expression de plusieurs génes.
Cette régulation fait intervenir plusieurs facteurs de transcription dont I'expression et/ou l'activité sont
elles-mémes controélées par des facteurs nutritionnels (glucose, acides gras) et hormonaux.

B.2.1 Les facteurs de transcription Sterol Regulatory Element Binding Protein (SREBP)

Les SREBPs, sont des facteurs de transcription appartenant a la famille ; basic-helix-loop-helix-
leucine zipper (bHLH-LZ), synthétisés sous forme de précurseurs inactifs de 1150 acides aminés (aa), liés a
la membrane du réticulum endoplasmique (RE) (Hua et al., 1995). Chaque précurseur SREBP est organisé
en trois domaines : (a) un domaine NH,-terminal de 480 aa, contenant le domaine de transactivation, une
région riche en proline et sérine en plus de la région bHLH-LZ pour la liaison de I’ADN et la dimérisation ; (b)
deux segments trans-membranaires hydrophobiques interrompus par une petite boucle de 30 aa orientée
vers la lumiéere du RE ; et (c) un domaine régulateur C-terminal de 590 aa. Suite a 'activation, le précurseur
ancré au niveau du RE subit deux étapes de clivage pour libérer le domaine actif NH,-terminal, appelé la
forme nucléaire de SREBP (nSREBP). Le domaine bHLH-LZ, contient un nouveau signal de localisation
nucléaire, qui se lie directement a la protéine, 'importine, permettant le transport de nSREBPs au niveau
du noyau. Une fois transloqué dans le noyau, nSREBP permet I'expression de plusieurs genes impliqués
dans la cholestérogeneése et la lipogeneése.

SREBF-1 gene SREBF-2 gene
17p11.2 15c19e 22q13

IKDIII;I{I m g’:\

SREBP-1a SREBP-1c

SREBPs
precursors
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Fig. 10 Génes et structure de SREBPs (Eberle et al., 2004). Chaque précurseur de SREBP1-c est organisé en 3
domaines : (a) un domaine NH, terminal de = 480 aa qui contient le domaine de transactivation (TA), une région riche en sérine
et en proline et une région bHLH-LZ pour la liaison avec I'ADN et la dimérisation ; (b) deux segments transmembranaires
hydrophobiques interrompus par une séquence de = 30 aa qui projette dans la lumiére du RE ; (c) un segment COOH-terminal
de = 590 aa consituant le domaine régulateur.

Trois membres de la famille SREBP ont été décrits chez plusieurs especes de mammiféres : SREBP1-
a et 1-c sont produits par un seul géne (SREBF-1) localisé dans le chromosome 17p11.2 et SREBP-2 dérive
d’un autre gene (SREBF-2) localisé chez I'homme dans le chromosome 22q13. Les protéines SREBP-1 et
SREBP-2 montrent 47 % d’homologie. Les transcrits SREBP1-a et 1-c sont produits par transcription
alternative et different par leur premier exon (exon 1a et exon 1c). Les autres exons sont communs pour
les deux isoformes. Chez ’'homme, I'épissage alternatif dans I'extrémité 3’ a été aussi décrit (exon 18a et
19a ou lI'exon 18c et 19c). L’homologue de SREBP1-c chez le rat, a été initiallement appelé facteur de
différentiation et de détermination adipocytaire-1 (ADD-1) a cause de son role dans I'adipogenése. SREBP1-
a est un activateur transcriptionnel plus puissant que le SREBP1-c, a cause de la longueur du domaine NH,-
terminal. Cependant, SREBP1-c est I'isoforme prédominante exprimée dans plusieurs tissus de souris et
d’homme, avec un taux particulierement élevé dans le foie, le tissu adipeux blanc, le muscle squelettique,
les glandes surrénales et le cerveau. SREBP1-a est quant a lui hautement exprimé dans les lignées
cellulaires et les tissus a grande capacité de prolifération comme la rate et les intestins.

Les facteurs de transcription SREBP sont régulés a trois niveaux: (1) transcription, (2) clivage
protéolytique des précurseurs de SREBP et (3) et les modifications post-traductionnelles des nSREBP.
Cependant, il existe des différences de régulation entre les isoformes de SREBPs, alors que SREBP1-a et
SREBP-2 sont régulés au niveau du clivage protéolytique, il semble que SREBP1-c est régulé essentiellement
a I'échelle transcriptionnelle.

Contréle transcriptionnel

Le premier apergu de la régulation transcriptionnelle de SREBP1-c découle des états de jeline et
d’alimentation chez des rongeurs qui montrent que le changement de ['état nutritionnel régule
I’expression de SREBP1-c dans le foie, le tissu adipeux blanc et récemment dans le muscle squelettique.
L’expression de SREBP1-c est réprimée durant le jeline et augmente significativement quand les animaux
sont soumis a un régime riche en carbohydrates, alors que des situations pareilles n’entrainent que des
effets minimes sur I'expression des autres isoformes de SREBP. Des expérimentations sur des adipocytes et
des hépatocytes isolés montrent que le facteur de transcription SREBP1-c est induit par l'insuline. Cette
induction de la transcription de SREBP1-c entraine une augmentation paralléle aussi bien de I'expression
du précurseur lié a la membrane du RE que de la forme nucléaire du facteur de transcription. L'effet de
I'insuline sur la transcription de SREBP1-c est opposé par le glucagon via 'AMPc. L'effet de l'insuline sur
I'augmentation de I'expression des ses génes cibles comme la glucokinase (GK) et les enzymes lipogéniques
est mimé par la surexpression de la forme constitutive active de SREBP1c (nSREBP). Les effets de I'insuline
sur I'expression de SREBP1-c sont transmis par la voie PI(3)-kinase.

La transcription de SREBP1-c peut aussi étre induite par |'activation de LXRa. Ce récepteur nucléaire
est trés exprimé au niveau hépatique et activé par les oxystérols. Des études in vivo ont identifié le réle de
LXRa dans I'induction de SREBP1-c et des génes lipogéniques dans le foie. Des animaux déficients en LXRa,
ont une expression basale réduite de SREBP1-c, FAS, ACC et SCD-1. Au contraire, des animaux soumis au
régime riche en cholestérol ou associé a des agonistes synthétiques de LXR montrent une augmentation
sélective des ARNm et protéines nucléaires de SREBP1-c, et I'induction de I'expression des genes cibles
lipogéniques ainsi que l'augmentation de la synthese des acides gras. Il semble que LXRa peut agir
directement pour activer certains genes lipogéniques comme ACC-1 et FAS. Cependant, I'induction
secondaire des génes lipogéniques par LXR via SREBP1-c est physiologiqguement importante, les souris
déficientes de SREBP1-c ont une faible réponse lipogénique au traitement par les agonistes de LXR. LXRa
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induit I'expression de SREBP1-c via le complexe RXR/LXR sur le site de liaison au niveau de I"ADN du
promoteur du gene SREBP1-c. Cet élément de réponse a LXR ne transmet pas uniquement la régulation de
SREBP1-c par LXRa mais il est aussi nécessaire pour I'induction de SREBP1-c par l'insuline.

Le réle du glucose dans la régulation de SREBP1-c est controversé. La transcription de SREBP1-c est
inhibée par I’AMPK, ce qui pourrait expliquer la baisse de I'expression de FAS dans des hépatocytes activés
par I’AMPK.

La transcription de SREBP-1a et SREBP-2 est induite en cas de baisse de stérols, cependant il n’a été
vérifié qu’in vitro sur des hépatocytes pour SREBP1-a. SREBP-2 peut induire son propre transcription par
liaison avec la région SRE de son gene. Un mécanisme similaire contribue également a la régulation
transcriptionnelle du gene SEBP1-c.

Activation de SREBPs par le clivage protéolytique

Suite a la traduction de 'ARNm de SREBP, le précurseur de SREBP est retenu au niveau de la
membrane du RE, grace a une liaison serrée avec le SREBP cleavage activating protein (SCAP). Sous
certaines conditions SCAP escorte le précurseur de SREBP du RE vers I'appareil de Golgi ou deux protéases
fonctionnelles, site 1 protease (S1P) et site 2 protease (S2P), coupe le précurseur libérant nSREBP dans le
cytoplasme. En premier lieu, S1P coupe au niveau de la boucle luminale hydrophilique le précurseur de
SREBP. S2P coupe ensuite la protéine au niveau du premier fragment transmembranaire. Les protéases S1P
et S2P ne sont pas spécifiques de SREBPs et sont impliquées dans d’autres clivages de protéines
transmembranaires.
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Fig. 11 Clivage protéolytique et activation de SREBPs (Eberle et al., 2004). ER : réticulum endoplasmique, SCAP :
SREBP cleavage activating protein, S1P : site 1 protease, S2P : site 2 protease.
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Les travaux de (Brown and Goldstein, 1999), ont montré que la transformation de SREBP peut étre
controlée par le contenu cellulaire en stérol. En présence de concentrations élevées de stérols, le complexe
SREBP-SCAP est retenu au niveau des membranes du RE. Quand le contenu en stérol diminue, le complexe
SREBP-SCAP se déplace a I'appareil de Golgi, ou le clivage a lieu. Il a été montré que ce trafic dépendant des
stérols, nécessite un domaine sensible aux stérols dans la protéine SCAP. Le cholestérol se lie directement
au domaine sensible aux stérols de SCAP et module la conformation de cette derniere, suggérant que
I'interaction protéine-protéine est impliquée dans la rétention du complexe SREBP-SCAP dans le RE. De
découverte plus récente, I'insulin induced gene (Insig) est une protéine responsable comme SCAP de la
rétention de SREBP-SCAP dans le RE. Sous un taux élevé de stérols, SCAP interagit avec Insig, permettant la
rétention du complexe SREBP-SCAP dans le RE. Cependant, ce processus de sensibilité aux stérols, ne
s'applique pas sur les trois isoformes de SREBP, et d’autres facteurs, comme l'insuline semblent étre
impliqués dans le clivage. Toutes ces études sur les mécanismes de maturation de SREBP et le controle par
les stérols sont effectuées sur des lignées cellulaires qui expriment essentiellement SREBP-1a et SREBP-2.
Des études effectuées in vivo ont montré que I'absence de stérols ne régule pas le clivage de I'isoforme
SREBP1-c. In vivo, SREBP1-c est régulé par les changements du statut nutritionnel, ce dernier n’ayant pas
d’effet sur I'expression de SREBP-2. Des études récentes effectuées in vivo et in vitro par I'équipe d’Eberlé,
ont montré que le clivage de SREBP1-c est sous le controle de I'insuline, en absence de toutes variations
des concentrations en stérols. lls ont montré que I'insuline seule est capable de moduler rapidement les
concentrations de nSREBPs dans le noyau, indépendamment de tout effet sur la transcription de SREBP1-c.
Cependant, le mécanisme par lequel I'insuline agit sur le clivage de SREBP1-c n’est pas encore connu. Des
observations récentes suggérent que les protéines Insig pourraient étre responsables des effets
différentiels de I'insuline vs les stérols sur le clivage des isoformes SREBP1-c et SREBP-2.

La famille des Insig est composée de trois membres : Insig-2a et 2b produits par un méme géne et

Insig-1 par un autre géne. Les transcrits de Insig-2a et 2b différent par leur 1°" exon non codé, cependant,
ils produisent la méme protéine Insig-2. La différence majeure entre Insig-2a et 2b est leur distribution
tissulaire ; les transcrits de Insig-2a sont exprimés surtout dans le foie, alors que les transcrits Insig-2b sont
ubiquitaires.
L'insuline, diminue I'expression des ARNm de I'Insig-2a dans le foie, alors qu’elle induit I'expression des
ARNm de Insig-1, suggérant que la baisse de la protéine Insig-2a entraine spécifiquement le clivage de
SREBP1-c. Les protéines Insig semblent retenir différentiellement le complexe SREBP-SCAP dans le RE,
comme conséquence de leur affinité différente pour SCAP. Comme exemple, la surexpression de la
protéine Insig-2 dans les lignées cellulaires CHO retient le complexe SREBP-SCAP uniquement en présence
de stérols, contrairement a ce qui est observé pour la surexpression de la protéine Insig-1.

Le clivage de SREBP1-c pourrait étre secondaire a une autre voie de signalisation. Plusieurs études
ont évoqué l'activation de la voie du stress du RE. Le RE est un carrefour important ou les protéines
subissent un contrble de qualité tres strict et, seules les protéines ayant passé avec succes ce contrble
seront acheminées vers I'appareil de Golgi pour étre sécrétées ou orientées vers d’autres compartiments.
Les protéines identifiées comme incorrectes sont dégradées par un processus appelé ERAD (ER-associated-
degradation). Cela nécessite I'export de ces protéines vers le cytoplasme de la cellule ou elles sont
dégradées par la voie du protéasome. Toutes les situations conduisant a une altération de la fonction du
RE, comme par exemple I'laccumulation de protéines mal repliées ou des modifications de ’"homeostasie
calcique, entrainent le déclenchement d’une réponse physiologique appelée réponse UPR (unfolded
protein response) ou encore stress du RE. La réponse UPR a pour but : (1) de ralentir la synthése protéique
globale pour empécher I'arrivée d’autres protéines dans la lumiére du RE ; (2) de synthétiser de nouvelles
protéines chaperons ou des « foldases » pour stimuler les processus de repliement ; (3) d’entrainer vers la
dégradation les protéines mal repliées; (4) de déclencher I'apoptose de la cellule quand les processus
précédents ont échoué.
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Chez les mammiféres, la réponse UPR entraine |'activation de deux voies : une voie traductionnelle
et une voie transcriptionelle. Elle peut également déclencher, dans certains cas, I'activation d’une voie
apoptotique. Elle implique I'activation de trois protéines transmembranaires du RE : PERK (PKR-like ER-
associated protein kinase), ATF6 (activating transcription factor-6) et IRE1 (inositol-requiring enzyme-1).
L’activation de ces trois protéines nécessite leur dissociation de la protéine chaperon BiP/GRP78 qui les
maintient dans un état inactif dans les membranes du RE. L’arrivée accrue de protéines dans la lumiére du
RE entraine la dissociation de BiP/GRP78 qui va s’associer aux protéines en cours de repliement permettant
ainsi I'activation de la voie UPR (figure 12).
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des foldases ou des enzymes de dégradation

Fig. 12 Les différentes composantes de la réponse UPR (Foufelle and Ferre, 2007). A I'état non induit, les
protéines transmembranaires de la réponse UPR (PERK, ATF6, IRE-1) sont maintenues inactives dans le RE grace a leur
interaction avec la protéine chaperon BiP/GRP78. L’accumulation de protéines mal conformées dans la lumiére du RE entraine
une dissociation de BiP/GRP78 et I'activation des trois protéines de la réponse UPR. PERK s’oligomérise ce qui entraine une
stimulation de son activité kinase. Elle phosphoryle alors la sous-unité a du facteur d’initiation de la traduction eiF2 entrainant
une inhibition de la traduction. ATF6 migre du RE vers le Golgi ou il subit un double clivage protéolytique par les protéases S1P et
S2P. Le domaine amino-terminal d’ATF6 migre vers le noyau pour se fixer sur des séquences ERSE (ER stress response element).
La protéine IRE-1 posséde, une activité sérine/thréonine kinase et endoribonucléase dans son domaine cytoplasmique. Son
activation lors de la dissociation de Bip/GRP78 entraine une oligomérisation et une induction de I'activité kinase d’IRE-1. La
protéine IRE-1 activée provoque I'épissage et la traduction de ’ARNm du facteur XBP-1. XBP-1 se lie sur des séquences ERSE des
promoteurs cibles de la réponse UPR.

La lipogenese dépendante de I'insuline est tres active dans le foie chez les souris obéses ob/ob, qui sont
caractérisées par une insulino-résistance hépatique sévere marquée par une surproduction de glucose et
une hyperglycémie. Cependant I'accumulation de SREBP1-c au niveau nucléaire est observée dans le foie
de ces animaux. L'incapacité de l'insuline pour inhiber la néoglucogenése alors que la lipogenese est
activée pourrait refléter une sensibilité différente de ces deux voies a l'insuline. Il a été suggéré que la
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baisse du contenu de I'IRS-2 suite a I'hyperinsulinémie pourrait expliquer la répression des genes de la
néoglucogenése liée a la résistance a l'insuline et que cette hormone pourrait aussi activer la lipogenése
par I'IRS-1 ou par une autre voie. Cependant, la phosphorylation des tyrosines de I'IRS diminue dans le foie
des souris ob/ob aussi bien pour IRS-1 que pour IRS-2. Ainsi, I’activation de SREBP1-c dans le foie de souris
ob/ob ne pourrait pas étre expliquée par une stimulation de la voie de signalisation insulinique. La baisse
de la phosphorylation des tyrosines de I'IRS-1 et I'IRS-2 par I'insuline est la conséquence de |’activation de
JNK1, un processus qui peut étre attribué au stress du RE. INK1 phosphoryle les protéines de I'IRS sur des
résidus sérines, diminuant ainsi la phosphorylation des tyrosines du récepteur d’insuline. Dans le foie
d’animaux présentant une stéatose, la PKCe est également associée a JNK-1 pour expliquer
I'insulinorésistance hépatique. Des études récentes ont montré la présence d’une réponse UPR dans le foie
et le tissu adipeux de rongeurs insulino-résistants, qui une fois contrecarrées, la sensibilité a I'insuline est
améliorée. Dans le foie des animaux insulinorésistants, le stress du RE entrainant le clivage de SREBP1-c
pourrait étre I'explication pour la synthése des lipides.

Etant donné que la synthése des triglycérides a lieu initialement dans le RE et implique la formation
de novo de membranes, ceci pourrait étre considéré comme une situation de stress pour cet organite. En
effet, 'augmentation de la synthése des triglycérides dans les cellules hépatiques augmente le stress du RE.
L’activation de I'UPR affecte alors rapidement I'activité fonctionnelle ou la quantité des protéines clés
(Insig-1 ou GRP78) dans le complexe de SREBP, entrainant la libération de SREBP-SCAP et le clivage
proétolytique dans I'appareil de Golgi des formes matures de ces facteurs de transcription
indépendamment de I'insuline et du statut du cholestérol. Le facteur de transcription SREBP dans le foie, et
probablement dans d’autres tissus, pourrait étre considéré comme une branche de la réponse UPR,
entrainant la synthese des lipides. Cependant, |'activation de ces facteurs par I'augmentation de la
lipogenese et la synthese du cholestérol est a I'origine d’un déséquilibre initial entrainant un cercle vicieux.
De plus, le stress du RE pourrait contribuer a I'insulinorésistance hépatique par I'activation du processus de
phosphorylation des sérines de I'IRS et la baisse de I'expression de I'IRS-2.
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Fig.13
Modele illustrant le stress du RE lié a un taux élevé de synthese de TG dans le foie qui pourrait induire le
clivage de SREBP1-c et I'insulino-résistance (Kammoun et al., 2009).
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Récemment des équipes de recherches ont étudié dans les macrophages le lien entre le stress du RE
et I'athérogenése in vivo, ainsi que les mécanismes intégrants les signaux lipidiques a la fonction du RE, et
en amont la voie apoptotique et sa contribution a la pathogenese de I'athérosclérose. Les travaux de
(Erbay et al., 2009) ont montré que la protéine aP2 est une molécule chaperonne et un intermédiaire
obligatoire entre les lipides toxiques et le stress du RE dans les macrophages in vitro et in vivo. Le stress du
RE peut étre diminué par l'utilisation des produits chimiques qui inhibent la protéine aP2 entrainant une
protection marquée contre le stress du RE, la mort cellulaire et I'athérosclérose. Une résistance au stress
du RE peut étre atteinte en bloquant I’action de I'aP2, un mécanisme qui dépend de I'activité de SCD-1.
L'aP2 empéche I'enrichissement des macrophages par des acides gras désaturés comme le C16 :1n7-
palmitoleate qui diminuent le stress du RE induit par les lipides. Cette étude a montré que l'activation de
LXRa chez des macrophages déficientes de la protéine aP2 (chaapZa'/') stimule la transcription de FAS et
SCD-1 et la résistance au stress lipotoxique du RE. L’Ap2 inhibe I'expression de LXRa et |la réponse du stress
du RE. Cette étude montre que la synthése de novo d’acides gras et la désaturation peuvent étre trés
bénéfiques si ce n’est pas essentiel pour la défense de la fonction du RE quand les macrophages sont
exposés a des lipides toxiques. L’activation de LXR a des effets déléteres dans I’organisme particulierement
dans le foie. Au contraire, une augmentation sélective de I'activité de LXR et SCD-1 dans les macrophages
et les adipocytes et une diminution dans le foie peut constituer une bonne stratégie et un rendement
avantageux sur le métabolisme incluant la protection contre le diabéte et I'athérosclérose.
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Fig. 14 Modele de lipotoxicité cellulaire via le stress du RE au cours du développement de I'athérosclérose

(Liu and Ntambi, 2009). Dans les macrophages chargés de lipides infiltrés dans la paroi artérielle, 'ap2 (adipocyte fatty acid-
binding protein) liée aux lipides saturés entraine le stress du réticulum endoplasmique (RE) favorisant le développement de
I’athérosclérose. L’inhibition pharmacologique (molécules chaperonnes ou autres agents) ou génétique de I'ap2 augmente
I’expression de LXRa, qui stimule I'expression d’une protéine lipogénique, Stearoyl CoA desaturase 1 (SCD-1). L'augmentation de
I'activité de SCD-1 est responsable de la conversion des lipides saturés toxiques en lipides monoinsaturés, ainsi le stress induit
par les lipides est réduit et I'athérosclérose prévenue.

Modifications post-traductionnelles des SREBPs

24



Dans le noyau, l'activité transcriptionnelle de SREBP mature (nSREBP) est régulée par des
modifications covalentes ou par des interactions avec d’autres protéines. La premiere preuve montrant
que les SREBPs sont modifiés a I'échelle post-traductionnelle découle des travaux de (Kim et al., 2001), qui
ont montré que linsuline augmente l'activité transcriptionnelle de nSREBP1-c surexprimé dans les
adipocytes 3T3-L1. D’autres études (essentiellement réalisées sur des lignées cellulaires) ont montré aussi
que l'insuline stimule I'activité transcriptionnelle de nSREBP-2 et nSREBP1-a via la voie MAPK. Le résidu
serine 117 est identifié comme le site de phosphorylation majeur de la MAPK dans SREBP1-a. Ser-432 et
Ser-455 sont décrits comme des sites de phosphorylation des MAPK in vitro et in vivo dans SREBP-2. Ces
phosphorylations ne modifient pas la liaison a I’ADN mais affectent la capacité de transactivation de SREBP-
2. Le rOle des MAPK dans les modifications de I'activité transcriptionnelle de SREBP1-c reste controversé.
La Ser-117, cible de MAPK dans SREBP-1a est aussi présente dans lI'isoforme SREBP1-c. L'utilisation des
inhibiteurs de la voie MAPK dans les hépatocytes en culture n’inhibe pas I'effet de I'insuline sur les génes
cibles de SREBP1-c, suggérant que SREBP1-c n’est pas phosphorylée par la MAPK dans les hépatocytes.
L'équipe d’Eberlé ont montré que la PKB est capable de phosphoryler le nNSREBP1-c purifié in vitro. Des
expérimentations de co-transfection sur des hépatocytes en culture montrent que la phosphorylation par
I'insuline et la PKB stimulent I'activité transcriptionnelle du SREBP1-c nucléaire (Azzout-Marniche, Ferré,
Foufelle, résultats non publiés). Il a été montré que dans le noyau, les nSREBPs sont modifiés par
ubiquitination et rapidement dégradés par des protéasomes 26 S. En présence d’inhibiteurs de
protéasomes ALLN et lactacystin, nSREBPs sont stabilisés et I'expression de leurs genes cibles est affectée.
Il a été montré que les facteurs de transcription SREBP sont ubiquitinés et dégradés par un mécanisme
impliquant des protéasomes, terminant le signal transcriptionnel. Ces effets nécessitent aussi bien une
transactivation fonctionnelle ainsi qu’un domaine de liaison a I’ADN dans les SREBPs. SREBP-1 et SREBP-2
sont aussi modifiés par le small ubiquitin-related modifier (SUMO)-1. SREBP1-a et SREBP-2 contiennent
deux et un site de sumoylation respectivement. La sumoylation des SREBPs n’affecte pas |'ubiquitination et
la stabilité des protéines mais réprime leur activité transcriptionnelle. Comparé avec les autres SREBPs,
SREBP1-c est relativement un faible activateur transcriptionnel. Ceci peut étre expliqué par une proportion
réduite d’aa acides dans le région N-terminale comparativement avec SREBP-1a. SREBP-1a et SREBP-2 sont
associés via le domaine NH,-terminal avec plusieurs co-activateurs comme p300, CBP et ARC/DRIP, mais
aucune interaction entre SREBP1-c et des coactivateurs n’a été démontrée. Des études récentes ont essayé
d’identifier des protéines qui peuvent interagir spécifiquement avec SREBP1-c modifiant son activité
transcriptionnelle. Lee et al., 2003 ont montré que SREBP1-c interagit avec Twist2, protéine exprimée dans
le foie et le tissu adipeux. La surexpression de Twist2 réprime |'activité transcriptionnelle de
I’ADD1/SREBP1-c par I'inhibition de ses liaisons avec les promoteurs cibles.
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Fig. 15 Mécanisme de la stimulation de I'activité transcriptionnelle de SREBP1-c par l'insuline dans les

hépatocytes en culture (Eberle et al., 2004). (1) Aprés liaison de I'insuline au niveau de son récepteur (IR), elle active la
transcription de SREBP1-c via la voie PI(3)-kinase. PKB et PKCA sont des effecteurs de PI(3)-kinase. La transcription de SREBP1-c
induite par I'insuline implique la présence des deux sites de liaison a LXR présents dans le promoteur de SREBP1-c. (2) L'insuline
active également le clivage protéolytique de SREBP1-c ou (3) modifie par phosphorylation I'activité transcriptionnelle de la forme
mature de SREBP1-c. (4) L'insuline entraine la synthése des protéines non encore identifiées qui modifient I’actvité de SREBP1-c.

Les génes cibles de SREBP1-c au niveau hépatique

La glucokinase

Les glucokinases hépatique et B-pancréatique jouent un role dans le métabolisme du glucose et la
sécrétion de l'insuline par les cellules B-pancréatiques. Avec I'utilisation des formes dominantes positive et
négative de SREBP1-c clonées dans des vecteurs adénoviraux, il a été montré sur les hépatocytes en culture
que l'activité transcriptionnelle de SREBP1-c est nécessaire pour I'action de I'insuline sur I'expression du
géne de la GK: une surexpression de la forme positive dominante de SREBP1-c mime les actions de
I'insuline sur ce gene. Chez des souris diabétiques traitées avec la streptozotocine, la surexpression de
SREBP1-c par un adénovirus dans le foie, augmente I'expression et I'activité du gene de la GK, ainsi que
I"augmentation du contenu en glycogene hépatique, mimant I’effet d’'une injection d’insuline. Quand le foie
de ces souris n’exprime aucune forme nucléaire de SREBP (des souris SCAP ou S1P déficientes) la réponse
du gene de la GK a l'alimentation est réprimée. SREBP1-c est essentiel pour |'expression de la GK, et il est
un médiateur de I’action de I'insuline.

Les génes lipogéniques
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L'implication de SREBP1-c dans les actions de l'insuline sur les génes qui nécessitent pour leur
expression aussi bien I'insuline que des concentrations élevées de glucose (L-PK, FAS, et ACC-1) a été bien
démontrée. Les geénes lipogéniques agissent avec d’autres facteurs de transcription, comme ChREBP.
L'importance de SREBP1-c pour I'expression des genes lipogéniques a été également étudiée in vivo en
montrant que leur induction par un régime riche en carbohydrates est supprimée chez des souris
déficientes de SREBP-1. Chez des souris diabétiques traitées avec la streptozotocine, la surexpression de
SREBP1-c par un adenovirus dans le foie augmente lI'expression des enzymes de la lipogenése, avec
augmentation du contenu hépatique en TG et une baisse significative de I'hyperglycémie de ces souris
diabétiques simulant parfaitement I'effet d’'une injection d’insuline.

Génes cibles de SREBP1-c dans les tissus non hépatiques

Le tissu adipeux est le premier tissu dans lequel un effet de I'insuline sur I'activité transcriptionnelle
de SREBP1-c a été décrit et dans lequel aussi le promoteur de FAS a été identifié comme cible de SREBP1-c.
L’action de l'insuline sur I'expression de SREBP1-c dans les adipocytes chez ’lhomme a été aussi démontrée.
D’autres génes comme le récepteur des LDL et SCD-1 ont été aussi caractérisés comme des genes cibles de
SREBP1-c et de linsuline ainsi que le facteur de transcription CCAAT/enhancer-binding protein B et
I’hexokinase II. SREBP1-c est aussi impliqué dans la différenciation adipocytaire. Dans le muscle,
I’expression de SREBP1-c et son abondance nucléaire sont stimulés par I'insuline et les génes cibles sont
impliqués dans la voie de la lipogeneése comme I'hexokinase Il. L’hexokinase joue un role majeur dans
I'utilisation du glucose par linsuline. Dans les cellules B pancréatiques ou les lignées de cellules B
pancréatiques des études de surexpression, ont montré que SREBP1-c contr6le comme dans le foie
I’expression des genes lipogéniques. Actuellement on ne sait pas si le controle de SREBP1-c par l'insuline
dans ces cellules est similaire a celui observé dans le foie.

B.2.2 Le facteur de transcription Carbohydrate response element binding protein (ChREBP)

IL transmet essentiellement les effets stimulateurs du glucose sur I'expression de genes
lipogéniques. Sa distribution tissulaire a été établie. ARNm de ChREBP a été détecté pour la 1" fois dans
le foie de souris au stade embryonnaire (Cairo et al., 2001), et chez I'adulte, I'ordre de classement de
I’expression dans les différents tissus est le foie >> le tissu adipeux > l'intestin > le rein = le muscle. ARNm
de ChREBP a été aussi détecté dans différentes régions du cerveau et dans les il6ts du pancréas.

ChREBP est un facteur de transcription de 100 kDa qui consiste en 850 acides aminés. Cette
protéine est trés conservée chez les especes, 82% de la séquence d’acides aminés est conservée chez
I’'homme, le rat et la souris. ChREBP contient plusieurs domaines fonctionnels incluant : nuclear export and
import signals (NES), domaine de liaison a 'ADN avec le motif basic helix-loop-helix/Zipper (bHLH/ZIP) et
des régions riches en proline impliquées dans les interactions protéine-protéine. ChREBP interagit avec
Max-like protein X (MlIx) (Cairo et al., 2001 ; Stoeckman et al., 2004) pour former un hétérodimere qui se lie
avec le promoteur du géne L-PK. Cette séquence de L-PK consiste en deux E-boxes (C[C/A]CG[G/T]G)
séparées par cing nucléotides, et la liaison ChREBP/MIx dépend des séquences et des espaces entre ces
motifs. MIx est un composant essentiel du complexe ChREBP/MIx par ses capacités a améliorer la liaison
avec I’ADN, mais il est relativement abondant, stable et il est peu probable qu’il soit régulé par
I'alimentation ou les hormones. ChREBP a une demi-vie de 30 min. Il subit des modifications allostériques
et des régulations par I'alimentation.
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Fig. 16 Représentation schématique et caractérisation de ChREBP (Uyeda et al., 2006). A) Représentation
schématique des différents domaines fonctionnels de ChREBP : le signal d’export nucléaire (NES); le signal de localisation
nucléaire (NLS) ; basic helix-loop-helix/Zipper DNA binding domain (bHLH/ZIP) et le domaine riche en proline impliqué dans les
interractions protéine-protéine. Ce schéma montre également les résidus d’acides aminés phosphorylés par la PKA (Serigs, Sergze
et Thrggs) et par AMPK (Sersgg) qui régulent la localisation cellulaire et la capacité de liaison a 'ADN. Un domaine sensible au
glucose a été identifié et un élément de réponse au glucose C terminal. B) Caractérisation des ChREBPs. La distribution de I’ARN
est déterminée par Northern et I'hybridation in situ révélant les sites majeurs de I'expression de ChREBP.
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Fig. 17 Schéma de la structure de ChREBP et la protéine MIx (Postic et al., 2007).

a. Régulation de ChREBP par translocation et phosphorylation-déphosphorylation
Plusieurs enzymes glycolytiques et lipogéniques sont induits par un régime riche en carbohydrates
et inhibés par le jeline. Durant le je(ine, la glycolyse hépatique et la lipogenése de novo sont inhibés. Au
contraire, la gluconéogenése, la B-oxydation des acyls CoA et la cétogenése sont augmentés. Ce
changement de I'anabolisme vers le catabolisme est régulé par les hormones du stress et 'accumulation de
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I’AMP. Durant le jeline, les concentrations plasmatiques du glucagon et de I'épinephrine sont augmentées.
Ces derniers augmentent les concentrations intracellulaires d’AMPc et activent la cAMP-activated protein
kinase (PKA). La PKA phosphoryle ChREBP et I'inactive. La phosphorylation de ChREBP au niveau du résidu
sérine 196 (Ser-196) inactive I'importation nucléaire et la phosphorylation du résidu thréonine 666 (Thr-
666) empéchant la liaison du ChREBP a I’ADN. L’accumulation intracellulaire d’AMP inhibe I'activité de
ChREBP en activant ’AMP-activated protein kinase (AMPK) et phosphorylant ChREBP. Au contraire, le
glucose stimule I'activité de ChREBP. Le glucose est converti en xylulose-5-phosphate (Xu-5-P) dans la voie
des hexoses et le Xu-5-P active la protéine phosphatase 2A delta (PP2Adelta) et déphosphoryle la protéine
ChREBP. Donc par un mécanisme de phosphorylation/déphosphorylation, ChREBP régule I'expression des
génes codant pour les enzymes de la glycolyse et la lipogenése (L-PK, FAS, ACC, S14...). Cependant certains
groupes, ont signalé des remarques concernant le mécanisme de phosphorylation/déphosphorylation.
Malgré I'absence de la phosphorylation des sites par la PKA, les mutants S196A/T666A de ChREBP conserve
la réponse au glucose et I'inhibition AMPc-dépendante de la transactivité du promoteur d’ACC. Néanmoins,
la protéine ChREBP contient un détecteur de glucose (glucose-sensing) qui

transmet la réponse au glucose. Il est clair que la PKA et 'AMPK inhibent la transactivité de ChREBP et PP2A
I'active. Cependant le mécanisme par lequel le glucose stimule la transactivité de ChREBP n’est pas clair.
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Fig. 18 Activation transcriptionnelle des genes glycolytiques et lipogéniques par ChREBP et SREBP1-c dans

le foie. (Postic et al., 2007). ChoRE, carbohydrate-responsive element ; ChREBP, carbohydrate-responsive element-binding
protein ; GK, glucokinase ; G6P, glucose 6-phosphate ; Mlx, Max-like protein X; PP2A, protein phosphatase 2A; SRE, sterol
regulatory element-binding protein-1c; X5P, xylulose 5-phosphate.
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Fig. 19 Le r6le central de ChREBP dans la régulation de la glycolyse et la lipogenése dans I’hépatocyte

(Uyeda and Repa, 2006). Le catabolisme du glucose génére le pyruvate, qui est peut étre orienté vers la synthése des acides
gras. Les protéines sont indiquées en majuscule italique, les métabolites intermédiaires en miniscules. La régulation allostérique
des étapes précoces de la glycolyse sont indiqués en bleu : xylulose-5-phosphate (Xu-5-P) et fructose-2-6-biphosphate (Fru-2,6-
P,) régulent positivement les enzymes clés ; protéine phosphatase 2A (PP2A), et la partie kinase de I'’enzyme bifonctionnelle
PF2K-Pase et la phosphofructokinase (PFK). La régulation transcriptionnelle de I'étape terminale de la glycolyse (via la pyruvate
kinase hépatique ; L-PK) et les enzymes clés de la lipogenése sont controlées par ChREBP (représentés en rouge). La production
concomitante de NADPH par les hexoses monophosphate dévie la voie (HMP shunt) vers la production de Xu-5-P et le recyclage

30



du pyruvate a partir du citrate libéré de I'oxaloacétate (OAA) par I'enzyme malique (ME) donnant des équivalents réduits
nécessaires a la synthese des acides gras.

b. Régulation transcriptionnelle de ChREBP

Au niveau transcriptionnel ChREBP est aussi régulé dans plusieurs conditions. La concentration des
ARNm de ChREBP dans le foie a I’état nourri est la méme ou trois fois plus élevé que durant le je(ine. Repa
et al. (2007) ont montré que LXR régule directement I'expression du gene de ChREBP a I'échelle
transcriptionnelle, cependant ces résultats n’ont pas été confirmés. Le promoteur du gene ChREBP contient
un élément de réponse a LXR de 2.4 kbp et les agonistes de LXR augmentent au niveau hépatique les mRNA
de ChREBP chez les souris contréles mais pas chez les souris déficientes de LXRa. Cependant, malgré
I"hyperinsulinémie et I’hyperglycémie observés chez les souris ob/ob, la concentration des messagers de
ChREBP dans le foie des souris ob/ob n’est que deux fois plus élevé que dans le foie des souris contréles.
Ces résultats suggerent que [l'activité de ChREBP est régulée essentiellement a [I'échelle post-
transcriptionnelle plutdt qu’au niveau transcriptionnel.

c. Rble de ChREBP dans les autres tissus

ChREBP est exprimé ubiquitairement, mais plus particulierement dans les organes lipogéniques,

comme le foie, l'intestin et le tissu adipeux blanc. ChREBP est également exprimé dans les iléts de
Langérhans o, le glucose puisqu’il est un signal cellulaire trés important stimule la sécrétion de I'insuline.
Les études par puces a ADN ont identifié des génes qui répondent au glucose dans les ilots communs avec
ceux du foie. Dans les cellules produisant de I'insuline INS-1, la surexpression de ChREBP augmente les
ARNm de LPK, FAS, et ACC-1, mais la réponse de l'insuline au glucose dans ces cellules est la méme que
dans les cellules contréles. Dans les ilots de souris déficientes en ChREBP-/- la stimulation de la sécrétion
de l'insuline par le glucose est la méme que chez les souris contréles. ChREBP régule également les génes
de la lipogenese dans les ilots, uniquement une surexpression de ChREBP empéche I"'accumulation de
vésicules lipidigques, a l'opposé d’une surexpression de SREBP1-c. Ces données suggérent que le signal
insulinique en plus de I'activation de ChREBP sont importants pour I'induction de la lipogeneése.
ChREBP est également abondamment exprimé dans le tissu adipeux. Durant l'adipogenése des
préadipocytes 3T3-L1, ChREBP est fortement induite et 'expression de ces genes cibles est modulée par
plusieurs facteurs comme le glucose, les acides gras libres, I'insuline et les agents antidiabétiques comme
les troglitazones. Cependant, I'expression de 'ARNm de ChREBP in vivo dans le tissu adipeux répond
faiblement au changement du statut nutrionnel. ChREBP est induit dans le stade final de I'adipogenese et
participe peu a ce processus, ainsi son role dans le tissu adipeux reste mal connu.

B.2.3 Liver X receptor

Les récepteurs nucléaires LXRs (Liver X receptors) sont des facteurs de transcription activés par des
ligands appartenant a la superfamille des récepteurs nucléaires. Ils ont été identifiés la premiere fois en
1994 par I'analyse du foie de rat (Apfel et al., 1994; Song et al., 1994). LXRs ont été initialement classés
comme des récepteurs nucléaires orphelins car leurs ligands n’étaient pas encore identifiés. Ces récepteurs
ont été « adoptés » suite a l'identification de plusieurs ligands physiologiques. La sous-famille de LXR
consiste en deux isoformes, LXRa (NR1H3) et LXRB (NR1H2) qui possedent 78% de similarité dans leurs
séquences d’acides aminés correspondantes aux domaines de liaison a ’ADN et au ligand. L'expression de
LXRa est restreinte a la rate, le foie, le tissu adipeux, I'intestin les reins et les poumons, alors que LXRPB est
exprimé dans tous les tissus examinés. Ces deux isoformes forment obligatoirement un hétérodimere avec
le retinoid X receptor (RXR) et régulent I'expression des genes par la liaison a I'élément de réponse a LXR
(LXREs) dans les régions promotrices des génes cibles. (Fig. 20). LXRE est constitué de deux séquences
d’hexanucléotides (AGGTCA) séparées par 4 bases (DR-4 element). Le couple LXR/RXR est nommé
I’hétérodimére permissif, qui est activé par des ligands pour chaque partenaire d’une maniere
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indépendante. En absence de ligands, LXR recrute des complexes de corépresseurs qui sont échangés avec
des coactivateurs aprés activation du récepteur.

corepressors

\ coactivators

ligand
LXR | RXR
) transcription
LXRE |5 /%y .,
il J | {"
AGGTCA xxxx AGGTCA

Fig. 20 Schéma du mécanisme de la régulation transcriptionnelle transmise par LXR (Baranowski, 2008).
RXR : retinoid X receptor ; LXRE : LXR response element.

Il est admis que les agonistes endogenes de LXR sont des dérivés oxydés du cholestérol ou
oxystérols. Les activateurs potentiels de ce groupe sont le 22(R)-hydroxycholestérol et le 20(S)-
hydroxycholestérol (intermédiaires dans la synthese des hormones stéroides), le 24(S)-hydroxycholestérol
(produit par le cerveau, I'oxystérol majeur du plasma humain) et le 24(S),25-epoxycholestérol (abondant
dans le foie). A des concentrations physiologiques, ces oxystérols stimulent I'activité transcriptionnelle de
ces LXRs. La plupart des oxystérols ont des affinités similaires pour les deux isoformes a I'exception du 5,6-
24(S),25-diepoxycholestérol et le 6a-hydroxy (acide biliaire) qui sont sélectifs pour LXRa. De plus, les
travaux de Mitro et al.,, 2007a ont suggéré que le D-glucose et le D-glucose-6-phosphate sont des
agonistes endogeénes de LXR, avec une efficacité comparable aux oxystérols. Récemment ces résultats ont
été mis en doute sur la base de I'incapacité du glucose et de ses métabolites d’interagir avec le récepteur
de LXRa ou LXRPB, en plus de I'absence des genes sensibles au glucose régulés par LXRs dans le foie
(Denechaud et al., 2008a). Il existe en plus de ligands naturels des ligands potentiels synthétiques qui ont
été développés. Les deux plus utilisés dans les études expérimentales sont le TO901317 et le GW3965.
Cependant il est a noter que le TO901317 est aussi un agoniste de PXR (pregnane X receptor). A 'opposé
des oxystérols qui stimulent I'activité transcriptionnelle des LXRs, le géranylgeranylpyrophosphate,
intermédiaire dans la voie de biosynthése du cholestérol, inhibe les deux isoformes de LXR, par une action
antagoniste via l'interaction avec les co-activateurs. Les acides gras polyinsaturés (PUFA) sont des
compétiteurs des antagonistes de LXR dans plusieurs types cellulaires, cependant I'effet antagoniste sur
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LXRs, n’a pas été confirmé chez les rongeurs dans le foie et les hépatocytes. Les PUFA empéchent la
transcription de SREBP1-c, un des génes cibles de LXR, cette action est indépendante de LXRa (Nakatani et
al., 2005; Pawar et al., 2003).

L’activité de LXR n’est pas régulée uniquement par les agonistes et les antagonistes, mais également
par des variations de I'expression du récepteur. Plusieurs études ont montré que |'expression de LXRa
(mais non pas celle de LXRB) est contrdlée par un mécanisme autorégulateur. Un élément de réponse a LXR
(LXRE) fonctionnel activé par les deux isoformes de LXR a été identifié dans le promoteur du géne LXRa
chez 'homme. Les agonistes naturels et synthétiques de LXR augmentent I'expression de LXRa dans les
macrophages, les adipocytes, les hépatocytes, les fibroblastes de la peau et les myotubes. L'autorégulation
de LXRa est spécifique aux cellules humaines. Cependant, Ulven et al. (2004) ont identifié une région LXRE
dans le gene LXRa de la souris et ont montré I'existence d’une autorégulation dans le tissue adipeux mais
pas dans le foie ou le muscle squelettique des souris traitées avec le TO901317. Le promoteur du géne de
LXRa chez 'homme et les rongeurs contient aussi un élément de réponse aux proliférateurs des
peroxisomes (PPRE) et des agonistes de PPARa et y stimulant I'expression de LXRa chez les rongeurs ainsi
gue dans les macrophages, les adipocytes et les hépatocytes chez ’lhomme. Un autre facteur qui contréle
I’expression de LXRa est I'insuline qui augmente ’ARNm dans les hépatocytes de rat, d’'une maniére dose-
dépendante, notamment par la stabilisation des transcrits. L’activité transcriptionnelle de LXRa est aussi
régulée a I'échelle post-traductionnelle par la PKA qui phosphoryle le récepteur au niveau de deux sites
empéchant sa diméristation et sa liaison a ’ADN (Yamamoto et al., 2007).

a. LXR et le métabolisme des acides gras dans le foie

Outre leur role dans le métabolisme du cholestérol, les LXRs régulent également la biosynthese des
acides gras au niveau hépatique. Ce processus est gouverné par SREBP1-c qui régule tous les génes
impliqués dans cette voie, notamment I’ACC1, la FAS et la stéaroyl-CoA désaturase (SCD). Peet et al.
(1998) ont été les premiers a montrer que les souris déficientes de LXRa sont caractérisées par une
expression hépatique trés faible de SREBP1-c ainsi que ses genes cibles comme FAS et SCD. Ces résultats
sont confirmés chez des souris double knockout LXRa/B. En plus d’une expression faible des génes
lipogéniques, ces souris ont une concentration faible de triglycérides hépatiques et plasmatiques. D’autre
part, des souris déficientes en LXRB ont une expression normale de SREBP1-c et de ses genes cibles dans le
foie, indiquant que c’est LXRa qui est responsable du contréle de la lipogenése hépatique. Les souris
déficientes en LXRa sont caractérisées par une baisse remarquable de la synthése d’acides gras et de
I'incorporation des acides palmitoléique et oléique dans les phospholipides et les triglycérides (Repa et al.,
2000).

En accord avec les données chez les animaux knockout, I'administration du TO901317 augmente
I’expression hépatique de SREBP1-c, ACC, FAS et SCD-1 chez des souris contréles et pas chez les souris
knockout LXRa/B ou LXRa. Le TO901317 entraine une activation de la lipogenése qui conduit a une
accumulation massive de triglycérides hépatiques, entrainant une stéatose et un dysfonctionnement
hépatique ainsi qu’une hypertriglycéridémie chez la souris, le rat et les hamsters. Un phénotype similaire a
été récemment observé chez des souris qui surexprime LXRa au niveau hépatique. Le role clé de LXRa dans
le contréle de la lipogenése hépatique a été confirmé par les expériences de Lund et al. (2006) utilisant des
activateurs de LXRa.

L’activation de la lipogenése hépatique aprés stimulation par LXR, dépend de I'induction de SREBP1-c. Un
élément de réponse au LXR (LXRE) est identifié dans la région promotrice du geéne SREBP1-c et une
stimulation de I'hétérodimére LXR/PXR qui augmente le contenu du précurseur, la forme mature et
nucléaire de la protéine SREBP1-c dans les cellules HepG2. L'importance de SREBP1-c dans la stimulation de
LXR et I'induction de la lipogenese hépatique a été confirmée chez des souris SREBP1-c knockout traitées
avec le TO901317. Dans le foie de ces animaux, la réponse transcriptionnelle des genes lipogéniques a
I'activation de LXRa est absente et I'accumulation de triglycérides ainsi que I’hypertriglycéridémie sont
réduits. Cependant, I'augmentation de I'expression d’ACC, FAS et SCD-1, est présente mais affaiblie,
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indiquant la contribution d’'un mécanisme SREBP1-c-indépendant. D’autres études ont révélé la présence
dans ces trois génes d’une région LXRE fonctionnelle, régulée directement par LXR (Chu et al., 2006;
Talukdar and Hillgartner, 2006).
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Fig. 21 Schéma de l'activation de la lipogenese hépatique par LXRa (Baranowski, 2008). ACC: acetyl-CoA
carboxylase, Angptl3 : angiopoietin-like protein 3, ChREBP : carbohydrate response element binding protein, FAS : fatty acid
synthase, FAT/CD36 : fatty acid translocase/CD36, FFA : free fatty acids, PLTP : phospholipids transfer protein, SCD-1 : stearoyl-
CoA desaturase 1, SREBP1-c : sterol regulatory element binding protein 1 ¢, TAG : triacylglycerol, VLDL : very low density
lipoprotein.

Le facteur de transcription sensible au glucose (ChREBP), stimule I'expression des genes
lipogéniques et permet la conversion de I'excés de carbohydrates en lipides. Cha and Repa, (2007) ont
montré que l'administration du TO901317 augmente la quantité et I'activité de ChREBP ainsi que
I’expression des genes régulés par ChREBP dans le foie chez des souris contrdles et non pas chez des souris
déficientes de LXRa/B. lls ont également identifié deux séquences LXRE, activés par LXRa et LXRB, dans la
région promotrice du gene de ChREBP. Chez des souris déficientes du gene ChREBP, I'effet stimulateur du
TO901317, sur l'expression hépatique des genes lipogéniques (ACC-1, FAS et SCD-1) est attenué.
L’activation de ChREBP induite par le TO901317 implique I’AMPK. L’activité transcriptionnelle de ChREBP
est inhibée par la forme active phosphorylée de 'AMPK et le TO901317 diminue la phosphorylation de
I’AMPK dans le foie chez la souris, par une voie dépendante de LXR, ce qui léve I'inhibition sur ChREBP (Cha
and Repa, 2007). Cependant, des expériences sur des souris nourries et a jeun et sur des hépatocytes
primaires incubés en présence de concentration faible ou élevée du glucose, révelent que I'augmentation
du flux du glucose intracellulaire est nécessaire pour que le TO901317 induit I'activité transcriptionnelle de
ChREBP (Denechaud et al., 2008). Les agonistes de LXR peuvent stimuler I'expression de ChREBP sous ces
deux condition ; son activation et sa translocation dans le noyau sont induites uniquement chez des souris
nourries et dans des hépatocytes incubés avec des concentrations élevés du glucose. Ainsi, LXRs régulent
I’expression hépatique des genes lipogéniques par des effets directs (via LXREs) et indirects (via SREBP1-c
et ChREBP). Grefhorst et al. (2002) ont montré que I'hypertriglycéridémie induite par LXR résulte de
I'augmentation de la sécrétion hépatique de VLDL-triglycérides. Le nombre de particules de VLDL formées
n’est pas changé, mais leur diamétre augmente di a un taux élevé de triglycérides par particule. L’action
hypertriglycéridémique des agonistes de LXR peut étre partiellement transmise par la protéine de transfert
des phospholipides (PLTP). Cette protéine intervient non seulement dans le transport des phospholipides
des lipoprotéines a apo-B aux HDLs mais favorise également la sécrétion hépatique de VLDL.
L’angiopoietin-like protein 3 (Angptl3) joue un role clé dans l'induction de I’hypertriglycéridémie induite
par LXR. Angptl3 est une protéine sécrétée, exprimée exclusivement dans le foie. Elle joue un réle
important dans le métabolisme des lipides (Koishi et al., 2002). Les agonistes synthétiques et naturels
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augmentent |'expression de I’Angptl3 dans les cellules hépatiques humaines et le foie de souris, par une
liaison fonctionnelle avec la région LXRE identifiée dans ce gene. Inaba et al., (2003) ont montré que les
souris déficientes de Angptl3, traitées avec le TO901317 sont protégées d’une hypertriglycéridémie mais
pas d’'une accumulation hépatique de triglycérides. Les auteurs suggerent que la protéine Angptl3 entraine
une hypertriglycéridémie par une inhibition de I'activité de la lipoprotéine lipase (LPL).

Il faut noter que I'effet hypertriglycéridémiant des agonistes de LXR est généralement transitoire et
limité aux premiers jours de traitement (Lund et al., 2006). Ceci est d( a I’hydrolyse des VLDL-triglycérides
et a l'augmentation de I'expression de la LPL hépatique (Grefhorst et al., 2002). Une région LXRE
fonctionnelle activée par LXRa, et a moindre importance par LXRB, a été retrouvée dans le gene de la LPL et
le TO901317 induit I'expression de LPL dans le foie et les macrophages des souris mais pas dans le muscle
squelettique ou le tissu adipeux (Zhang et al., 2001). Récemment, Zhou et al. (2008) ont identifié une
protéine de transport d’acides gras (fatty acid translocase/CD36, FAT/CD36) comme étant cible de LXRa. Ils
ont trouvé une région LXRE fonctionnelle dans le promoteur du géne FAT/CD36 et ont montré que son
expression est induite par les oxystérols et les ligands synthétiques de LXR dans le foie, chez I’'homme et Ia
souris. La stéatose hépatique et la stimulation des génes lipogéniques ainsi que I’hypertriglycéridémie sont
atténuées chez des souris déficientes de FAT/CD36 traitées par les agonistes de LXR. Ces résultats
suggérent qu’en plus de la stimulation de la synthése des acides gras, la captation hépatique d’acides gras
peut aussi contribuer a la stéatose hépatique induite par I'activation de LXR.

Les LXRs régulent aussi d’autres aspects du métabolisme d’acides gras au niveau hépatique. Hu et
al. (2005) ont montré que le TO901317 augmente la B-oxydation peroxisomale d’acides gras au niveau
hépatique ainsi que I'expression des enzymes impliqués par un mécanisme dépendant de LXRa et
indépendant de PPARa. De plus, I'activation de LXR augmente I'expression et I'activité de la A6 et A5
désaturases dans le foie des souris.

Il semble donc que I'activation de la lipogenése par les agonistes synthétiques de LXR entraine une
stéatose hépatique sévere et une hypertriglycéridémie, ce qui représente une barriere majeure pour leur
utilisation clinique. Cependant, il n’est pas encore bien élucidé, comment peuvent se présenter chez
I’'homme, ces effets indésirables observés dans les expérimentations chez les rongeurs. Récemment, les
travaux de Kotokorpi et al. (2007) montrent une différence significative entre la réponse au GW3965 au
niveau des hépatocytes de rat et de 'homme, posant la question a quelle mesure les modéles de rongeurs
refletent la situation humaine. Pour le moment, l'activation de LXR réduit la sécrétion des VLDL-
triglycérides dans les hépatocytes chez I'homme et pas chez les rats. Le GW3965 augmente
remarquablement la stimulation de |'expression des genes lipogéniques chez I'homme, cependant
I"augmentation du contenu en triglycérides reste modeste.

b. LXR et le métabolisme des acides gras dans le muscle squelettique

Les deux types de LXR sont exprimés dans le muscle squelettique chez I’homme et la souris, a ce
jour. Seulement quelques études se sont intéressées aux rbles de LXRs dans ce tissu. LXRP est la forme
dominante dans le muscle squelettique de la souris et 'homme. Cependant, les travaux de Muscat et al.
(2002) ont montré des concentrations d’ARNm de LXRa et LXRPB dans le muscle quadriceps de souris. Les
travaux de Baranowski, (2008) ont observé une prédominance de la protéine LXRa dans les muscles soleus
et gastrocnemius de rat. Les deux isoformes sont exprimées précocement au cours de la différentiation et
augmentent dans les myotubes matures. L'expression de LXRa augmente significativement suite a
I'activation de LXR dans les myotubes indifférenciés chez I’homme mais pas dans le muscle squelettique de
souris.

Des études suggérent une différence remarquable dans la signalisation entre le foie et le muscle
squelettique. A I'opposé du foie, le taux de synthése d’acides gras et |'expression des genes de la
lipogenese ne sont pas réduits dans le muscle squelettique chez les souris LXRa/B déficientes (Muscat et
al., (2002). Alors que, le TO901317 et le GW3965 augmentent significativement |’expression de SREBP1-c
dans le muscle squelettique chez la souris, les taux d’ARNm des genes lipogéniques (FAS, ACC et SCD-1) ne
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sont pas augmentés. Cependant, I'expression des autres genes cibles de LXR comme ABCA1, ABCG1 et
apoE sont significativement exprimés aprés administration du TO901317, indiquant une réponse normale a
la stimulation de LXR. Les travaux de Kase et al. (2007) ont montré que contrairement au muscle
squelettique de la souris, les myotubes différenciés chez I’homme répondent au TO901317 avec une
augmentation tres marquée de SREBP1-c et une baisse aussi importante de ses cibles (ACC, FAS et SCD-1).
Dans les mémes expérimentations le 22( R)-hydroxycholestérol augmente I'expression de SREBP1-c,
d’autres genes lipogéniques ne sont pas induits par cet oxystérol. Le TO901317 et non pas le le 22( R)-
hydroxycholestérol stimule la lipogenese dans les myotubes humains. Il est a noter cependant, que
contrairement a Kase et al. (2007), les travaux de Cozzone et al. (2006) ont montré une augmentation
modeste de I'expression des genes lipogéniques dans les myotubes différenciés de I’homme traités avec le
T0O901317, d( au fait que I'activation de LXR, augmente uniquement le précurseur mais non pas la forme
mature de la protéine SREBP1-c. Dans les myotubes humains, le TO901317 induit également I'expression
de FAT/CD36 et I'acyl Co-A synthase long chain family member-1. Il en résulte ainsi une augmentation de la
captation du palmitate et son incorporation dans les lipides cellulaires. L'oxydation du palmitate est
parallélement élevée, mais insuffisamment pour compenser la captation d’acides gras. En conséquence,
I'activation de LXR oriente le palmitate vers la formation de lipides complexes.

B.2.4 Pregnane X receptor

Pregnane X receptor (PXR, NR112) est un membre de la famille des récepteurs nucléaires. Il est
connu sous le nom de récepteur aux stéroides et xénobiotiques (SXR) ou le récepteur activé par prégnane
(PAR). Il agit comme un facteur de transcription activé par des ligands, c’est un régulateur clé des genes
impliqués dans le métabolisme des endobiotiques et des xénobiotiques (Bertilsson et al., 1998; Kliewer et
al., 1998).

L’activité transcriptionnelle de PXR est augmentée aprés liaison du ligand. Plusieurs molécules
synthétiqgues comme la rifampicine, phenobarbital, clotrimazole, ritonavir, paclitaxel, nifedipine,
dexaméthasone et des produits naturels sont des régulateurs de I'activité transcriptionnelle de PXR. Le
mécanisme moléculaire de ces régulations n’est pas encore bien élucidé. La forme active de PXR constitue
un hétérodimere avec le RXRa et se lie a une variété d’éléments de réponse (direct repeats DR-3, D-R4 at
DR-5 ainsi que everted repeats ER-6 et ER-8) dans la région promotrice des genes cibles.

Parmi les genes cibles de PXR on trouve la famille de cytochrome P450 (CYP), la glutathione S-
transferase (GST) et la sulfotransférase (SULT). PXR régule également I'expression des génes codants pour
des transporteurs de certaines drogues. Comme les autres membres de la famille des récepteurs
nucléaires, le domaine de liaison au ligand (LBD) de PXR est composé de domaines multifonctionnels
permettant la liaison au ligand, la dimérisation, I'activation transcriptionnelle et l'interaction avec les
cofacteurs transcriptionnels.

Le danger représenté par les xénobiotiques pour I'organisme est la cible d’une stratégie complexe.
Le métabolisme des drogues et autres xénobiotiques dans le foie est la défense primaire de I'organisme
contre I'accumulation de composants lipophiles potentiellement toxiques. Cette stratégie comprend des
xénosensors qui reconnaissent des xénobiotiques et d’autres molécules endogénes dangereuses et le
systéme de transporteurs et métabolisme des xénobiotiques (xenobiotic metabolizing and transporters
systems XMTS). La premiére étape du mécanisme nommé « détoxification » est la détection des
xénobiotiques par les xenosensors, comme PXR. Ces xénosensors coordonnent I'expression des genes du
systeme XMTS pour inactiver et/ou éliminer les xénobiotiques en quatre phases essentielles :

1. captation des xénobiotiques (transporteurs)

oxydation des xénobiotiques par la famille des cytochrome P450 (CYPs).

3. conjugaison des xénobiotiques par I'UDP-glucuronyl transférase, la glutathione S transférase ou la
sulfotransférase.

N
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4. efflux des xénobiotiques par les transporteurs comme MDR1 (ATP-binding cassette, subfamille B,
membre 1), MRP2 (ATP-binding cassette, subfamille C, membre 2).
Toutes les protéines induites sont responsables du métabolisme et du transport des drogues chimiques et
de I'environnement mais sont également impliquées dans le catabolisme des acides biliaires, des hormones
stéroides et thyroidiennes. Ainsi les xénobiotiques interferent avec des fonctions physiologiques normales.

Effets de I’activation de PXR sur le métabolisme lipidique

Plusieurs observations cliniques ont montré que plusieurs médicaments, actuellement identifiés
comme des activateurs de PXR, affectent le métabolisme lipidique. Notamment, le traitement avec la
rifampicine (un activateur potentiel de PXR chez ’homme) induit une stéatose hépatique chez des patients
tuberculeux (Morere et al., 1975) ainsi qu’un effet stéatogénique dans le foie de rat (Piriou et al., 1979). Le
carbamazepine un activateur récemment caractérisé de PXR (Oscarson et al., 2006) est connu pour induire
une stéatohépatite.

Plusieurs observations ont montré que les activateurs de PXR entrainent une inhibition du
catabolisme des lipides. L’activation de PXR entraine une diminution de la B-oxydation liée a I'expression
génique. L'agoniste de PXR (16a-carbonitrile (PCN)) diminue les concentrations d’ARNm de la carnitine
palmitoyltransférase 1 (CPT1) chez des souris contrbéles mais pas chez les souris déficientes en PXR. La
régulation transcriptionnelle de CPT1 est régulée par plusieurs facteurs et co-facteurs de transcription
comme le facteur nucléaire hépatocytaire 3 B (FoxA-2), le PPARa et le récepteur des hormones
thyroidiennes (TR).

PXR augmente la captation d’acides gras dans le foie chez la souris. Récemment, il a été montré que
I'activation de PXR augmente I'accumulation de triglycérides dans le foie chez la souris (Zhou et al., 2006).
L'expression de CD36, une translocase d’acides gras impliquée dans le transport des acides gras a longues
chaines (LCFA) est stimulée. Cette classe B des récepteurs scavenger est impliqguée dans la captation
périphérique des acides gras. La transcription de CD 36 est activée par les acides gras et le facteur de
transcription nucléaire PPARy. Zhou et ses collaborateurs, (2006) ont montré que le promoteur du géne
CD36 chez la souris contient un élément de réponse fonctionnel au PXR de type DR-3. CD36 est ainsi une
cible transcriptionnelle directe de PXR, en plus d'une cible indirecte par I'intermédiaire de la stimulation de
I'expression de PPARy. L'accumulation hépatique de lipides et I'induction de CD36 sont aussi observées
chez des souris traitées avec un autre agoniste de PXR, la rifampicine.

PXR augmente aussi I'expression hépatique de facteurs de transcription et des enzymes de la
lipogenese. In vivo, chez la souris, I'activation pharmacologique de PXR ou l'utilisation de mutants actifs de
PXR ont montré que le facteur de transcription (PPARy) et les ARNm de deux enzymes lipogéniques, stéaryl
CoA désaturase (SCD1) et la fatty acid elongase, sont induits d’'une maniére dépendante de PXR.
Cependant, aussi bien I'accumulation des triglycérides sous I'effet de PXR et I'induction des génes de la
lipogenese sont indépendants de I'activation du facteur de transcription lipogénique SREBP1-c (Zhou et al.,
2006), suggérant que ces effets sont indépendants de la voie SREBP1-c lipogénique classique. En effet
’ARNm et de la protéine de SREBP1-c (les formes précurseurs et matures) ne sont pas induits aprés
I'activation de PXR chez la souris et dans les hépatocytes humains. Une part des effets de PXR semble
passer par l'intermédiaire de S14 (Moreau et al., 2008).

37



ﬁ . — »
Lipogenesis

Fig. 22 Représentation schématique de I'implication de PXR dans I’altération de ’homéostasie des lipides
(Moreau et al., 2008).

B.2.5 Régulation par les hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes (TH) ont un grand impact sur ’lhoméostasie lipidique (Oppenheimer et
al., 1987). Le role des TH et leurs récepteurs (TRs) dans le métabolisme du cholestérol a été trés étudié
(Oppenheimer et al., 1987) (Duntas, 2002). Cependant il reste encore difficile de savoir comment les TH
agissent sur le métabolisme des triglycérides. SREBP1-c est le facteur majeur impliqué dans la synthése des
TG. Les travaux de Hashimoto et al. (2009) et ceux de Hashimoto et al. (2006b) ont montré récemment que
I'expression du géne de SREBP1-c est négativement régulée par les TH. ChREBP qui joue un réle dans la
glycolyse et la lipogenese a été récemment identifié comme un gene cible de LXR (Cha and Repa, 2007).
LXR et TRs interagissent mutuellement au cours de la transcription, partageant un méme domaine de
liaison a I’ADN [direct repeat-4 (DR4)] avec une géométrie et une polarité identiques. Il a été récemment
montré que TR-B1 et LXRa interagissent au niveau du promoteur du géne cholesterol 7a-hydroxylase chez
la souris (Hashimoto et al., 2006a) et que le promoteur du géne LXRa est régulé positivement par les TH et
TR-B (Hashimoto et al., 2007) suggérant des interactions entre les deux récepteurs. Les travaux de
Hashimoto et al. (2009) ont montré que I’expression des ARNm et des protéines de ChREBP augmente dans
le foie des souris sous I'effet des TH et que le promoteur de ce gene est activé par T3. lls ont également
montré que ChREBP est un nouveau gene cible des TH. Chez I’homme, le promoteur du gene ChREBP est
positivement régulé par les TH. Aussi bien ChREBP que SREBP1-c sont des facteurs clés de la synthese des
triglycérides. La fonction des TH dans le métabolisme des TG est obscure, en effet le taux des triglycérides
plasmatiques est variable chez des patients thyrotoxiques et hypothyroidiens. L'augmentation de ChREBP
et I'inhibition de SREBP1-c par les TH sont impliqués dans cette instabilité. Parce qu’il a été récemment
rapporté que I'expression du gene LXRa est positivement régulée par les TH, Hashimoto et al. (2009) ont
émis I’hypothese que les TH ajusteraient la synthese des TG. Etant donné que TR régule I'expression des
genes LXR, SREBP1-C et ChREBP, les TR pourraient avoir un réle clé dans la régulation transcriptionnelle de
la lipogenése hépatique. En effet, une étude récente a montré que ChREBP et non pas LXR est nécessaire
pour linduction de L-PK et ACC Denechaud et al. (2008b), indiquant qu’il existe un régulateur
transcriptionnel autre que LXR dans le foie. Ces résultats montrent le réle des TH dans le métabolisme des
lipides.
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Fig. 23 Schéma de la contribution des hormones thyroidiennes (T3) au métabolisme des acides gras
(Hashimoto et al., 2009). T3 induit LXa et inhibe SREBP1-c, ce qui augmente ACC et 'enzyme malique (ME) sous
I’effet de I'insuline. L’insuline inhibe I'expression de LXRa. LXRa augmente I'expression de ChREBP et SREBP1-c et
stimule FAS. T3 induit I'expression du gene de ChREBP qui stimule sous I'effet du glucose la L-PK et la ME.

Plusieurs études (Wilson et al., 1986) (Stapleton et al., 1990) ont montré que T3 est capable de
potentialiser les effets de I'insuline sur la transcription de FAS, le mécanisme mis en jeux n’est pas encore
bien élucidé. T3 régule la transcription génique par la liaison du complexe hormone/récepteur a I'élément
de réponse a T3 (TREs) localisé dans le promoteur de plusieurs genes. Les TRE se lient au récepteur de T3
appartenant a la superfamille des récepteurs nucléaires. Le récepteur de T3 peut soit former un
homodimeére ou interagir avec d’autres récepteurs nucléaires comme le RXR (retinoid X receptor) et former
ainsi un hétérodimere. Ce dernier se lie a la région TRE du géne appelée DR (direct repeat), une séquence
séparée par 4 nucléotides (DR4), elle est bien conservée chez les différentes espéces ce qui suggere le
méme type de régulation. Ceci augmente I'activité transcriptionnelle en réponse a T3 plus efficacement
que ’homodimeére TR/TR. Il est devenu clair que les hormones thyroidiennes (THs) régulent la transcription
génique par un mécanisme non génomique par activation des différentes cascades de signalisation
intracellulaire Radenne et al. (2008). Les travaux de Cao et al. (2005) ont montré au niveau des fibroblastes
humains, que T3 est capable d’activer la voie Pl 3-Kinase/PKB/mToR/p7OSGK par une interaction directe

entre TR et Ia sous-unité régulatrice p85a de PI 3-
kinase.

Indépendamment de la Pl 3-
kinase, le ; hormones thyroidiennes peuvent se
lier également Dot af aux intégrines de la surface
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ERK1/2 MAPK et \ ; leur translocation nucléaire. Dans le
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dissociation  des 3 v 7 co-represseurs SMRT et NCor. Ceci
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induit la transcription. La phosphorylation de
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TR est indispendable a I’hétérodiméristaion avec RXR, augmentant la liaison du complexe TR/RXR au niveau
du TRE. Le co-activateur SRC-1, qui est recruté au niveau du complexe transcriptionnel TR, est aussi décrit
comme une cible de ERK1/2 MAPK. Le complexe ERK1/2 MAPK/TR se lie également et phosphoryle la
protéine p53 et les facteurs de transcription STAT modulant la transcription d’autres geénes cibles. En
conclusion les travaux de Radenne et al. (2008) ont montré au niveau hépatique, que T3 régule la
transcription de FAS via une action génomique impliquant la liaison de I’'hétérodimére TR/RXR au niveau de
I’élément de réponse a T3. Cependant, T3 peut aussi par un mécanisme non génomique, par la voie Pl 3-
kinase, qui active ERK1/2 MAPK, augmenter la transcription de FAS. D’autre part, la liaison de I'insuline a
son récepteur membranaire active les voies de signalisation Pl 3-kinase et Ras/Raf/ERK1/2-MAPK stimulant
la transcription de FAS via TRE.

Fig. 24 Représentation schématique de la régulation transcriptionnelle de FAS en réponse a T3 et a

I'insuline (Radenne et al., 2008). La liaison de I'insuline & son récepteur membranaire entraine I'activation des voies Pl 3-
kinase/Akt et Ras/Raf/ERK1/2 MAPK, les deux voies régulent les séquences IRE (insulin response element) et probablement TRE
(T3 response element) localisées dans le promoteur du géne FAS (fleches en pointillés). La T3 peut réguler la transcription du
geéne FAS directement via un mécanisme génomique par la liaison de I’hétéridimére TR/RXR au niveau du TRE. Cependant la T3
peut moduler I'activité transcriptionnelle de TRE via un mécanisme non génomique par I'activation de la voie Pl 3-kinase/ERK1/2
MAPK (fleches continues).

Les travaux de Cachefo et al. (2001) ont montré que la lipogenése hépatique est augmentée chez
des patients hyperthyroidiens. Plusieurs mécanismes interviennent dans cette stimulation de la lipogenése.
Les hormones thyroidiennes peuvent agir directement. Elles stimulent I'activité du promoteur | de ’ACC-1,
et celui de la FAS. De plus les hormones thyroidiennes augmentent la transcription de I'enzyme malique,
I’ATP citrate lyase et L-pyruvate kinase, des génes qui codent pour des enzymes impliqués dans le contréle
de la lipogeneése par la production de I'acétyl-CoA et de NADPH. Les hormones thyroidiennes peuvent agir
également par modification de I’environnement hormonal et métabolique du foie.

B.2.6 Les « Peroxisome Proliferator-activated Receptor » PPARs

La famille des récepteurs stimulés par les proliférateurs des peroxisomes PPARs appartient a la
superfamille des récepteurs nucléaires. |l existe trois sous-types de récepteurs PPARs, soit PPARa, PPARB/&
et PPARy qui comprend trois isoformes, tous codés par un gene différent (Blaschke et al., 2006). Ces
facteurs de transcription régulent I'expression de plusieurs genes impliqués dans le métabolisme des
lipides et lipoprotéines, la balance énergétique, la différentiation cellulaire et la tumogénese. Ces facteurs
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forment un hétérodimere, avec le récepteur de I'acide rétinoique (RXR), qui une fois activé par la fixation
de leur ligand (physiologique ou synthétique), va se lier a une séquence d’ADN spécifique située sur le
promoteur des genes cibles. Cette séquence d’ADN spécifique est nommée « peroxisome proliferator
response element » (PPRE) et consiste en deux séquences répétées de AGGTCA, espacées d’un nucléotide.
Il est important de préciser que le complexe PPAR/RXR peut étre activé par le ligand d’un des deux
récepteurs, mais qu’une liaison simultanée des deux substrats rend I’activation plus efficace. Les acides
gras insaturés a longue chaine ainsi que les dérivés eicosanoides sont des ligands endogénes pour les 3
isotypes de PPAR. Des ligands synthétiques pour PPARa et PPARy ont été développés pour I'utilisation
clinique, les ligands de PPARB/& sont actuellement en cours d’études cliniques. Chaque sous-type de
récepteur PPAR a une expression distincte mais aussi des activités biologiques différentes. PPARa et PPARy
prédominent dans le foie et le tissu adipeux respectivement, PPARB/& son expression est ubiquitaire.

PPARa

Premier PPAR identifié, il est impliqué dans la régulation du métabolisme lipidique et 'homéostasie
du glucose par la régulation de I'expression des protéines impliquées dans le transport et la B-oxydation
des acides gras libres. PPARa, est principalement exprimé dans le foie mais aussi dans le cceur, le muscle
squelettique et les reins, ou il joue un réle clé dans le métabolisme lipidique intracellulaire. Les fibrates
comme les finofibrates ou les benzafibrates sont des activateurs de PPARa et sont trés utilisés dans le
traitement des hypertriglycéridémies.

Les PUFA de I'huile de poisson de la série (n-3), qui diminuent les taux plasmatiques de VLDL et
chylomicrons chez les patients hypertriglycéridémiques, sont actuellement considérés comme protecteurs
des maladies cardiovasculaires. Cet effet des PUFA, résulte de la diminution de I'activité des enzymes
lipogéniques hépatiques, dus a linhibition de la transcription des génes et/ou modification de la
maturation et/ou stabilité des ARNm. La répression de 'expression des génes par les acides gras est limitée
uniguement aux acides gras ayant plus que 18 atomes de carbones et au moins deux double liaisons, alors
que l'augmentation de I'expression des genes est indépendante du degré de saturation (Pegorier et al.,
2004).
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Fig. 25 Effet des isoformes de PPAR (PPARa, PPARB/S et PPARYy) dans le tissu adipeux, le foie, le muscle et
la paroi artérielle. (Blaschke et al., 2006)
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Les acides gras (saturés et PUFA) et certains eicosanoides sont des ligands potentiels des PPAR. La
modulation de la transcription des génes est due a la liaison de I'hétérodimere PPAR/RXR (retenoic x
receptor) a une séquence spécifique de I’ADN, I'élément de réponse aux proliférateurs des péroxisomes
(PPRE). La séquence consiste en un hexamere répété AGGTCA avec un espace d’une paire de base (DR1)
avec une extension 5 (AACT) essentielle pour la polarité et la spécificité de la liaison a 'ADN de
I’'hétérodimere PPAR/RXR. L’analyse structurale de PPAR révele que les ligands se lient a la région LBD
(ligand binding domain) aboutissant a une conformation active du récepteur par la stabilisation de I’AF-2
(activator function) une région de LBD. Les changements conformationnels aboutissent a I’enlevement du
complexe de corepresseur de I’hétérodimere PPAR/RXR et le recrutement du complexe co-activateur
essentiel pour linteraction avec la machinerie de transcription. Le recrutement de la machinerie
transcriptionnelle peut se dérouler directement ou en réponse au remodelage de la chromatine
(acytélation des histones). La découverte des récepteurs PPAR et leur implication dans la régulation de
I'expression des génes, ces derniers qui possédent une ou plusieurs séquences PPRE au niveau de leur
promoteur en réponse a des acides gras par l'intermédiaire des PPAR. Cependant, la régulation de
I’expression des genes par les acides gras est plus complexe que ce simple schéma (Pegorier et al., 2004).

La nature du signal responsable de l'effet transcriptionnel des LCFA est encore controversée.
Actuellement, certaines expériences ont suggéré que I'oxydation mitochondriale des LCFA est nécessaire
pour l'effet inhibiteur sur I'expression des genes. D’autre part, plusieurs études ont montré que les
inhibiteurs de l'oxydation des acides gras a longues chaines, ou les acides gras non métabolisables,
n’empéchent pas les effets transcriptionnels de ces acides gras. Ceci suggére que la molécule active doit
étre I'acide gras lui-méme ou leurs dérivés Co-A. Plusieurs expérimentations ont montré que les esters
d’acyl Co-A sont les composants actifs sur la transcription des genes. Cependant, chez les mammiféres
certaines données suggerent que les acides gras libres plutét que les acyl-Co-A sont les plus actifs sur
I’expression des genes. La présence de plusieurs molécules de signalisation (NEFA, Acyl-CoA, prostanoides)
suggere que les acides gras peuvent contréler la transcription des genes par différents mécanismes selon la
spécificité cellulaire et les genes cibles.
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Fig. 26 Représentation schématique de la régulation de la transcription génique par les récepteurs
nucléaires. (Pegorier et al., 2004).
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Les genes apo-All et FAT-CD36, ne répondent pas aux acides gras en absence de la séquence PPRE
dans leur promoteur. Dans le foie, des souris mutantes de PPARa-/-, I'effet inhibiteur des PUFA sur
I’expression des genes codants des protéines régulatrices de la lipogenése (ACC-1, FAS, spot 14) ou de la
glycolyse (L-pyruvate kinase) est présent malgré I'absence du récepteur PPARa. Les PUFA inhibent la
transcription des genes de A5 et A6 désaturase alors que les agonistes de PPAR stimulent la transcription
de ces genes. Ces résultats suggérent que des facteurs de transcription différents de PPAR sont impliqués
dans I'expression des ces génes par les acides gras comme LXR (liver x receptor).

PPARy

Trois isoformes de PPAR y sont identifiés, PPAR-y1, PPAR-y2 et PPAR-y3. La protéine produite de
I'isoforme PPAR-y2 contient un domaine supplémentaire dans la région N terminale composé de 30 acides
aminés, cependant les protéines produites par les isoformes PPAR-y1 et —y3 sont identiques. L'expression
de PPAR-y2 est principalement restreinte aux tissus adipeux, PPAR-y1 est largement exprimé. Les PPAR-y
jouent un role clé dans ’lhoméostasie du glucose et sont les cibles d’'une classe de substances augmentant
la sensibilité a I'insuline connues sous le nom de thiazolidinediones (TZDs). Les ligands de PPAR-y
disponibles et utilisés en clinique pour le traitement du diabete de type 2sont les rosiglitazones et les
pioglitazones. Les TZD réduisent la résistance périphérique a I'insuline caractéristique du diabéte de type 2,
ce qui augmente l'utilisation périphérique du glucose, réduit la production hépatique du glucose
améliorant ainsi le contréle glycémique. En plus de leurs effets sur le métabolisme des carbohydrates, les
ligands de PPAR-y ont des actions bénéfiques sur les lipides plasmatiques. Aussi bien, les pioglitazones que
les rosiglitazones augmentent le taux des HDLs plasmatiques. Avec les pioglitazones le taux des
triglycérides plasmatique diminue également. Les ligands de PPAR-y inhibent aussi I'expression d’une
variété de genes proinflammatoires dans les macrophages.

PPAR B/6

PPARS est le troisieme isoforme de la famille des récepteurs nucléaires les PPAR, il est ubiquitaire
mais plus particulierement exprimé dans le foie, I'intestin, les reins, les tissus adipeux et le muscle
squelettique. Les PPARS sont impliqués dans le contrdle de I'adipogenése, le métabolisme des lipides et
I’'homéostasie énergétique. Le traitement avec des agonistes de PPARS améliore le profil lipidique chez la
souris et les singes, et joue également un réle dans l'inflammation. Les ligands physiologiques de ces
récepteurs sont, entre autres, les acides gras a longues chaines et les prostaglandines. Les PPARS seraient
impliqués dans I'oxydation des acides gras au niveau musculaire et dans la différentiation cellulaire
adipocytaire.

Effets des fibrates sur le métabolisme des acides gras et la synthése des triglycérides

Les fibrates exercent leur effet hypolipidémianr non seulement par leur action sur le catabolisme
des lipoprotéines riches en triglycérides, mais également par I'augmentation de la captation et du
métabolisme des acides gras libérés. La captation des longues chaines d’acides gras est facilitée par les
transporteurs des acides gras comme la FATP. Aprés avoir traversé la membrane plasmique, I'acyl-CoA
synthétase estérifie les acides gras en dérivés d’acyl-CoA, prévenant ainsi leur efflux de la cellule. Les
intermédiaires d’acyl-Co-A activés peuvent étre métabolisés dans la voie catabolique de la B-oxydation ou
dans la voie anabolique ou ils sont convertis en des lipides complexes. L'expression du gene de I'acyl-Co-A
synthétase et I'activité de I'enzyme sont stimulés par les fibrates et les acides gras dans plusieurs tissus et
cellules. Cet effet est transmis par I'intermédiaire de la région PPRE localisée dans le promoteur C du gene
de I'acyl Co-A synthétase. Cette induction de I'expression du gene de I'acyl Co-A synthétase dépendante
des PPAR et induite par les fibrates et les acides gras, entrainant I’activation de I’acyl-CoA synthétase et la
captation des acides gras libres, suggére un feed-back positif dans lequel I'augmentation de I’activité de
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I’acyl-CoA synthétase stimule la production des activateurs des PPAR qui en retour active I'activité de I'acyl
CoA synthétase. L'activation de I'acyl-CoA synthétase génere les esters d’acyl CoA qui sont utilisés pour la
B-oxydation. A cause de l'augmentation prononcée de la B-oxydation péroxisomale associée a une
augmentation modérée de la B-oxydation mitochondriale, apres traitement avec les proliférateurs des
peroxisomes, peu d’esters d’acyl CoA sont disponibles pour la synthéese des triglycérides. La diminution de
I"activité de ’ACC-1 et de la FAS inhibe la synthése de novo d’acides gras, et diminue encore le taux d’acides
gras pour la synthese des triglycérides. De plus, les proliférateurs des peroxisomes n’augmentent pas
uniquement la B-oxydation et diminuent la synthése des triglycérides, mais aussi diminuent la production
et la sécrétion d’apoB et des VLDL.

En conclusion, les PPARa régulent plusieurs genes impliqués dans le métabolisme des lipoprotéines
riches en triglycérides par :

- L’augmentation de I'hydrolyse des TG.

La stimulation de la captation cellulaire des acides gras libres et leur conversion en dérivés d’acyl-
CoA.
La stimulation de la B-oxydation.

- Ladiminution de la synthese des acides gras et des triglycérides ainsi que la production des VLDL.
Tous ces effets expliquent I'action hypolipidémique des fibrates chez ’homme et les rongeurs. Cependant,
chez les rongeurs, la contribution relative de la B-oxydation peroxisomale a la diminution du taux des TG
est beaucoup plus importante que chez I’homme. En effet, I'administration des fibrates chez les rongeurs
augmente la B-oxydation peroxisomale associée a I'augmentation de la prolifération des peroxisomes, un
phénomeéne qui n’est pas observé chez ’homme (Schoonjans et al., 1996).
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Fig. 27 Schéma des différents genes régulés par les PPARs et leur role dans le métabolisme lipidique intra et
extracellulaire (Schoonjans et al., 1996). Les génes représentés dans des rectangles gris codent pour des
protéines qui contiennent un domaine PPRE fonctionnel, les autres genes dans les rectangles avec un fond blanc,
sont régulés par les proliférateurs des peroxisomes, mais ne possédent pas une région PPRE. ACBP, acyl-CoA binding
protein ; CM, chylomicron ; CPT, carnitine palmitoyl transferase ; CT, carnitine : acylcarnitine translocase ; FATP, fatty
acid transporter protein ; FFA, free fatty acid.
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C. La lipogenése dans le tissu adipeux

La contribution du tissu adipeux a la synthese des lipides chez ’lhomme est moins bien définie que
celle du foie. Les enzymes clés de la synthese d’acides gras sont présents dans le tissu adipeux chez
I’'homme, mais leur contribution a la lipogenese de I'organisme est considérée tres faible comparativement
a la contribution du foie. Cette situation est différente chez les rats, puisque la lipogenése de novo (DNL) se
déroule d’une fagon similaire dans le foie et le tissu adipeux et elle est plus active que chez I’'homme. Cette
grande différence dans I'activité lipogénique du tissu adipeux entre I’homme et le rat pourrait étre du a des
facteurs nutritionnels.

En effet, le régime habituel des rats est riche en carbohydrates, contrairement au régime quotidien
chez ’'homme qui plutét riche en graisses, notamment dans les pays occidentaux. Ceci joue un réle dans la
différence entre les deux espeéces, connaissant |'effet stimulateur des carbohydrates et I’action inhibitrice
des graisses sur la lipogenése.

De plus, la mesure de la lipogenése corporelle et hépatique chez des sujets soumis a une surcharge
en carbohydrates montre que la lipogenése hépatique explique uniquement en partie 'augmentation de la
lipogenese corporelle. Ceci suggere que la lipogenése est stimulée dans un autre tissu, probablement le
tissu adipeux (Diraison et al., 2003b).

Cependant, les travaux de Letexier et al. (2003) n’ont pas trouvé de stimulation de I'expression et 'activité
de la voie de la lipogenese dans le tissu adipeux des sujets controles aussi bien aprés une surcharge de
glucose ou apres un régime modérément riche en carbohydrates, alors que la lipogenése hépatique est
clairement stimulée. Ainsi, la DNL du tissu adipeux répond trés faiblement comparativement au foie aux
variations physiologiques de la prise de carbohydrates.

Chez 'homme ni les concentrations d’ARNm de FAS, ACC-1, et SREBP1-c ni celles des précurseurs ou de
formes matures de la protéine SREBP1-c sont modifiés par le régime. Les ARNm de ChREBP sont présents
dans le tissu adipeux et ne sont également pas modifiés par le régime. La lipogenese hépatique mesurée
par la méthode de I'eau deutérée est contrairement au tissu adipeux trés sensible aux variations du régime
comme |'on montré plusieurs travaux sur la différence entre le tissu adipeux et le foie chez des sujets
normaux, ol ni une surcharge de glucose ni un régime riche en carbohydrates ne stimulent I'expression et
I"activité de la lipogeneése dans le tissu adipeux alors que la lipogenéese hépatique est stimulée. Ces résultats
n’ont également trouvé aucune différence de I'expression des genes lipogéniques y compris ChREBP dans
le tissu adipeux de rats soumis aux régimes riche en carbohydrates ou en graisses. D’autres études ont
montré que la réponse des génes lipogéniques a la stimulation par I'insuline/glucose, le sucrose, un régime
riche en carbohydrates et I'inhibition par les acides gras polyinsaturés est moins importante dans le tissu
adipeux comparativement au foie. La capacité lipogénique est nettement réduite chez des sujets humains
normaux, avec des taux faibles d’ARNm de FAS et ACC-1 avec une baisse également de I'activité de FAS.
Cette capacité lipogénique dans le tissu adipeux est également diminuée chez les sujets obeses. Les
concentrations d’ARNm de FAS et ACC-1 dans le tissu adipeux sous-cutané sont plus faibles chez les sujets
obéses comparativement aux contréles. Il n’y a pas de diminution des concentrations d’ARNm de SREBP1-c
chez des sujets controles chez 'homme comparativement avec les rats. En accord avec d’autres travaux, les
messagers de SREBP1-c diminuent chez les sujets obéses, cette baisse est plus importante dans le tissu
adipeux omental. Cependant, les taux des formes matures et précurseur de SREBP1-c sont fortement
diminués dans le tissu adipeux des sujets contrbles et obéses comparativement avec le tissu adipeux de rat.
Cette faible abondance de la protéine SREBP1-c joue probablement un réle majeur dans la baisse de Ila
capacité lipogénique du tissu adipeux humain. Les concentrations d’ARNm de ChREBP sont nettement plus
faibles dans le tissu adipeux chez 'homme comparativement au rat, cette différence d’expression peut étre
impliquée dans la différence de I'activité lipogénique entre le tissu adipeux de 'homme et du rat. En
conclusion, la capacité lipogénique du tissu adipeux est réduite chez I’homme comparativement aux rats.
Ceci n’est pas expliqué par la différence de la ration carbohydrates-graisses dans le régime mais semble
étre liée plutot a la baisse des taux de la protéine SREBP1-c. La différence de I’expression de ChREBP peut
aussi jouée un role. Cette baisse de I'activité lipogénique dans le tissu adipeux chez I’homme confirme que
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les triglycérides stockés dans le tissu adipeux proviennent majoritairement de I'alimentation et sont
délivrés aux adipocytes par les lipoprotéines circulantes.

Régulation de la lipogenese par LXR dans le tissu adipeux

Les travaux de Juvet et al. (2003) ont décrit le role physiologique de LXR dans les adipocytes.
L’activation de PPARYy induit I'expression du gene LXRa via la séquence PPRE dans le promoteur du gene
LXRa. Cette régulation de LXR par I'activation de PPARy est observée dans les adipocytes de souris, dans les
cellules primaires d’adipocyte chez ’lhomme et le rat Zucker obése. Ces travaux montrent que les agonistes
de LXR sont capables d’induire 'accumulation de lipides dans les adipocytes 3T3-L1 en culture. Le role des
LXRs dans le stockage des lipides dans les adipocytes est largement confirmé chez les souris déficientes de
LXRa/B, ou la masse de tissu adipeux diminuent comparativement avec les souris contréles. Ces résultats
montrent clairement que LXRa est directement régulé par PPARy dans les adipocytes. Une augmentation
de I'expression de LXRa par les agonistes de PPARy a été montrée chez le rat Zucker obése, dans les
adipocytes chez ’homme et dans les adipocytes matures 3T3-L1 ce qui confirme la régulation de LXRa par
les PPARy. Il a été aussi montré une augmentation de I'expression de LXRa par un agoniste endogéne de
LXR, le 22-(R )-HC, dans les adipocytes matures 3T3-L1, les adipocytes humaines en culture ainsi que par la
stimulation par le TO901317 chez la souris. Une autorégulation de LXRa a été également récemment
observée dans les macrophages chez I’homme, mais aucune autorégulation n’a été signalée dans les
adipocytes. Une accumulation de lipides est observée dans les cellules 3T3-L1 traitées avec les agonistes de
LXR, le 22-(R )-HC ou le TO901317. Alors que I'antagoniste de LXR, le 22-(S )-HC est incapable d’induire une
accumulation de lipides durant la différentiation adipocytaire de 3T3-L1. Le darglitazone (agoniste de
PPARy) stimule une accumulation importante de lipides dans les cellules 3T3-L1. Cependant, cette
accumulation est atténuée par I'addition du 22-(S )-HC. Le taux des triglycérides dans les cellules traitées
avec le 22-(R )-HC augmente avec la méme amplitude dans les cellules traitées avec le darglitazone,
cependant ni le taux du cholestérol ou les esters de cholestérol changent. Ces résultats indiquent donc que
I’activation des LXRs augmente I'accumulation des TG dans les adipocytes.

Etant donné que plusieurs études ont montré le role des LXRs dans la régulation de la synthese des
triglycérides dans le foie, les travaux de Juvet et al. (2003) ont voulu savoir quels sont les agonistes de LXR
qui peuvent modifier I'expression des génes de la voie lipogénique dans les adipocytes. Leurs études in
vitro et in vivo ont montré une augmentation de FAS et LXRa apres un traitement de 24 heures avec le
TO901317. D’autres études in vivo, ont montré également une augmentation de SREBP-1. Le transcrit est
probablement I'isoforme, SREBP1-c, puisqu’il est le plus répandu dans ce tissu. Le manque de régulation de
SREBP-1 dans les cellules 3T3-L1 peut étre du a I'expression tres abondante de SREBP-1a comparativement
avec celle de SREBP1-c. Au contraire, Ross et al, n‘ont rapporté aucun effet du TO901317 sur
I'accumulation des triglycérides dans leurs conditions de culture, aussi bien sur les cellules 3T3-L1
différenciées qui expriment des récepteurs LXRa ectopiques avec 1uM de TO901317 ou chez les souris
femelles C57BL/6 injectées avec 50 mg de TO901317/kg/jour pendant 1, 3 et 7 jours. Ces auteurs montrent
de nouveaux rbles métaboliques de LXR dans le tissu adipeux comme, I'augmentation de la captation
basale du glucose, la synthése du glycogene, la synthése du cholestérol, et la libération des AGNE.

Etant donné que I'expression de LXRa est induite aux stades tardifs du processus de différenciation, on ne
peut lui attribuer un réle important au cours de la différenciation adipocytaire. Juvet et al. (2003)
suggérent que LXR joue un réle dans I'étape finale de la différenciation adipocytaire par I'induction de
I'expression des génes clés pour le transport et la synthése des acides gras et I'accumulation des
triglycérides. Cette hypothese est confortée par les résultats qui montrent que les souris déficientes en
LXRa/B contiennent des graisses, mais moins par rapport aux controles, indiquant que LXR n’est pas
nécessaire pour la différenciation adipocytaire. Cependant, la faible accumulation de lipides montre que
LXR joue un role important dans le métabolisme des lipides et probablement dans le remodelage des
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adipocytes matures. Pour obtenir une baisse significative des dépbts lipidiques, aussi bien LXRa que LXRpB
doivent étre supprimés, puisque une petite baisse mais non significative des dépots lipidiques est obtenue
chez des souris déficientes de LXRa.. LXRa est exprimé dans durant la différenciation adipocytaire et semble
étre le candidat clé responsable des effets cités ci-dessus. Cependant, puisque les agonistes de LXR sont
des ligands pour les deux isoformes, on ne peut exclure le role de LXRB dans le tissu adipeux. D’autres
études sont nécessaires pour comprendre le role précis de LXRa et LXRB dans les adipocytes.

D. La lipogeneése dans le muscle squelettique

Un dysfonctionnement de I'expression des genes peut étre impliqué dans la pathogenése du
diabete de type 2. Les travaux de Ducluzeau et al. (2001), ont étudié la régulation par l'insuline (aprés un
clamp hyperinsulinémique de 3 heures) de I'expression de certains genes dans le muscle squelettique et le
tissu adipeux sous-cutané. Le taux basal d’ARNm du récepteur de l'insuline, du substrat du récepteur de
I'insuline (IRS-1), p85a-PI3-kinase, p110a - PI3-kinase, p110B Pl3kinase, GLUT4, glycogéne synthase et
SREBP1-c est identique dans le muscle des sujets controéles, diabétiques de type 2, diabétiques de type 1, et
des sujets non diabétiques obéses. Dans le muscle, I'expression de |'hexokinase Il, diminue chez les
patients diabétiques de type 2. Les messagers de SREBP1-c sont plus abondants dans le tissu adipeux que
dans le muscle chez I’'homme. Dans le tissu adipeux, I'expression de '’ARNm de SREBP1-c diminue chez les
sujets obeses (non diabétiques) et les diabétiques de type 2, cependant dans le muscle squelettique,
I’expression de SREBP1-c n’est pas significativement différente entre les deux groupes, elle a tendance a
étre plus faible chez les patients diabétiques de type 2 comparativement aux contréles. L'insuline
augmente d’'un facteur de 2 a 3 le taux d’ARNm de I’hexokinase Il, p85a-PI3-kinase, et SREBP1-c dans le
muscle et le tissu adipeux de sujets contrbles, chez des patients insulino-résistants non-diabétiques et
obeses ainsi que chez des sujets diabétiques de type 1 hyperglycémiques. L’augmentation de ces genes est
complétement inhibée chez des patients diabétiques de type 2. En plus de linsulino-résistance, un
dysfonctionnement de la machinerie transcriptionnelle peut contribuer aux altérations observées. Cette
hypothese est confortée par I'identification récente d’un facteur de transcription muté dans un sous-type
de diabéte de maturité (MODY) et dans une autre forme particuliére du diabéte de type 2. Si cela a lieu
également dans la forme classique du diabéte de type 2 cela peut suggérer qu’un dysfonctionnement de
I’expression des genes peut jouer un role primordial dans la pathogenéese de la maladie. Le facteur de
transcription SREBP1-c est impliqué dans les effets de I'insuline dans la transcription de plusieurs génes qui
codent pour les enzymes du métabolisme glucidique et lipidique. Cependant, une surexpression de
SREBP1-c dans le tissu adipeux chez la souris est associée avec l'insulino-résistance, le diabete et la
lipodystrophie. Le promoteur des genes de I’hexokinase, et de la protéine p85a-PI3-kinase contient
plusieurs séquences SRE et E-box, constituant un élément potentiel de réponse au facteur de transcription
SREBP-1c. Ce facteur est un candidat clé dans le dysfonctionnement de I'expression des genes observé
dans le diabete de type 2. SREBP1-c diminue dans le tissu sous-cutané des sujets obeses diabétiques de
type 2. Cette baisse ne semble pas jouer un réle prédominant dans I’altération de I'expression des genes
dans le diabéte de type 2. Il n’y a pas eu un dysfonctionnement majeur des ARNm de SREBP1-c dans le
muscle squelettique, alors qu’un défaut de la régulation de I'expression des génes en réponse a l'insuline
est observé aussi bien dans le tissu adipeux que dans le muscle squelettique. En plus, la baisse de SREBP1-c
dans le tissu adipeux semble étre associée a I'obésité, alors que la régulation de I'expression des genes par
I'insuline n’est pas modifiée dans les tissus des sujets obeses non diabétiques. Cependant, il a été montré
gu’en plus de l'augmentation de [|'expression de SREBP1-c, linsuline active également ['activité
transcriptionnelle de SREBP1-c. En définitif, I'implication de ce facteur de transcription dans la régulation
de I'expression des génes au niveau tissulaire chez ’'homme et son role dans le dysfonctionnement observé
dans le diabete de type 2 nécessite d’autres études.

La régulation de I'expression de I’hexokinase I, p85a-Pl3-kinase, et SREBP1-c est altérée dans le
muscle squelettique et le tissu adipeux de sujets diabétiques de type 2. Il est a noter le dysfonctionnement
de I'expression de ces trois génes en réponse a |'insuline dans le diabéete de type 2. Dans ce contexte, il a
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été montré que l'insuline nécessite la voie PI3-kinase pour controler I'expression des genes de I’hexokinase
Il et la p85a-PlI3-kinase a I'echelle transcriptionnelle dans les cellules musculaires en culture. Dans les
hépatocytes, la méme voie est impliquée dans les effets de I'insuline sur I'expression et I'activation de
SREBP1-c. Cependant, il a été bien montré que I’activation par l'insuline de la voie PI3-kinase est altérée
dans le muscle de patients diabétiques de type 2. Ce dysfonctionnement de la transmission du signal via la
voie PI3-kinase est impliqué dans une mauvaise régulation de I'expression des génes. Alors que la méme
voie est nécessaire dans les actions de I'insuline sur le métabolisme du glucose, la réponse des trois génes a
I'insuline est normale dans les tissus insulino-résistants des sujets obeses non diabétiques. Ce résultat
suggere que les voies impliquées dans la régulation de I'expression des genes et dans le contrdle du
métabolisme du glucose divergent apres |'activation de PI3K et que le diabéte de type 2 a des défectuosités
supplémentaires qui entrainent des régulations transcriptionnelles dans le noyau. D’autres études sont
nécessaires pour comprendre les mécanismes de I'action de I'insuline au niveau de son récepteur et au
niveau des promoteurs des génes cibles et identifier I'’élément commun qui peut étre impliqué dans le
défaut de régulation de ces génes. En résumé I'insuline module d’'une maniére coordonnée le taux d’ARNm
de plusieurs génes impliqués dans les actions de l'insuline et le métabolisme du glucose dans le muscle
squelettique et le tissu adipeux. Ces travaux de Ducluzeau et al. (2001) ont montré que la régulation des
génes de la p85a-Pl3-kinase, I’'hexokinase Il et SREBP1-c par I'insuline est défectueuse dans les tissus des
patients diabétiques de type 2 et semble étre indépendante de I'obésité liée a I'insulino-résistance et
I’hyperglycémie chronique. Ce résultats suggere que le diabéte de type 2 peut étre associé a une altération
spécifique de la signalisation au niveau du noyau ou dans la machinerie transcriptionnelle.

Cette étude montre un dysfonctionnement spécifique dans la régulation d’un groupe important de
geénes en réponse a l'insuline dans les tissus périphériques des patients diabétiques de type 2.

Implication de LXR dans la régulation de I'accumulation des lipides dans le muscle

Le réle de LXR dans le muscle squelettique chez I’homme n’est pas encore bien connu. L'étude de
Kase et al. (2005) montre que l’activation chronique par un ligand synthétique de LXR augmente la
captation, la distribution dans des complexes lipidiques cellulaires et I'oxydation du palmitate ainsi que la
captation et I'oxydation du glucose dans les cellules musculaires humaines. L’effet de I'agoniste de LXR, est
accentué par l'action de linsuline sur la captation et le métabolisme du palmitate. L’activation de LXR
induit I'expression des genes de la fatty acid translocase (CD36/FAT), et le transporteur du glucose (GLUT 1
et 4), SREBP1-c, PPARy, carnitine palmitoyl transferase-1 et uncoupling protein 2 et 3. En réponse a
I'activation de LXR, les myotubes des patients diabétiques de type 2, montrent une augmentation de la
captation et I'incorporation du palmitate dans des complexes lipidiques mais sans oxydation du palmitate
en CO,. Ce résultat montre le role fonctionnel de LXR dans aussi bien le métabolisme des lipides et du
glucose ainsi que le métabolisme énergétique dans les myotubes humains.

DIABETIC

MUSCLE

Glucose uptake Uneoupled Glucose uptake Uncoupled
Glucose oxldation Fatty acid uptake ’é‘:‘:‘i’::;.‘d:: I Glucose oxidation Fatty acid uptake T rlt:ci:::;?l
Lipid accumulation piratio Lipid accumulation T P
Lipid oxidation Lipid oxidation

Fig. 28 Role de LXR dans le métabolisme des lipides et du glucose dans le muscle squelettique. (Kase et al.,
2005)
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E. La lipogenése dans la paroi artérielle et les CMLV

La lipogenese a été mesurée dans les aortes normales et athérosclérotiques de lapins par
I'utilisation de substrats radioactifs ; le qucose—Z—“C et I'acétate-1-**C (Howard, 1971). Le carbone marqué
du glucose apparait nettement dans les TG et les phospholipides et avec un marquage plus faible dans les
esters de cholestérol. L'incorporation augmente de plus de 3 fois au cours de I'athérosclérose. La
radioactivité apparait dans le glycérol et plus particulierement dans le carbone 2 du glycérol. Environ 70 %
de I'acétate-1-"*C incorporé dans les phospholipides et les TG se trouve dans les acides gras, le reste dans la
fraction glycérides-glycérol ; 98 % de la radioactivité dans les esters de cholestérol se trouve dans la
fraction acides gras. L'incorporation de la radioactivité dans les esters de cholestérol augmente durant le
développement de I'athérosclérose. La synthese d’acides gras est identique a partir de I'acétate ou du
glucose.

Dans I'aorte normale et athérosclérotique de lapins, mais pas de I’homme, la concentration des TG
est plus importante que celle des phospholipides, cependant I'augmentation des TG due a I'athérosclérose
est similaire (Howard, 1971). L’estérification du cholestérol a partir d’acides gras provenant du glucose ou
de l'acétate marqués dans l'aorte de lapins a été montrée par les travaux de Howard, (1971).
L'incorporation de I'acétate dans les acides gras utilisés pour I'estérification du cholestérol représente 20 a
90 % d’esters de cholestérol accumulés durant le développement de I'athérosclérose.

L’équipe de Capron et Jarnet en 1990 a mesuré la lipogenése a partir du glucose marqué dans
I’aorte thoracique de rat |ésée avec un ballon-cathéter. La lésion stimule transitoirement, aprés deux jours,
la lipogenése dans l'intima-média, malgré la faible sensibilité a l'insuline de ces aortes. Cependant,
Iinsuline ajoutée au milieu d’incubation des aortes (ex vivo) a des concentrations trés élevées (10°
punités/ml) ne modifie pas la lipogenése de I'intima-média. Ces mémes travaux ont montré également que
le changement phénotypique des CMLV de I'état contractile a I'état synthétique, n’influence pas la
sensibilité métabolique de l'intima-média a I'insuline. Ces auteurs n’appuient pas l'idée que l'insuline
contribue au développement des maladies cardiovasculaires par un effet lipogénique direct sur les CMLV.

Des travaux plus récents de Davis et al. (2005) ont décrit le réle de la synthése de novo d’acides gras
dans l'accumulation des triglycérides dans des vacuoles intracellulaires et la formation des cellules
spumeuses a partir des CMLV humaines. Les CMLV humaines mises en culture dans un milieu de
différentiation adipocytaire accumulent des lipides et expriment les genes marqueurs de la cellule
adipocytaire sans pour cela atteindre une différentiation compléte. Ces cellules vasculaires ne répondent
pas a la stimulation par un agoniste des PPARy, alors qu’un agoniste du récepteur nucléaire LXR stimule
fortement I"accumulation des triglycérides. Les deux types de LXR sont exprimés dans les CMLV humaines
et leur activation par le TO901317 induit I'expression des genes de la lipogenese (FAS, SREBP1-c, SCD-1).
L'immunohistologie a montré que les CMLV humaines au niveau des plaques athérosclérotiques expriment
les marqueurs adipogéniques et contribuent au développement de I'athérome.

Métabolisme de la paroi artérielle au cours de I'insulino-résistance et du diabete

L'insuline a de nombreuses actions sur les cellules vasculaires comme |'augmentation du transport
des acides aminés, la synthese du glycogene, la synthése de I’ADN et I'expression des genes. L'insuline
possede également des actions vasculaires spécifiques, comme son role dans la libération du monoxyde
d’azote (NO) et la régulation de I'expression des ARNm des protéines matricielles et la NO-synthase
constitutive endothéliale (eNOS). Physiologiquement, I'induction avec l'insuline stimule la vasodilatation
locale via les actions du NO.

L'insulino-résistance et [|’hyperinsulinémie sont associées au développement des maladies
cardiovasculaires et a I’hypertension. Les mécanismes qui expliquent I'association entre ['insulino-
résistance et les maladies cardiovasculaires sont attribués aux effets de I'insuline sur la croissance des
CMLV, la production de la matrice extracellulaire, la réabsorption rénale du sodium et la stimulation
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adrénergique. L’hypothese qui supporte ces théories est que I'insulino-résistance est spécifique a certains
tissus comme le muscle squelettique et le tissu adipeux uniquement, considérant que le tissu vasculaire et
rénal restent sensibles a 'insuline. Les effets de I'insuline sur la croissance dans les tissus vasculaire et
rénal sont également affectés. Cependant, des études physiologiques ont montré que les fonctions
endothéliales évaluées par la vasodilatation induite par I'insuline sont réduites chez des patients insulino-
résistants et diabétiques, ce qui suggere que les cellules vasculaires sont aussi résistantes a I'insuline en ce
gui concerne certaines de ses actions physiologiques. Pour expliquer ces données, les travaux de Zhen et
al., (1999) ont suggéré que certaines actions de l'insuline comme les effets stimulateurs sur la production
du NO, sont sélectivement inhibées en état d’insulino-résistance. Alors que les autres actions de I'insuline
sur la croissance ne sont pas affectées. Le résultat de cette insulino-résistance sélective dans les tissus
vasculaires est accentué dans I'athérosclérose en état d’insulinorésistance. L’explication possible de la
perte sélective des actions de l'insuline en état d’insulino-résistance réside dans les multiples voies par
lesquelles l'insuline transmet ses effets. Dans les cellules non-vasculaires, les actions de I'insuline sont
transmis par la liaison de l'insuline a la sous-unité a du récepteur de I'insuline (IRs) qui active le récepteur
intrinséque tyrosine kinase, augmentant ainsi I'autophosphorylation de la sous-unité B du récepteur de
I'insuline (IRB) et la phosphorylation des tyrosines des protéines adaptatrices intracellulaires comme les
substrats du récepteur de I'insuline (IRS-1 et IRS-2) et Shc. IRS-1 et IRS-2 phosphorylés se lies aux domaines
SH2 (src-homology 2) des protéines intracellulaires comme la sous-unité régulatrice p85 du phosphatidyl-
inositol 3-kinase (PlI3-kinase). L’interaction de I'IRS et la sous-unité p85 de la PI3-kinase, entraine
I'activation de la sous-unité catalytique p110 de la PI3-kinase. L’activation de la voie PI3-kinase par
I'insuline est liée aux fonctions métaboliques de I'insuline comme le transport du glucose, la synthése du
glycogéne et des protéines. Les protéines Shc et IRS phosphorylées peuvent aussi se lier au domaine GRB2
aboutissant a I'activation de la voie Ras-Raf-MAP kinase qui est associée a |'expression des génes et la
croissance cellulaire.

Cependant, dans les cellules vasculaires, la voie de tranduction du signal de I'insuline n’a pas été
mesurée in vivo directement dans les tissus vasculaires. Comme dans les cellules non vasculaires le
récepteur de l'insuline est exprimé dans les CMLV ou les cellules endothéliales, une fois I'insuline liée au
récepteur et celui-ci phosphorylé, ce dernier phosphoryle I'IRS-1, I'IRS-2 et Sch et active la voie PI3-kinase
et Raf-MAP kinase. Biologiquement, 'activation de la voie PI3-kinase est liée a la production du NO, alors
que l'activation de la voie Raf-MAP kinase est associée a la croissance des cellules vasculaires et
I’expression des protéines matricielles. Ainsi il est possible qu’il ait perte sélective de I'activation de la voie
PI3-kinase par I'insuline, mais la voie MAP-kinase reste fonctionnelle en état d’insulino-résistance.

Les travaux de Jiang et al. (1999) ont caractérisé la signalisation insulinique dans les aortes et les
micro-vaisseaux de rats Zucker obéses. Ces derniers, ont une insulino-résistance, une hyperinsulinémie,
une hyperlipidémie, une intolérance au glucose et une hypertension modérée, propriétés similaires a
I'insulino-résistance liée a I'obésité et au diabete de type 2. Les résultats ont montré que la
phosphorylation des tyrosines du récepteur de [linsuline IRS-1/2, l'activité de la PI3-kinase et la
phosphorylation des sérines de Akt/PKB sont altérées au niveau vasculaire chez ces animaux. Cependant,
I'insuline phosphoryle de la méme maniére les tyrosines des protéines ERK-1/2 MAP kinase dans les micro-
vaisseaux des rats contréles et obéses. Cependant le taux basal de la phosphorylation des tyrosines des
MAP kinases est significativement plus élevé dans les aortes et les micro-vaisseaux de rats obeses
comparativement aux contrOles. Ce résultat a apporté la premiére analyse quantitative de la voie de
signalisation de I'insuline dans des tissus vasculaires intacts et démontré le dysfonctionnement sélectif de
I"activation par l'insuline de la voie Akt-PlI3-kinase chez les animaux obéses et insulino-résistants. Les sites
du dysfonctionnement de la signalisation de I'insuline semblent étre au niveau du récepteur de l'insuline et
a I'échelle post-récepteur dans l'aorte et les micro-vaisseaux de rats Zucker obéses. La quantité des
récepteurs d’insuline n’est pas changé, les niveaux des phosphorylations des tyrosines induits par l'insuline
diminuent significativement dans les vaisseaux sanguins des rats Zucker obéses (études réalisées in vivo et
ex vivo) comparativement avec les rats controles. La baisse de la phosphorylation du récepteur de I'insuline
et la signalisation via la voie PI-3 kinase dans les tissus vasculaires des rats Zuckers obeses semble étre
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similaire a celle trouvée dans le muscle, le foie et le tissu adipeux des modeles animaux d’insulino-
résistance et chez 'lhomme (Folli et al., 1993; Kerouz et al., 1997). Dans le foie de rats Zucker obeéses, la
liaison de I'insuline a la membrane plasmique diminue avec I’'age (une seule étude) (Clark and Clark, 1982),
cependant d’autres études n’ont pas rapporté des changements de la liaison avec le récepteur, alors que
I'activité tyrosine kinase diminue (Hurrell et al., 1989). Chez des patients obéses, le nombre du récepteur
d’insuline et de liaison diminue dans le muscle squelettique (Goodyear et al., 1995). Cependant, la
stimulation de I'activité de la PI3-kinase par I'insuline est toujours altérée et les taux des protéines IRS-1 et
IRS-2 diminuent dans le muscle et le foie des rats Zucker obéses (Anai et al., 1998). Chez des souris
diabétiques ob/ob, la diminution de la phosphorylation des tyrosines du récepteur de l'insuline, la
phosphorylation des tyrosines de I'IRS-1 et la diminution de I'activation de la PI-3kinase dans le foie et le
muscle squelettique sont associés avec la réduction de I'expression des protéines du récepteur de
I'insuline, IRS-1, IRS-2 et la sous-unité p85 de la PI3-kinase (Kerouz et al., 1997). Par contre, les travaux de
Jiang et al. (1999), n‘ont pas trouvé des changements de I'expression des protéines du récepteur de
I'insuline B ou la sous-unité p85 de la Pl-3kinase dans les tissus vasculaires de rats Zucker obeses. Cette
différence pourrait étre du au fait d’avoir quantifié la totalité des récepteurs de l'insuline plutot
gu’uniquement ceux lier a la membrane plasmique. En plus, il est possible que I'insulino-résistance peut
étre induite sans changement du taux des protéines du récepteur de l'insuline. Il a été rapporté que le
TNFa inhibe la signalisation insulinique au niveau des phosphorylations des tyrosines du récepteur et de
I'IRS-1 sans changement dans les taux des protéines du récepteur de I'insuline.

Il ya probablement plusieurs mécanismes qui sont a l'origine de la diminution de la signalisation par
I'insuline via la voie PI-3kinase au niveau vasculaire chez des rats obéses insulino-résistants.

1- Augmentation de la phosphorylation des sérines et thréonine du récepteur B de l'insuline

(IRB) ce qui réduit I'activité kinase du récepteur et I'autophosphorylation. Il a été montré
que l'activation de la PKC induit la phosphorylation des sérines du récepteur de I'insuline
ce qui inhibe l'activité tyrosine kinase aboutissant a la baisse des activités PI-3kinase
induites par l'insuline dans les cellules vasculaires et non vasculaires. L'activation de la
protéine kinase C-a, -B, -€ et -6 a été rapportée dans le muscle squelettique de rats
Zucker obese et des rats Goto-Kakizaki diabétiques.

2- Altération de I'activité phophosphotyrosine phosphatase qui entraine une baisse de la
phosphorylation des tyrosines du récepteur de l'insuline et les protéines substrat du
récepteur de l'insuline qui secondairement diminuent l'activité PI3-kinase. Aussi bien
I"augmentation et la diminution des activités phosphotyrosine phosphatase ont été
montrées dans le muscle squelettique et/ou le tissu adipeux des rats Zucker obeéses et
chez des patients obéses et diabétiques.

3- La dyslipidémie joue un réle dans linsulino-résistance observée chez les rats Zucker
obeses. Des études récentes suggerent que [|'hypertriglycéridémie induite
expérimentalement et l'augmentation des taux d’acides gras libres plasmatiques
affectent in vivo les actions métaboliques de I'insuline.

4- Les facteurs circulants et les hormones (TNFa, TNFB, angiotensine Il) peuvent aussi
réguler la voie de signalisation de l'insuline au niveau vasculaire. Il a été suggéré que le
TNFa est un important médiateur de la résistance a l'insuline chez les animaux obeses par
ses sur-expressions dans les tissus adipeux. L'angiotensine I, inhibe la signalisation
insulinique par la modulation de la phosphorylation des protéines substrat de I'insuline
et/ou I'activité de la PI3-kinase. L’endothéline-1 qui augmente dans le diabéte de type 2,
atténue l'activité de la PI3-kinase dans les CMLV en culture.

Le dysfonctionnement sélectif de la signalisation insulinique sur la voie PI3-kinase peut étre
important du point de vue pathophysiologique dans I'incidence des maladies cardiovasculaires. Une étude
récente de Zeng et Quon montre que |'activation de la voie PI3-kinase peut étre impliquée dans les effets
stimulateurs de I'insuline sur la libération du NO par les cellules endothéliales vasculaires en culture. Cet
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effet de I'insuline sur le NO pourrait étre responsable des actions vasodilatatrices de l'insuline. En état
d’insulino-résistance, la vasodilatation induite par I'insuline est affectée a cause de I'inhibition partielle de
la voie PI3-kinase. L'effet vasodilatateur de l'insuline est également inhibé chez les sujets obeses et des
patients diabétiques de type 2. Il a été récemment rapporté que |'effet vasodilatateur de I'insuline pourrait
étre partiellement du a I'augmentation de I'expression du gene eNOS via la voie PI3-kinase. En plus des
actions vasodilatatrices, la stimulation de la production du NO par l'insuline peut aussi affecter le
remodelage vasculaire comme l'inhibition de la prolifération et la migration des CMLV, I'agrégation
plaquettaire et I'adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales. Ces données suggerent que I'inhibition
de l'activation de la voie PI3-kinase par l'insuline dans les tissus vasculaires en état d’insulino-résistance
contribue a la perte des effets de l'insuline sur la production du NO, ce qui accentue le potentiel
athérogénique de I'état d’insulino-résistance.
Contrairement a I'activation de la voie PI3-kinase, les connaissances sur 'activation de la voie ERK-1/2 MAP
kinase en conditions d’insulino-résistance et de diabéte in vivo sont limitées. Les résultats de Jiang, (1999),
ont montré que l'insuline a des taux physiologiques peut activer modérément la MAP-kinase dans les
microvaisseaux. Cette étude de Jiang et al., (1999) a montré que l'insuline peut stimuler aussi bien la voie
PI3-kinase que la voie MAP kinase au niveau vasculaire ex vivo ou in vivo. En situation d’insulino-résistance,
la voie PI-3 kinase est sélectivement inhibée dans les tissus vasculaires comparativement a I'activité de la
voie MAP kinase. Ce résultat conforte |'hypothése selon laquelle, l'insuline dans les conditions
physiologiques, posséde des actions vasodilatatrices et antiathérogéniques transmises par la voie NO-PI3-
kinase, cependant la voie PI3-kinase stimule également la synthése de I’ADN. En conditions d’obésité et
d’insulino-résistance les fonctions vaso-dilatatrices et antiathérogéniques de l'insuline transmises par la
voie PI3-kinase sont altérées, alors que les actions proathérogéniques transmises par la cascade des MAP
kinases sont augmentées du a I’hyperinsulinémie et les facteurs plasmatiques mitogenes. Le déséquilibre
entre la signalisation de la voie PI3-kinase et MAP kinase au niveau vasculaire favorise le développement
des anomalies cardiovasculaires observées chez des patients insulino-résistants et diabétiques.

Les travaux d'Hodroj et al. (2007), sur les CMLV humaines en culture de sujets diabétiques, ont
montré que I'action de l'insuline sur I'expression de I'angiotensinogene et le récepteur AT1R est transmise
uniquement par la voie MAP kinase, la voie PI3-kinase étant résistante a I’action de I'insuline.
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MATERIEL & METHODES
I. MATERIEL BIOLOGIQUE
Animaux étudiés :

Nous avons au cours de ce travail utilisé trois modéles d'animaux : rats Zucker (controles, obeéses,
diabétiques), souris C57/B6 et une gerbille (Psammomys obesus).

1- Rats Zucker obéses.

Le rat Zucker obése est un modele d’obésité et d’insulino-résistance d'origine génétique. Ces rats

sont génétiquement déficients en signalisation de la leptine du fait d'une mutation du récepteur de la
leptine (Kasiske et al., 1992). Les rats homozygotes pour la mutation sont hyperphagiques, ont une activité
physique diminuée et développent rapidement une obésité et une insulino-résistance du métabolisme
glucidique pouvant évoluer vers le diabéte de type 2. Les rats hétérozygotes pour la mutation du récepteur
de la leptine n’ont pas d’anomalies métaboliques et sont utilisés comme contréles.
Les rats obeses (ZO, n=18) et contréles (CO, n=18), tous males, ont été fournis par Charles River (France).
lls sont arrivés a I'age de 6 semaines et ont été hébergés pendant tout le protocole dans les locaux de la
plate-forme ANIPHY (Explorations physiologiques du petit animal vivant) de I'UCBLyonl dans des
conditions de température (22+1°C) et d'éclairage (lumiere allumée a 07h et éteinte a 19h) contrdlés. Les
animaux ont recu ad libitum de I'eau et une alimentation standard de laboratoire (Global Diet 2018). Ce
régime a la composition centésimale suivante :

Eau: 12.00
Protéines: 18.50
Lipides : 5.50
Fibres : 4.50
Autres : 6.00

Les rats Zucker obéses et leurs contrbles ont été répartis en trois lots de six rats chacun et suivis
respectivement pendant 7 (un groupe ZO et CO), 14 (un groupe ZO et CO) et 21 (un groupe ZO et CO)
semaines avant le sacrifice final.

2- Rats Zucker diabétiques (ZDF)

Les rats ZDF sont un modele d'animaux obéses et insulino-résistants puis diabétiques. Ils ont
également une mutation du récepteur de la leptine mais associée a d'autres anomalies, en particulier de la
sécrétion insulinique. Le développement du diabete nécessite une alimentation particuliere, enrichie en
lipides par rapport a l'alimentation habituelle en milieu d'animalerie, et différente pour les rats males et
femelles. Ces rats homozygotes pour la mutation sont comme les Zucker obéses hyperphagiques avec des
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dépenses d'énergie diminuées. Lorsqu'ils recoivent I'alimentation nécessaire, leurs anomalies métaboliques
évoluent en trois phases (Forcheron et al., 2009) : obésité avec insulino-résistance manifeste dés I'age de 7
semaines, diabéete de type 2 avec hyperinsulinisme apparaissant vers les 10°-12° semaines, puis évolution
progressive vers la carence insulinique, en général marquée a la 21°semaine et pouvant aller jusqu'au
diabete insulino-dépendant.

Les rats ZDF (fa/fa, n=15) et leurs contréles (CZ, +/+, n=15), tous males, ont été fournis par Charles River
(France). lls sont arrivés a I'age de 6 semaines et ont été hébergés pendant tout le protocole dans les
locaux de la plate-forme ANIPHY dans les mémes conditions que les Zucker obéses a |'exception de
I'alimentation qui était dés leur arrivée celle recommandée pour |'apparition du diabéte (Formulab Diet,
5008%*). Les calories fournies sont en % les suivants :

Protéines : 26,85
Lipides : 16,71
Carbohydrates: 56,44

Cette alimentation a été donnée aux rats ZDF et aux rats CZ. Les animaux ont recu ad libitum de I'eau.

Les rats ZDF et leurs contrdles ont été répartis en trois lots de 5 rats chacun et suivis pendant 7 (un groupe
ZDF et CZ), 14 (un groupe ZDF et CZ) et 21 (un groupe ZDF et CZ) semaines avant le sacrifice final. Notre
travail sur le rat Zucker diabétique a porté sur I'extraction au niveau des aortes des lipides totaux, des ARNs
et la mesure par PCR quantitative des genes d’intérét, I'expérimentation animale a été réalisée par d’autres
membres de I'équipe.

3- Psammomys obesus

C’est une gerbille déserticole diurne appartenant a la famille des Gerbillidés. En Algérie, nous le
trouvons dans plusieurs régions du Sahara notamment dans la région de Béni-Abbes (30°7 de latitude nord
et 2°10 de longitude ouest) au sud-ouest d’Alger, wilaya de Béchar, ou il a été capturé. Il est appelé
communément, « gerd » par les populations locales des différentes contrées sahariennes (Daly et al.,
1973).
Pour échapper aux conditions climatiques séveres du désert, Psammomys obesus choisit le lit des oueds ou
les rivieres desséchées. Il creuse des terriers trés profonds et communicants a I'intérieur par des galeries a
plusieurs étages et avec plusieurs sorties a I'extérieur. En général, les trous des terriers sont faits a la base
des domes de terre sablonneuse, recouverts par des touffes de plantes halophiles dont il se nourrit. Ces
plantes appartiennent a la famille des Chénopodiacées; Tragnum nudatum, Salsola foetida et Suaeda
mollis ; elles sont trés riches en eau et en sels minéraux en particulier en sels de sodium.

En tenant compte de la vie de I'animal dans son biotope naturel, nous avons essayé de réaliser des
conditions de captivité appropriées pour réussir le maintien de I'animal au laboratoire (Animalerie de
I"'USTHB Houari Boumediene, Alger). Ainsi, les animaux sont répartis dans des cages individuelles, munies
d’une litiere en sciure, renouvelée tous les deux jours et d’une boite en bois pourvue de plusieurs
ouvertures, pour leur servir de terrier ou ils créent des conditions d’humidité proches de celles de leur
biotope, en accumulant des plantes salées riches en eau. La température de I'animalerie est maintenue
constante, aux environs de 25°C. Dans la journée, |'éclairage est réalisé par la lumiere artificielle (de 07h a
19h). A leur arrivée, les animaux continuent de recevoir les plantes salées provenant de leur biotope et ce,
pendant quelques jours. Cette nourriture est progressivement complétée puis remplacée par des plantes
salées (Salicornes) de la méme famille que celle du désert mais poussant en bordure de mer (Anse de
Kouali a Tipaza, Alger).

Apres une période d’adaptation, les animaux sont répartis en groupes suivant le régime alimentaire, cette
expérimentation a duré six mois.
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Le régime naturel administré est la plante halophile poussant en bordure de mer caractérisée par une forte
teneur en eau (80.79 %) et en sels minéraux (6.86 %), sa composition est la suivante :

Eau: 80,79 %
Matiéres minérales : 6,86 %
Matiéres grasses : 0,40 %

Matiéres protéiques: 3,53 %
Hydrates de carbone: 8,42 %
Les hydrates de carbone se répartissent en :

Sucres totaux : 0,18 %
Lignine : 1,12 %
Hémicellulose : 2,62 %
Cellulose : 2,23 %
Indéterminée : 2,27 %

La valeur énergétique peut étre estimée a moins de 450 Calories par kilogramme de plantes fraiches. La
prise journaliere est de 50 g, I'animal recoit donc 20-22 Calories par jour.

Régime naturel additionné de régime hyperlipidique (RNL)
Le régime lipidique est a base de jaune d’ceuf cuit. Chaque animal regoit quotidiennement % de
jaune d’ceuf. La composition en g pour 100g de jaune d’ceuf est la suivante :

Eau: 40-46
Matieres séches : 43,5-50
Protéines : 13,5-17.5
Lipides : 30-34

O saturés 10,5-12

O monoinsaturés 16,5-19

0 polyinsaturés variables

0 cholestérol 1.2-1.35
Glucides : 0.15-0.25
Cendres : 1-15
Calories : 370 — 400 Calories
La composition en vitamines et en sels minéraux (ug/100g d’ceuf)
Vitamine A : 1000
Vitamine D : 5
Vitamine E : 5000
Vitamine K : 100
Phosphore : 540
Fer: 6,5

Un quart de jaune d’ceuf pése en moyenne 5g représentant une ration de 20 Calories en moyenne;
additionné a la plante constitue une ration alimentaire journaliere totale de 40 Calories.

56



3 animaux ont recgu l'alimentation normale et 6 l'alimentation hyperlipidique pendant six mois avant le
sacrifice final. Leur poids a été suivi pendant ces six mois et des prélevements de sang ont été faits avant
puis 1,2 4 et 6 mois apres le début de I'alimentation controlée.

4- Souris traitées avec I'agoniste de LXR

Des souris males de la souche C57/BL6 de poids moyen de 25 g ont été hébergées a ANIPHY. Elles
ont recu une alimentation standard et ont été réparties en deux lots : un lot contréle (12) et un lot traité
(12) par un agoniste de LXR, le GW3965 a raison de 40 mg/kg/ jour, pendant trois jours. Le GW3965 dilué
dans du méthyle cellulose a une concentration de 0.5 % a été administré par gavage le matin. Les souris
contréles ont recu uniquement le méthyle cellulose. Les gavages ont commencé aprés une semaine
d'adaptation. Au terme de I'expérimentation, le sang est prélevé au niveau du sinus rétro-orbital de I'ceil.
Pour les préléevements de tissus (foie, aorte) les souris sont sacrifiées par torsion cervicale. Les aortes de 6
souris de chaque groupe ont été utilisées pour I'extraction des lipides, celles des six autres souris pour
I’extraction des ARN totaux.

Il. TECHNIQUES OPERATOIRES ET ANALYTIQUES

Afin de controler leur évolution pondérale, les animaux (Zucker, Psammomys obesus et les souris)
sont régulierement pesés, chaque début de semaine ou chaque jour pour les souris. L'évolution
métabolique est suivie par des prélevements de sang sur I'animal vigile par des ponctions au niveau du
plexus rétro-orbital de I'ceil a 'aide d’une pipette pasteur préalablement héparinée (Psammomys, souris)
ou au niveau de la queue (rats). Aprés centrifugation, le plasma est conservé a -80°C pour le dosage des
parametres biochimiques (glycémie (glucometer), triglycéridémie, cholestérolémie et acides gras non
estérifiés (dosage enzymatique par le kit bioMérieux’) ainsi que pour le dosage de Iinsuline (Rat Insulin
ELISA, Mercodia, ou CristalChem)).

Au terme de I'expérimentation (3 jours pour les souris, 7, 14 ou 21 semaines pour les différents
groupes de rats Zucker et contréles et 6 mois pour Psammomys obesus), les animaux sont sacrifiés apres
anesthésie a I'uréthane (0.4 ml/100g, Psammomys obesus) ou au pentobarbital. Les tissus (foie, aorte) sont
prélevés rapidement et rincés dans du salé isotonique froid. Une partie des tissus est congelée
immédiatement dans I'azote liquide puis conservée a -80°C jusqu’aux analyses. Pour I'étude histologique et
histochimique, d’autres fragments sont fixés dans le Bouin aqueux et/ou le formol a 4 %.

lll. ETUDE DANS LES PLAQUES ATHEROMATEUSES CHEZ L'HOMME

Ce travail a été fait sur des échantillons recueillis chez des patients diabétiques et non diabétiques.
Le protocole a été approuvé par le comité d’éthique de Lyon. Les plaques d’athérome ont été prélevées
lors d’endartériectomie carotidienne a I’h6pital Edouard HERRIOT de Lyon par le Professeur Patrick
Feugier. Les échantillons directement collectés dans la salle d’opération sont immédiatement disséqués
selon leur aspect macroscopique en deux parties: une athéromateuse (A), présentant des dépots
lipidiqgues, et une seconde saine (S), sans dépots lipidiques, avoisinante a la précédente, puis
immédiatement congelés dans de I'azote liquide. La collecte des échantillons a été réalisée par d’autres
membres du laboratoire ainsi que les extractions d’ARNt, notre travail a consisté en la réalisation de la RT-
PCR pour la mesure des génes d’intérét.
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IV. CULTURE DES CELLULES MUSCULAIRES LISSES VASCULAIRES

Il est indispensable de souligner I'importance de I'asepsie dans les moindres gestes des étapes de la

culture cellulaire. Les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) sont mises en culture selon la technique
de (Ross, 1971) modifiée par (Bourdillon et al., 1977). Ces mises en culture ont été faites a partir de rats ZO
et CO de 14 semaines et de Psammomys obesus diabétiques ou contréles aprés 6 mois de régime controlé.
Aprés anesthésie a I'uréthane (Psammomys) ou au pentobarbital (rats), I'aorte est soigneusement prélevée
et immédiatement plongée dans une boite de pétri contenant du soit du DMEM (cellules de Psammomys)
ou du PromoCell (cellules de Zucker) avec 10 % de sérum de veau feoetal (SVF) et 5 % d’hépés pour le
maintien du pH. Afin d’isoler la média de I'adventice et de I'’endothélium, I'aorte est incubée (20 mn a 37°C)
dans un tube stérile contenant de la collagénase (type IA, Sigma) a 0.1 %. L'aorte thoracique constituée
seulement de la média est fragmentée en anneaux « explants » de 0.5 a 1 mm d’épaisseur qui sont
déposés sur le support de flacons de culture qui contiennent chacun 5 ml de DMEM a 15 % de SVF. Pour
adhérer a leur support, les explants sont laissés pendant 10 a 15 mn en position verticale puis placés dans
un incubateur a 37°C sous atmospheére constituée de 95 % d’air et 5 % de CO,.
La mise en culture des explants correspond a la culture primaire ou primoculture, au cours de laquelle se
forment des aires de prolifération autour des explants qui finissent par constituer un tapis cellulaire au
bout de 3 a 4 semaines, c’est la confluence. Au-dela, une trypsinisation s’avére nécessaire. La trypsine (0.1
%, Gibco) est utilisée pour détacher les CMLV en primoculture de leur support. Une suspension cellulaire
est ainsi obtenue. Les cellules sont ensemencées par la suite dans d’autres flasques, le 1°" passage est ainsi
réalisé. La culture secondaire correspond a tous les passages qui suivent le premier. Lorsque les cellules
arrivent a confluence et aprés chaque trypsinisation (0.08%) un nouveau passage est réalisé. Pour notre
étude, les cellules sont utilisées a un stade précoce (3 au 5°™ passage). Pour les expériences elles sont
réparties dans les puits de plaques 2 six puits (10° cellules/puits)

Traitement in vitro

Pour ces expériences le milieu de culture avec SVF a d’abord été remplacé par du milieu (DMEM 5mM de
glucose ou Promocell 5Mm de glucose) sans SVF pendant 24 heures. Ensuite des cellules ont été recueillies
(temps témoin initial DO) et le milieu des autres puits est remplacé par du DMEM ou du PromoCell auquel
avait été rajouté les molécules a tester :

v Facteurs adipogéniques
Les différents types de cellules musculaires lisses vasculaires ont été incubés en présence de facteurs
adipogéniques a la concentration (finale dans le milieu) de :

- Insuline 1.2 uM (préparée dans du NaCl 0.9 %)

- Triiodothyronine (T3) 1nM (préparée dans NaOH 0.01N)

- Dexaméthasone 100 nM (dans I’éthanol absolu)

- 3-Isobutyl 1-méthyl xanthine (IBMX) 0.25 mM (dans le milieu de culture)

Le traitement a été administré sous forme de mélange des trois facteurs adipogéniques (insuline, T3,
dexaméthasone et IBMX). Ce milieu adipogénique (ADM) est celui utilisé par Davies et al. (2005). Ce
traitement a été fait pendant 3, 7 et 21 jours pour les CMLV de ZO et CO et pendant 3 et 7 jours pour les
CMLV de Psammomys. Les effets de I'insuline et de la T3 utilisées de maniére isolée (méme concentration
gue pour le mélange) ont également été testés. On rajoute 1 pl de la solution de dissolution/ml de milieu
de culture pour les cellules qui ne sont pas traitées.
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v' Concentrations élevées de glucose :
L’action du glucose a été testée en remplacant le milieu a 5 mM de glucose par du milieu a 25 mM de
glucose pendant 3, 7 et 21 jours pour les CMLV de ZO et CO et pendant 3 et 7 jours pour les CMLV de
Psammomys. L’action du glucose a été testée en I'absence et en présence de milieu adipogénique.

v Agonistes de LXR et PXR

Les cellules ont été traitées également avec des agonistes spécifiques de LXR comme le GW3965 (1uM,
concentration finale) et la paxilline (10 uM) ou spécifique de PXR, le pregnen-3B-OL-20-ONE-16A-
Carbonitrile (PCN) (30 uM) ; Ces agonistes proviennent de SIGMA. L’agoniste mixte de LXR et de PXR (Mitro
et al., 2007b) utilisé est le TO901317 (10 uM) de Calbiochem. Tous les agonistes ont été dissous dans
I’éthanol (solution stock de 10 ou 30 mM). De I’éthanol a été ajouté a la méme concentration finale dans le
milieu de cellules controéles.

La durée des différents traitements a été de 3 et 7 jours selon les types cellulaires.

V. EXTRACTION TISSULAIRE ET CELLULAIRE DES LIPIDES

L’extraction totale des lipides est réalisée selon la méthode de (Folch et al., 1957). Les tissus (aorte ou foie
40-100 mg) ont été broyés dans un mélange chloroforme-méthanol (2/1 v/v) dans la proportion de 1.5 ml
du mélange pour 100 mg de tissu. Apres centrifugation (2000 g) de 10 min a +4°C, la phase chloroformique
a été récupérée dans un autre tube (phase A). Sur le culot, une deuxieme extraction a été réalisée par 2ml
de chloroforme-méthanol (1/1 v/v). La deuxiéme phase organique (phase B) récupérée a été rajoutée a la
premiere. Les deux phases ont été lavées avec 2 ml d’eau distillée. La phase chloroformique a été reprise
apres centrifugation. Aprés évaporation sous azote de cette phase, le culot a été repris dans 100 pl de
propanol. Les lipides ainsi dilués dans du propanol ont été dosés par le kit de TG (bioMérieux®, France), par
la méthode colorimétrique enzymatique.

L’extraction a partir des cellules suit les mémes étapes. Aprés trypsinisation, les cellules de chaque Falcon
ont été reprises par 1.1 ml de PBS (1X). 100ul ont été prélevés pour la numération des cellules. L’extraction
des lipides a été réalisée sur le 1 ml de suspension restant. Aprés centrifugation, le culot cellulaire a été
repris dans 1.5 ml du mélange de Folch (chloroforme-méthanol (2/1 v/v). Les étapes suivantes sont
identiques a celles utilisées pour les tissus.

VI. MESURE DE LA LIPOGENESE DANS LES CMLV PAR LA SPECTROMETRIE DE MASSE

Le palmitate synthétisé par la voie de la lipogenese incorpore dans sa molécule au cours de cette synthese
de I'hydrogéne provenant directement ou indirectement (par I'intermédiaire de NADP réduit) de I'eau
intracellulaire. Lorsque de l'eau tritiée ou deutérée est introduite dans les cellules, du tritium ou du
deutérium est incorporé dans les acides gras synthétisés incorporés eux-mémes ensuite dans les
triglycérides (pool du produit). Cette incorporation est d’autant plus importante que I’enrichissement en
deutérium ou tritium de I’eau intracellulaire (pool précurseur) est important et que la voie de la lipogenése
est active. En mesurant I'enrichissement dans I'eau et dans le pool des molécules synthétisées, nous
pouvons donc calculer la contribution de la lipogenése au pool des molécules produites (Diraison et al.,
1997). Cet enrichissement est mesuré lors de I'utilisation d’eau deutérée par la chromatographie en phase
gazeuse et la spectrométrie de masse. Nous avons utilisé cette méthode pour évaluer la lipogenése par des
cellules musculaires lisses vasculaires en culture, par la mesure de I'enrichissement en deutérium incorporé
dans les lipides synthétisés, notamment le palmitate des triglycérides (Beylot, 2006; Diraison et al., 1997,
Lowenstein et al., 1975). Pour cela, de I'eau deutérée est ajoutée dans le milieu de culture des cellules (3%
v/v), et les cellules et le milieu de culture sont récupérés aprés 24 h d’incubation pour la mesure
d’enrichissement en deutérium dans le milieu de culture et le palmitate des TG des CMLV.

Cette technique nécessite 4 étapes :
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1-

2-

Extraction des lipides totaux par la méthode de Folch (méthode sus-citée) et dosage des TG par la
méthode colorimétrique enzymatique.

Séparation des lipides par chromatographie sur couches minces (CCM); aprés évaporation du
propanol, utilisé pour le dosage des TG, les lipides sont repris dans 75 pl de mélange
chloroforme/méthanol, 2 :1 (V:V) et déposés sur la plaque de silice. Cing extraits lipidiques (75 pl)
et le standard des TG, sont déposés sur chaque plaque. La migration se fait verticalement dans un
mélange hexane-éther-acide acétique (80/20/1). Les spots des différentes classes de lipides sont
révélés sous une lampe a UV aprés une pulvérisation de dichloro-fluoréscéine et identifiés grace aux
standards. La tache identifiée qui correspond aux triglycérides est marquée par un cercle a I'aide
d’un crayon. Avant de passer a I'étape suivante, les plaques peuvent étre conservées dans du papier
aluminium a -20°C.

Dérivation des lipides : cette étape permet de masquer les groupements polaires des lipides par
I’addition de groupements neutres (méthylation), permettant ainsi d’augmenter leur volatilité, leur
stabilité et leur détectabilité, afin de faciliter leur séparation par CPG. Le dérivé est choisi de facon a
ce que sa fragmentation dans le spectrométre de masse donne naissance a un fragment facilement
utilisable pour la mesure de I’enrichissement.

Sur les plaques de silice, les taches correspondantes aux fractions triglycérides sont grattées a I'aide
d’un scalpel et récupérées dans des tubes a vis en pyrex de 10 ml. Les acides gras des TG sont
transformés en esters méthyliques selon la technique de (Morrison and Smith, 1964). Chaque
fraction de TG récupérée sur la silice recoit 250 pl d’heptane-méthanol (20 : 80) et 250 ul de boron
fluoride (BF3)-méthanol.

Les tubes bien fermés sont placés 30 min a 100°C dans un bain marie pour la
transméthylation des TG. La réaction est stoppée en plagant les tubes dans la glace. On ajoute
ensuite 1.5 ml de K,COs3 (5%) qui précipite la silice et le BF; et 2 ml d’iso-octane pour extraire les
esters d’acides gras méthylés. Le mélange est agité et centrifugé (3000 trs/min ; 10min) ; la phase
supérieure contenant les lipides est récupérée, la phase inférieure est lavée avec 2 ml d’iso-octane.
Apres homogéinistation et centrifugation, la phase supérieure est récupérée et ajoutée a la
premiere. L'iso-octane contenant les AG méthylés est évaporé completement sous flux d’azote. Les
échantillons sont repris dans 100 ul d’iso-octane puis transvasés dans des cOnes pour la
chromatographie en phase gazeuse (CPG)-spectrométrie de masse.

Chromatographie en phase gazeuse (CPG) : Cette étape permet de purifier le produit étudié et de
I'introduire sous forme gazeuse dans le spectrometre de masse. Les molécules dérivées sont
introduites dans le chromatographe (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA) équipé d’une colonne
capillaire de silice (OV-1701 ; Chrompack, Raritan, NJ, USA) interfacé par un spectrométre de masse
HP 5871 (Hewlett Packard, impact d’électron de 70eV). La colonne du chromatographe est
parcourue continuellement par un gaz vecteur (I’hélium). Les molécules introduites dans la colonne
vont se répartir entre cette phase (phase stable) et le gaz vecteur (phase mobile) en fonction de
leur stabilité relative dans ces deux phases. La température de l'injecteur du chromatographe est de
250°C, celle du four est de 75°C, cette derniére augmente de 20°C par minute pour atteindre 250°C.
Spectrometre de masse : a la sortie de la CPG, les différentes molécules vont étre ionisées et
fragmentées par un flux d’électrons d’une énergie stable, donnant naissance pour une molécule
donnée aux mémes ions, dans les mémes proportions. L'ensemble de ces ions une fois recueillis par
I’analyseur, constitue le spectre de masse de la molécule qui est caractéristique de celle-ci. Ces ions
sont séparés en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Pour notre étude, il s’agit des ions de
m/z de 270 (le palmitate naturel) et 271 et 272 (palmitate marqué).

Calcul de la syntheése lipidique :

La lipogenese est mesurée au niveau des CMLV, a partir des enrichissements en eau deutérée dans le
palmitate des TG. L'eau deutérée présente dans le milieu de culture s’incorpore dans les hydrogenes du
palmitate, normalement il y’a 31 sites d’incorporation au niveau de cette molécule, mais étant donné
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I’effet isotopique, les enzymes « préferent » I'eau naturelle a I'’eau deutérée. Il n’y aura ainsi que 21 sites
« apparents » d’incorporation du deutérium dans le palmitate. On calcule I’enrichissement réel (El) ; c’est |a
soustraction de la valeur du rapport 271/270 du palmitate marqué de la valeur donnée de ce rapport
donnée par le palmitate naturel. Cet enrichissement en rapport molaire (RM = molécules marquées/
molécules naturelles) est transformé en mole per cent excess (MPE) qui correspond au rapport de
molécules marquées sur la somme des molécules marquées et non marquées (MPE= P*/(P*+P).
L’enrichissement théorique maximal dans le milieu de culture (Elmax, Vvaleur qui aurait été observée si
toutes les molécules de palmitate ont été produites par la lipogenese) correspond a I'enrichissement de
I’eau (0.03) multiplié par le nombre de site d’incorporation du palmitate (N) (Elnax = 0.03 x 21). La
contribution de la lipogenése, en pourcentage, correspond au rapport MPE/ Elma. On peut ensuite si on a
mesuré la concentration de TG dans les cellules calculer la lipogenése absolue en ug/10° cellules
(lipogenése n %*[C] TG).

VIl. MESURE DES ARNm
A. EXTRACTION TISSULAIRE ET CELLULAIRE DES ARN TOTAUX

Les ARN totaux sont extraits par la méthode du guanidium/thiocyanate/phénol/chloroforme (TRIZOL® -
Invitrogen) (Chomczynski and Sacchi, 1987). 100 mg de tissu ou de cellules sont repris par 1 ml de TRIZOL".
On rajoute ensuite le mélange chloroforme/alcool isoamylique (24/1) (V/V). Apres centrifugation, la phase
supérieure est récupérée pour la précipitation par l'isopropanol du culot d’ARN. Le culot est lavé dans
I’éthanol 70°, puis séché et remis en suspension dans 50 ul d’eau RNAse free. L’ARN total extrait est traité
par la DNAse | (QIAGEN) dans un tampon d’incubation (Acétate de sodium a 0.1 M et du MgCl, a 5 mM
pH=5.2) pendant 1 heure au bain marie a 37°C. Une seconde extraction au phénol/chloroforme est
effectuée. L'ARN précipité est remis en suspension dans 25 pl d’eau RNAse free et dosé au
spectrophotometre (D.O. a 260 nm). La pureté est vérifiée par la mesure du rapport DO 260 nm/ DO 280
nm.

B. TRANSCRIPTION INVERSE

La transcriptase inverse est une enzyme qui transcrit I'information génétique de ’ARN en ADN (appelé
aussi ADN complémentaire, ADNc). L'ADNc produit par la RT est utilisé pour effectuer une PCR.

L’ADNc est synthétisé a partir de 500 ng d’ARN total avec 200 U/ul de reverse transcriptase (SuperScript'™
I, Invitrogen) en présence d’amorces au hasard, des hexameres de séquence aléatoire (Random
Primer Promega) (50ug/ml). L’ARN est rétrotranscrit dans un volume réactionnel de 20 pl contenant 1 pl de
mix dNTP (10 mM) (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 4 ul du tampon 5X first-stand buffer (Tris-HCI, 250 mM pH
8.3, KCI 375 mM, MgCl, 15 mM), 2 ul DTT (0.1 M).

Les étapes de la transcription inverse sont réalisées dans un thermocycleur. La premiére étape, en
présence de dNTP et des hexaméres, le mélange est chauffé a 65 °C pendant 5 min. Aprés avoir ajouté la
SuperScript Il, les étapes qui suivent sont :

25°C pendant 10 mn ; hybridation des amorces.

42°C pendant 50 mn ; activation de I'enzyme, la reverse transcriptase.

70°C pendant 15 mn ; arrét de la réaction de I'’enzyme.

C. PCR QUANTITATIVE EN TEMPS REEL

La Polymerase Chain Reaction ou PCR, consiste en la réplication a la chaine d’une séquence d’ADN par des
enzymes, les ADN polymérases. La PCR repose sur deux principes : les ADN polymérases ADN dépendantes

61



thermostables ont des propriétés de synthése enzymatique et d’initiation (ADN double brins spécifique) ;
I’hybridation et la séparation des brins complémentaires d’ADN est fonction de la température. En
controlant la température il est ainsi possible de contrdler I'activité enzymatique des ADN polymérases.

La PCR est basée sur un cycle de dénaturation-hybridation-élongation, chacune de ces étapes étant

« pilotée » par une température différente.

Le protocole de la PCR en temps réel, comprend plusieurs cycles, chaque cycle est constitué d’une ou

plusieurs étapes.

Cycle 1: 95°C pendant 3 min
Dénaturation
initiale

Cycle 2: 95°C pendant 10 sec
Amplification
x40
60°C (peut varier selon les
amorces utilisées) pendant

45 sec
Cycle 3: 95°C pendant 1 min
Cycle 4: 55°C pendant 1 min
Cycle5: 55°C pendant 10 sec
x 80
Courbe de
Fusion

séparation des doubles brins d’ADN,
homogénéisation du milieu réactionnel par
agitation thermique et activation des ADN
polymérases.

dénaturation

Hybridation

Remettre la fluorescence de I'appareil a 0

Le systéme chauffe les échantillons de 55°C a
95°C par palier de 0.5°C et a chaque étape il
s’arréte 10 sec pour recueillir les résultats.
Cette étape permet d’obtenir la courbe de
fusion, afin d’assurer I'absence de toute
hybridation non spécifique du produit PCR.

Afin de recueillir des données quantitatives avec précision, chacun des échantillons doit étre analysé
dans la phase exponentielle d’amplification qui est la phase la plus reproductible de la réaction de PCR
(fig. 29). La PCR en temps réel permet le suivi de la fluorescence émise pendant la réaction avec un
indicateur de la production des amplicons durant chaque cycle. L'augmentation du signal fluorescent
est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés durant la réaction de PCR. En
observant la quantité de fluorescence émise a chaque cycle, il devient possible de suivre la réaction PCR
durant sa phase exponentielle ou la premiere augmentation significative dans la quantité d’amplicons
est en corrélation directe avec la quantité initiale de la matrice originale cible (template).
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Fig. 29 Profil d’une courbe de PCR en temps réel.

Tous les systemes de PCR en temps réel reposent donc sur la détection et la quantification d’un
émetteur fluorescent pendant le processus d’amplification et I'augmentation du signal d’émission
fluorescente est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons produits. Parmi ces agents liant
’ADN double brin le SYBER Green |, est I'agent le plus fréquemment utilisé. Lors de la réaction
d’amplification par PCR, le colorant libre en solution exhibe peu de fluorescence. Durant I'étape
d’élongation, une augmentation de la fluorescence est associée a la quantité de colorant se fixant a ’ADN
double brin naissant. Lorsque suivi en temps réel, 'augmentation du signal de fluorescence est observée
pendant I'étape de polymérisation et I’'émission fluorescente décroit completement lorsque I’ADN est
dénaturé a I'étape suivante. En conséquence, I'émission de fluorescence est mesurée a la fin de chaque
étape d’élongation pour chacun des cycles par un systéme de lecture intégré a I'appareil de PCR en temps
réel qui permet de suivre I'augmentation de la quantité d’ADN amplifié durant la réaction (Bustin, 2000)
(Fig. 29).

La technologie basée sur le SYBER Green | ne nécessite aucune sonde fluorescente mais sa spécificité
repose entierement sur ses amorces (Bustin, 2000; Valasek and Repa, 2005).

Le concept du « cycle seuil » est a la base d’une quantification précise et reproductible pour les techniques
fluorescentes en PCR, plus il ya de matrices a amplifier au départ de la réaction PCR, moins élevé sera la
nombre de cycle requis pour atteindre un point olU le signal d’émission de fluorescence sera
statistiguement et significativement plus élevé que le bruit de fond (Valasek and Repa, 2005). Ce point est
défini comme étant le cycle seuil (Ct) et apparaitra au cours de la phase exponentielle d’amplification. Les
valeurs de fluorescence sont enregistrées au cours de chaque cycle et représentent la quantité d’amplicons
produits en un point précis de la réaction. Ces valeurs peuvent étres traduites en résultats quantitatifs. Les
concentrations de geénes cibles sont exprimées en ng/ug d’ARN total, puis normalisées par les
concentrations de ’ARN 18S.

Avant de réaliser la PCR, les séquences d’ADNc pour chaque gene étudié ont été recueillies sur le site NCBI
et les paires d’amorces spécifiques sélectionnées a I'aide des logiciels Primer Premier et Oligo 6, les
séqguences sont données en annexes.

La PCR est réalisée par I'appareil iCycler MylQ (BIORAD), dans des plaques de 96 puits.

Dans chaque puits le volume réactionnel total est de 15 pl contenant 25 ng/ul d’ADNc, 10 uM de chaque
paires d’amorces (sens et antisens), 8 pl du supermix BIORAD (iQ™ SYBR® Green Supermix) constitué de
100 mM KCl, 40 mM Tris-HCI, pH 8.4, 0.4 mM dNTP, Tag polymérase 50 unités/ml, 6 mM MgCl,, SYBR
Green |, 20 nM fluorescéine et stabilisateurs, ce mélange est complété avec 4 pl d’eau. Un controle
constitué uniguement du mélange réactionnel et de I'eau (sans ADNc) permet de vérifier une éventuelle
hybridation parasite.

Afin de mesurer I'expression des génes cibles, une gamme étalon est également préparée au méme temps
que les échantillons. Les points de cette courbe standard vont de 1023 10°® ng/ul, les différents points sont
obtenus a partir de la dilution au 1/10°™ de la solution mére du standard qui est a 1ng/pl. Le standard est
obtenu aprés purification sur colonne du produit d’amplification par PCR, en utilisant les amorces
spécifiques pour chaque géne. La concentration d’ADN est mesurée par spectrophotométrie et diluée par
la suite pour obtenir 1ng/ul. Les taux d’ARNm des génes d’intérét sont normalisés par rapport au taux
d’amplification obtenu pour I’ARN ribosomal 18S pour chaque échantillon. Pour cette derniére mesure, une
dilution préalable des différents échantillons est effectuée, pour obtenir une concentration d’ARN du 18S
égale a 300 pg/ul. Ainsi, les concentrations d’ARNm des différents genes sont exprimées en ng/ug d’ARN
total et par 18S.
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Fig. 30 Schéma de la courbe standard de la PCR en temps réel.

VIIl. ANALYSE DES RESULTATS

L’étude statistique est réalisée par le logiciel GraphPad Prism 5.02 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Les
résultats sont exprimés en moyennes affectées de I'erreur standard. Les comparaisons ont été faites, soit
par le test t de Student (two-tailed) pour des valeurs non appariées (comparaison de deux groupes) ou par
analyse de variance a un facteur (ANOVA) (pour la comparaison de plusieurs groupes) suivie du test de
Newman-Keuls (comparaison de tous les groupes entre eux) ou du test de Dunnett (comparaison par

rapport a un groupe de référence).
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RESULTATS
| Données in vivo
A. Parameétres biochimiques plasmatiques

Les rats Zucker diabétiques (ZDF) et les rats Zucker obéses (ZO) ainsi que leurs
controles respectifs ont été suivis a I’age de 7, 14 et 21 semaines.

A.1 Le rat Zucker diabétique (fig. 31, 32)

Chez les animaux contrdles (CZ), le glucose plasmatique affiche a I'dge de 7 semaines
une valeur moyenne de 7.35 + 0.29 mM qui reste stable durant toute I'expérimentation
(6.97 £ 0.39 mM a 14 semaines, 7.57 + 0.28 mM a 21 semaines). La glycémie chez les
animaux diabétiques passe de 7.26 + 0.32 mM a 7 semaines a 30.15 + 0.87 mM et 30.24 +
0.20 mM a 14 et 21 semaines respectivement. |l existe chez les ZDF a 7 semaines une
insulinorésistance avec hyperinsulinémie significative (fig. 31, p<0.001), confirmée par un
test de tolérance a l'insuline (fig. 32). Le diabéete apparait vers la 10°™ semaine, marqué par
I'installation d’une polyurie et polydipsie. Ce diabéte est a 14 semaines un diabéte de type 2
qui évolue en fin de I'expérimentation a 21 semaines vers une carence insulinique
significative. En ce qui concerne les triglycérides plasmatiques, leur concentration reste
faible durant les 21 semaines chez les animaux contréles, de I'ordre de 0.40 a 0.60 mM (état
post-absorptif). Cependant chez les animaux diabétiques (ZDF) les triglycérides sont tres
élevés a 7 semaines et atteignent a 21 semaines 5.85 + 1.03 mM (***p<0.001).
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Fig. 31 Evolution de la glycémie, de l'insulinémie et la triglycéridémie chez le rat Zucker
diabétique.
**P<0.01, ***p<0.001 vs les valeurs des contréles correspondants ; $$Sp<0.001 vs les valeurs du méme groupe
a 7 semaines.
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Fig. 32 Test de tolérance a linsuline, chez les rats Zucker contrdles (cercles blancs) et
diabétiques (cercles noirs) agés de 7 semaines. L'insuline est injectée (IP) au temps 0.
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A.2 Le rat Zucker obeése (fig. 33)

Il n’y a pas de différence significative de la glycémie entre les rats Zucker obese (ZO)
et leurs controles correspondants (CO) a 7 et 14 semaines. A 21 semaines, la glycémie atteint
10.59 + 2.45 mM chez les ZO montrant I'apparition d’un diabete de type 2. La différence est
significative (*p<0.05) comparativement a celle des rats controles correspondants et des ZO
de 7 semaines. Les rats Zucker obeéses présentent un état d’hyperinsulinémie
comparativement a leurs contr6les correspondants témoignant d’une insulino-résistance des
la 7°™ semaine. Les triglycérides plasmatiques, restent stables chez les animaux contréles
aux différents temps, ils sont plus élevés chez les ZO comparativement a leurs contréles a 7
et 14 semaines (1.19 + 0.09 vs 0.49 + 0.09 mM et 2.15 * 0.30 vs 0.55+ 0.07 mM
respectivement) et augmentent avec I’'age pour atteindre une valeur moyenne de 3.73 +
1.09 mM a 21 semaines. Le cholestérol plasmatique est élevé chez les ZO a 7, 14 et 21
semaines. Il augmente avec I'age dans les deux groupes.

En ce qui concerne les acides gras non estérifiés (AGNE) plasmatiques, leur
concentration ne change pas chez les rats Zucker contréle. Chez les obeéses, ils augmentent a
partir de la 14°™ semaine (p<0.001) et restent élevés jusqu’aux 21 semaines (p<0.01).
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Fig. 33 Evolution de la glycémie, de I'insulinémie et des lipides chez le rat Zucker obese

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs les valeurs des contrdles correspondants ; $p<0.05, $5p<0.01 vs les valeurs
du méme groupe a 7 semaines.
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A.3 Psammomys obesus (fig. 34)

L’étude réalisée chez le rat des sables (Psammomys obesus) a été menée pendant 6
mois, deux lots ont été suivis :

- Unlot contréle soumis au régime naturel constitué de plantes halophiles.
- Un lot soumis au régime riche en lipides constitué de jaune d’ceuf cuit en association
avec les plantes halophiles.

En ce qui concerne les parametres biochimiques plasmatiques, la glycémie reste
faible et stationnaire durant toute I'expérimentation chez le groupe de Psammomys contréle
elle est de l'ordre de 2.75 mM. Les animaux soumis au régime hyperlipidique sont
diabétiques a partir du deuxieme mois jusqu’a la fin de I'expérimentation ou leur glycémie
affiche une valeur moyenne de 11.72 + 2.84 vs 2.73 £ 0.37 mM, p<0.05. Le dosage de
I'insuline plasmatique a montré une augmentation significative chez les animaux diabétiques
notamment au deuxiéme et au troisieme mois comparativement a I’état initial, traduisant un
état d’hyperinsulinémie et d’insulinorésistance. Cet état évolue vers une carence insulinique
au sixieme mois, nous enregistrons a ce stade comparativement au début de
I’expérimentation chez les animaux diabétiques 70.18 + 15.1 vs 794.10 + 71.0 pmol/L. Le
cholestérol plasmatique varie peu chez les témoins. Il affiche chez les Psammomys soumis au
régime hyperlipidigue une augmentation spectaculaire dés la fin du premier mois apres
instauration du régime. En outre, I’"hypercholestérolémie demeure trés élevée pendant toute
I’expérimentation.
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Pour les parametres biochimiques plasmatiques : *p<0.05, **P<0.01, ***p<0.001 vs les valeurs des contréles
correspondants. Pour I'insulinémie : **P<0.01 vs le temps 0 des contrdles; $55p<0.001 vs les diabétiques de 2

mois.
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B. Expression hépatique des génes de la lipogenése

B.1 Rat Zucker obése (fig. 35)
Nous avons mesuré I'expression des génes de la lipogenese notamment I'acide gras

synthase (fatty acid synthase, FAS) et I'acétyl Co-A carboxylase-1 (ACC-1), ainsi que les
facteurs de transcription impliqués dans cette voie, SREBP1-c (sterol regulatory element
binding protein) et ChREBP (carbohydrate response element binding protein) qui
transmettent respectivement |'effet de I'insuline et du glucose, dans le foie de rats Zucker
obéses et leurs contréles dgés de 14 semaines. A ce stade de I'expérimentation ces animaux
sont hyperinsulinémiques et la lipogenése est stimulée, ce qui se traduit par I'augmentation
significative de I'expression des genes clés de cette voie.
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Fig. 35 Expression hépatique des génes de la lipogeneése chez le rat Zucker obése.
*p<0.05,**P<0.01, ***p<0.001 vs les valeurs des controles.

B.2 Psammomys obesus (fig. 36, 37,38)
Chez Psammomys obesus, I'étude histologique du foie montre chez Psammomys

diabétiques une véritable stéatose hépatique, ou presque tous les hépatocytes sont remplis
de gouttelettes lipidiques, donnant au tissu hépatique un aspect vacuolaire et une couleur
claire par rapport a la teinte brune du foie normal.

Fig. 36 Coupe transversale du foie de Psammomys obesus contréle. Grossissement (x100)
Cette figure montre une partie de la structure du foie de Psammomys contrdle constitué de la veine
centro-lobulaire (étoile), a partir de laquelle les lames hépatocytaires (fleches jaunes) et les
capillaires sinusoides (fleches blanches) sont disposées de fagon radiaire.
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Fig. 37 Coupe transversale du foie de Psammomys obesus diabétique. Grossissement (x100)
Le foie de ce groupe de Psammomys est gravement atteint par la stéatose hépatique, la cellule
hépatocytaire est presque entierement occupée par des gouttes lipidiques (étoiles).

Au terme de I'expérimentation apres 6 mois de régime hyperlipidique, nous avons
mesuré I'expression des genes de la lipogenése dans le foie de Psammomys controle et
diabétique. Les résultats montrent une baisse de I'expression de ces génes chez les
diabétiques mais la différence n’est significative que pour FAS. Etant donné le nombre
d’échantillons tres réduit, I'étude statistique ne révele pas de différence significative pour les

autres génes (fig.38).
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Fig. 38 Expression des génes de la lipogenése dans le foie de Psammomys obesus

*p<0.05 vs les valeurs des controles.
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C. Triglycérides et lipogenése dans la paroi artérielle
C.1 Rats Zucker diabétiques et obéses (fig. 39, 40, 41)

C.1.1 Triglycérides dans la paroi artérielle (fig. 39)

Nous avons mesuré le contenu en triglycérides dans la paroi artérielle de rats Zucker
diabétiques et obeses, a I'age de 7, 14 et 21 semaines. Les résultats ont montré une
augmentation significative du contenu en triglycérides dans les aortes de rat Zucker
diabétique comparativement aux contrdles correspondants. Nous avons noté que les
triglycérides augmentent également significativement avec I'age dans les aortes de rats
contréles et diabétiques.

Comparativement au rat Zucker diabétique, le contenu en triglycérides des aortes est
dix fois plus important chez le rat Zucker obése. Il est plus élevé dans les aortes de rats
obéses comparativement a leurs controles. La tendance a une augmentation avec I'dge n’est
pas significative dans ces groupes.

I na pas été possible de mesurer le contenu en triglycérides des aortes de
Psammomys contréles et diabétiques du fait de la quantité d’échantillons disponible faible
mais I'histologie des aortes montrent des dépots lipidiques et des cellules spumeuses dans
les aortes de Psammomys diabétiques (cf paragraphe sur I’histologie de ces aortes)
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Fig. 39 Triglycérides aortiques chez le rat Zucker diabétique et obese

*p<0.05, **P<0.01, ***p<0.001 vs les valeurs des contréles correspondants; $ p<0.05 vs des valeurs des
controles et diabétiques de 7 semaines.

C.1. 2 Expression des génes de la lipogenése dans la paroi artérielle de rat Zucker
diabétique et obeése (fig. 40, 41)

Nous avons mesuré dans la paroi aortique, I'expression des genes de la lipogenese
(FAS, ACC1) ainsi que de facteurs de transcription impliqués dans la régulation de cette voie
(Srebpl-c et ChREBP). Les résultats montrent que les ARNm de ces génes sont présents dans
la paroi artérielle chez le rat Zucker diabétique et obése ainsi que chez leurs controles
respectifs. L'expression de ces genes n’est pas plus élevée dans les aortes provenant de rats
Zucker diabétiques que dans celles des controles correspondants. On observe plutot une
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baisse de I'expression de certains génes, notamment Srebpl-c qui diminue significativement
a 7 et 14 semaines dans les aortes de rats Zucker diabétiques comparativement aux
controles (fig. 40).
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Fig.40 Expression des génes de la lipogenése chez le rat Zucker diabétique

*p<0.05, **P<0.01, vs les valeurs des contrdles correspondants.

Le profil d’expression des genes de la lipogenése dans les aortes de rat Zucker obése
ressemble a celui des rats Zucker diabétiques. Les concentrations d’ARNm ne sont pas plus
élevées dans les aortes de rats Zucker obeéses comparativement aux contrbles et ne
traduisent pas le contenu tres élevé de triglycérides dans ces aortes. LARNm de Srebpl-c
diminue significativement dans les aortes de rat Zucker obese a 21 semaines, lorsqu’ils ont
développé un diabéte de type 2 (fig. 41).
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Fig.41 Expression des genes de la lipogenése chez le rat Zucker obeése.

*p<0.05 vs les valeurs des contrdles correspondants.

C.1 3 Expression des génes responsables de la captation d’acides gras libres chez le rat
Zucker diabétique et obeése (fig. 42, 43)

Puisque nous n’avons pas observé chez les rats Zucker une expression augmentée de
la lipogenése pouvant contribuer au contenu élevé de triglycérides dans leur aorte, nous
avons voulu savoir si ces triglycérides accumulés dans la paroi aortique pourraient étre
synthétisés en utilisant des acides gras provenant d’une autre voie telle que la captation des
acides gras présents dans la circulation sous forme d’acides gras libres ou incorporés dans les
triglycérides plasmatiques. Pour cela, nous avons mesuré les ARNm codants pour des
molécules responsables de la captation des acides gras libres plasmatiques comme la FAT
(fatty acid transporter) ou impliquées dans I’"hydrolyse des TG véhiculés par les lipoprotéines
(LPL, récepteur pour des lipoprotéines riches en triglycérides (VLDLr)).

Nos résultats ont montré que ces genes ne sont pas plus exprimés dans les aortes de
rat Zucker diabétique (fig. 42) ou obese (fig. 43) comparativement a leurs contréles, ni
augmentés avec I'age. Une surexpression de cette voie ne semble donc pas étre impliquée
dans les dépots aortiques accrus de triglycérides. Il est possible cependant que cette
captation d’acides gras provenant de la circulation soit augmentée chez les rats Zucker du
fait de la simple augmentation des concentrations circulantes, et donc de la disponibilité de
ces substrats.
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Fig.43 Expression des genes responsables de la captation d’acides gras libres chez le rat
Zucker obese.

D. Histologie et lipogenése dans la paroi artérielle chez Psammomys obesus

D.1 Etude structurale de I’aorte chez Psammomys obesus soumis au régime hyperlipidique
(fig. 44, 45a, 45b, 45¢)

L’examen morphologique au trichrome de Masson qui révele les structures
conjonctives notamment les collagénes en vert, le cytoplasme en rose et les noyaux en brun,
nous a permis d’abord d’analyser la structure de I'aorte de Psammomys obesus controle.
Cette derniere est tapissée au niveau de la surface interne par une couche de cellules
aplaties étroitement jointes réalisant un revétement continu et constituant I’endothélium.
Les cellules endothéliales sont étirées dans le sens du courant, renflées au niveau du noyau,
minces ailleurs. La face profonde des cellules endothéliales repose sur une lame basale
mince et discontinue qui sépare I'endothélium des couches sous-endothéliales conjonctives
de lI'intima. La limitante élastique interne sépare cette derniere de la média.

La média ou tunique moyenne de la paroi artérielle est constituée de CML, dont les noyaux
sont bien visibles, orientées en hélice, entourées de quantités variables de collagenes et de
fibres élastiques.

L'adventice ou tunique externe est reconnaissable a la présence de faisceaux laches de
collagenes. La limite avec la média est habituellement marquée par du tissu élastique
organisé en limitante élastique externe (fig 44).
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Aprés 6 mois de régime athérogene, I'étude histologique de I'aorte montre des

altérations importantes et variables d’un animal a I'autre. Ainsi nous avons observé une
désorganisation compléte de la structure de l'aorte avec des ruptures de la limitante
élastique interne, du dép6t de matériel fibreux notamment des collagénes, du matériel
cellulaire et lipidique formant des cellules spumeuses et plusieurs foyers de cceur lipidique
dans le premier espace sous-endothélial mais également dans la média (fig. 45a,b,c).
Ces altérations étaient plus accentuées dans certaines aortes (fig. 45c), ce qui a causé un
amincissement et une rupture de la paroi aortique. Nous notons également des agrégations
sanguines a la surface luminale de I'endothélium (fig. 45a, 45b) mais également au niveau du
sous-endothélium apres lésion endothéliale (fig 45c).

Fig. 44 Coupe transversale d’aorte de

Psammomys controle. Grossissement (x40) La
paroi artérielle est constituée de 3 couches ; I'intima (l), la
média (M) et I'adventice (A). Nous observons les noyaux
des cellules endothéliales (fleche noire), des lames
élastiques ondulées (fleches oranges) etourées par les
fiores de collagénes délimitant des espaces
interlamellaires contenant les noyaux des CML (téte de
fleche jaune). L'adventice (A), la couche la plus externe
constituée de faisceaux de collagénes.

Fig. 45 (b) Coupe transversale d’aorte de
Psammomys diabétique. Grossissement
(x100) cette illustration montre une importante
agrégation sanguine au niveau de I’endothélium
(fleches noires) avec désorganisation cellulaire et
conjonctive au niveau du 1% espace sous-endothélial
qui présente un aspect spumeux.

Fig. 45 (a) Coupe transversale d’aorte de
Psammomys diabétique. Grossissement
(x100) La paroi d’aorte de Psammomys diabétique
montre en plus de I'agrégation sanguine (fleche
noire), la présence d’espaces interlamellaires élargis
et clairs au niveau desquels, les CML sont orientées
perpendiculairement a I'axe de 'aorte (fleches roses).

Fig. 45 (c) Coupe transversale d’aorte de
Psammomys diabétique. Grossissement
(x100) cCette coupe de I'aorte montre la rupture de
la trame élastique (fleches jaunes) et le dépot de
matériel conjonctif (étoiles jaunes). Nous notons
I'infiltration sanguine et I'aspect spumeux dans les
espace interlamellaires.
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D.2 Etude des génes de la lipogenése dans I'aorte de Psammomys obesus (fig. 46)

La mesure des génes de la lipogenése (FAS, ACC-1) et des facteurs de transcription
(ChREBP, SREBP1-c) dans la paroi aortique de Psammomys obesus soumis au régime
hyperlipidique pendant 6 mois, ne montre pas de différence d’expression de FAS et SREBP1c
par rapport aux psammomys controles. Il y’a une tendance a 'augmentation d’ACC-1 et de
ChREBP dans les aortes de psammomys soumis au régime hyperlipidique. Néanmoins, étant
donné le nombre réduit d’échantillons, I'étude statistique ne révele pas de différence
significative. En ce qui concerne I'expression de la SCD-1 (steaoryl CoA desaturase-1), nous
enregistrons une augmentation significative (p<0.05) dans les aortes de Psammomys
diabétiques (1.68 + 0.44 vs 0.48 + 0.31 ng/ug 18S).
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Fig.46 Profil d’expression des génes de la lipogeneése dans les aortes de Psammomys obesus

E. Expression des génes de la lipogenése dans la plaque athéromateuse humaine (fig.

47)

Pour étudier I'implication de la voie de synthese de novo d’acides gras au cours de
pathologies favorisant le développement de I'athérome et au cours du processus
athéroscléreux, nous avons mesuré les ARNm des genes codants pour les enzymes (ACC-1 et
FAS) et les facteurs de transcription (ChREBP et SREBP1-c) clés de cette voie chez des
modeles de rat présentant des anomalies du métabolisme lipidique et/ou glucidique, comme
le rat Zucker obese insulino-résistant ou le rat Zucker diabétique, ainsi que chez le rat des
sables (Psammomys obesus) soumis au régime hyperlipidique. Ce dernier régime est a
I'origine de l'installation du diabéte de type 2 associé a des altérations de la structure de la
paroi artérielle caractéristiques du processus athéroscléreux.

(Davies et al., 2005) ont décrit une augmentation d’expression de genes lipogéniques
dans des plaques d’athérome carotidien humain. Pour vérifier ces données et les étendre a
d’autres génes lipogéniques, nous avons mesuré les génes indiqués ci-dessus dans les
plagues d’athérome carotidien humain et dans de I'endartére située au voisinage de la
plague et macroscopiquement saine. Les résultats ne montrent pas de différence
significative de I'expression des génes (ACC-1, FAS, ChREBP et SREBP1-c) entre les parties
saines et athéromateuses des échantillons des sujets non diabétiques. Cependant chez les
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sujets diabétiques les ARNm codants pour les facteurs de transcription ChREBP et SREBP
sont significativement plus abondants dans la partie athéromateuse comparativement a la
partie macroscopiquement saine, avec une tendance non significative dans le méme sens
pour ACC-1 et FAS. Ceci correspond en fait a une diminution de I'expression des génes
lipogéniques dans la partie macroscopiquement saine des sujets diabétiques par rapport aux
non diabétiques alors qu’il n’y a pas de différence entre ces deux groupes de sujets dans la
partie athéromateuse. Ces résultats montrant I'absence de surexpression ou une répression
des genes lipogéniques dans la paroi artérielle des sujets diabétiques sont cohérents avec
ceux obtenus dans les aortes de rats diabétiques Zucker ou Psammomys obesus.
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Fig. 47 Expression des genes de la lipogenése dans la plaque d’athérome chez I’homme

*P<0.05 vs la partie saine des mémes patients; £p<0.5 vs les valeurs correspondants chez les sujets non
diabétiques.

Il Données in vitro

Pour étudier I'expression de la lipogenése au niveau cellulaire et le réle de certaines
hormones et substances dans la régulation de cette voie, nous avons mis en culture des
cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) provenant d’aortes de rat Zucker obéses et
contréles ainsi que de Psammomys obesus recevant ou non une alimentation hyperlipidique
depuis 6 mois. Nous avons mesuré I'expression des génes clés (ACC-1, FAS, ChREBP, SREBP)
dans un premier temps en absence de toute stimulation, a partir des cellules cultivées dans
un milieu basal sans sérum a 5 mM de glucose puis en présence de molécules connues pour
stimuler dans d’autres types cellulaires I'expression et |'activité de la lipogenése (glucose,
trilodothyronine (T3), angiotensine Il, agonistes de LXR). Le milieu utilisé est le PromoCell
pour les cellules de rat Zucker ou le DMEM pour les cellules de Psammomys obesus.
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1. Expression basale des génes de la lipogenése dans les cellules musculaires lisses
vasculaires

1.1 Chez le rat Zucker obeése (fig. 48)

Dans les CMLV provenant d’aortes de rat Zucker obeses, les concentrations d’ARNm
de FAS sont plus basses que dans les CMLV de rat Zucker controles, (**p<0.01, 1,17E-02 +
2,31E-03 vs 1,04E-03 + 2,41E-04 ng/ug 18S). L'expression de ChREBP est également plus
basse dans les cellules provenant d’aortes de rat Zucker obéses, mais la différence reste non
significative (4,07E05 + 2,26E-05 vs 1,41E-05 +2,29E-06 ng/ug 18S). L'expression d’ACC-1 est
similaire dans les CMLV provenant des deux groupes. Il y’a une tendance a I'augmentation
de SREBP1-c dans les CMLV de Zucker obeése comparativement aux contréles, mais sans
atteindre la significativité.
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Fig. 48 Expression basale des genes lipogéniques dans les CMLV de rat Zucker obése
**P<0.01 vs les controles.

1.2 Chez Psammomys obesus (fig. 49)

L'expression basale de ChREBP et SREBP est diminuée dans les CMLV de Psammomys
obesus diabétiques comparativement aux controles (p<0.05 et p<0.01 respectivement) mais
ceci n’est pas associé a une diminution des messagers de FAS et ACC-1, qui sont au contraire
légérement augmentés.

Au total, a I'état basal, nous ne trouvons pas non plus de surexpression dans les
CMLYV des genes de la lipogenése dans les deux modeles d’insulino-résistance et de diabete.
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Fig. 49 Expression basale des genes lipogéniques dans les CMLV de Psammomys obesus.

*p<0.05,**P<0.01 vs les controles.

2. Régulation de la lipogenése dans les CMLV

2.1 Régulation par le glucose et les facteurs adipogéniques

Nous avons mesuré les ARNm des génes de la lipogenese dans les CMLV provenant
des aortes de rats Zucker obéses et de Psammomys obesus, dans un milieu de culture avec
une concentration normale (5 mM) ou élevée (25 mM) de glucose. Cette étude est réalisée a
I’état basal (D0O), a 3 (D3) et 7 (D7) jours pour Psammomys obesus ou 3 (D3), 7 (D7) et 21
(D21) jours pour le rat Zucker obese.

Nous avons testé in vitro l'effet d’'un ensemble de facteurs (insuline, T3,
dexamethasone, IBMX), appelé par Davies, milieu de différenciation adipocytaire (ADM), sur
certains parametres notamment :

- L'expression des genes de la lipogenése (FAS, ACC-1, ChREBP et SREBP1-c).
- Le contenu cellulaire en TG.
- La contribution de la lipogenese au pool des TG synthétisés mesurée par CPG-SM.

2.1.1 CMLV de rat Zucker obése

Dans les conditions basales, a 5 mM du glucose, les concentrations d’ARNm des
génes de la lipogenese diminuent progressivement avec le temps, dans les CMLV de rats
Zucker obéses et contrdles. Cette baisse est pour SREBP1-c, ChREBP et FAS plus importante
dans les cellules de rats obéses avec a 21 jours des valeurs plus basses que dans les cellules
de rats controles (fig. 50).
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Fig. 50 Effet du glucose sur I'expression des genes de la lipogenése dans les CMLV de rat
Zucker obése mises en culture dans un mileu a 5 mM de glucose.

*p<0.05,**P<0.01 vs les valeurs obtenues au temps 0 (DO) ; £p<0.05, ££p<0.01, £££p<0.001 vs les valeurs dans
les CMLV des contrdles correspondants.

L’addition de glucose a une concentration élevée (25 mM) diminue la baisse des
concentrations d’ARNm pour SREBP1-c et ChREBP mais uniquement dans les cellules de rats
controles. Il n’y a aucun effet dans les cellules de rats obéses (fig. 51).
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Fig. 51 Effet du glucose sur I'expression des génes de la lipogenése dans les CMLV de rat
Zucker obese mises en culture dans un milieu enrichi en glucose (25 mM).

*p<0.05,**P<0.01 vs les valeurs obtenues au temps 0 (DO) ; £p<0.05, ££p<0.01, £££p<0.001 vs les valeurs dans
les CMLV des contréles correspondants.

Dans un milieu a 5 mM de glucose et sous I'effet des facteurs adipogéniques, les
génes de la lipogenese ne sont pas augmentés dans les CMLV de rats Zucker obéses. ChREBP
et SREBP1-c augmentent significativement dans les CML de Zucker contréles a 7 et 21 jours
respectivement (fig. 52).

Le milieu adipogénique augmente le contenu en triglycérides dans les CMLV de rats
Zucker contréles a 21 jours (232.60 + 22.44 vs 114.40 + 11.00 ug/10° cellules, p<0.001),
I'augmentation est moins prononcée dans les cellules de rats obeses (170.20 + 10.48 vs
129.10 + 17.25 pg/10° cellules, p<0.05) (fig. 53A). Ces contenus en triglycérides reflétent une
lipogenese active traduisant un enrichissement d’un facteur de 1.69 et 1.55 dans les CMLV
de rats Zucker contrdles et obéses respectivement (fig. 53B).
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Fig. 52 Effet des facteurs adipogéniques sur |'expression des génes de la lipogenese dans les
CMLV de rats Zucker obéses et controles cultivée dans un milieu a 5 mM de glucose.

*p<0.05,**P<0.01 vs les valeurs obtenues au temps 0 (DO) ; £p<0.05, ££p<0.01, £££p<0.001 vs les valeurs dans
les CMLV des contréles correspondants.
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Fig. 53 Effet des facteurs adipogéniques (ADM) sur le contenu en triglycérides (A) et la

lipogenese (B) dans les CMLV de rats Zucker controéles et obéses traitées pendant 21 jours.

*p<0.05, ***p<0.001 vs les valeurs correspondants sans ADM.
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2.1.2 CMLV de Psammomys obesus (fig. 54, 55)

Dans les conditions basales (DMEM a 5 Mm de glucose, sans facteurs adipogéniques),
les génes de la lipogenése sont analysés aux différents temps de I'expérimentation,
commencant par le temps 0 (DO0), a 3 jours (D3) et a 7 jours (D7). Les concentrations d’ARNm
des facteurs de transcription ChREBP et SREBP1-c sont significativement plus faibles dans les
CMLV de Psammomys diabétiques comparativement aux contréles durant toute
I’expérimentation. Ceci n’est pas associé a une baisse de I'expression d’ACC-1 ou FAS dans
les CML de Psammomys diabétiques, nous observons plutét une augmentation de
I’expression de ces génes, dans ces CML de Psammomys diabétiques. La différence n’est pas
significative pour ACC-1, cependant FAS augmente significativement (p<0.05) a DO et D3
dans les CML de Psammomys diabétiques comparativement aux controles (fig. 54).

Les facteurs adipogéniques (ADM) augmentent les ARNm d’ACC-1 a 3 et 7 jours dans
les CML de Psammomys diabétiques (1,72E-03 + 5,19E-04 vs 8,25E-04 + 1,83E-04, p<0.05 et
2,82E-03 + 4,19E-04 vs 7,98E-04 + 1,22E-04, p<0.01 respectivement). L'expression des autres
génes n’est pas modifiée, sauf pour FAS qui augmente dans les CML de Psammomys
contréles a 3 jours (D3), p<0.05 (fig 54).

Contrairement a ce que l'on s’attendait, les génes de la lipogenése ne sont pas
augmentés dans un milieu enrichi en glucose (25 mM) et en présence de facteurs
adipogéniques (ADM), sauf dans les CML de Psammomys contrdle ou ACC-1 augmente a 7
jours (p<0.01). Le milieu adipogénique (ADM) exerce un effet inhibiteur sur I'augmentation
des ARNm d’ACC-1 dans les CML de Psammomys diabétiques a D3 et D7. Nous notons, sous
I’effet de ’ADM, une baisse significative de I'expression de FAS dans les CML de Psammomys
diabétiques a 3 et 7 jours (fig. 54).

Nous avons mesuré les messagers de SCD-1 dans les CMLV de Psammomys obesus
contrbles et diabétiques mises en culture en présence de facteurs adipogénique (ADM)
pendant 3 et 7 jours, les résultats montrent une action stimulante de ces facteurs sur
I’expression de SCD-1 dans les CML de Psammomys contrdles, mais également dans les CML
de psammomys diabétiques a 7 jours, mais cette augmentation est moins importante que
celle observée dans les CML contréles (fig. 55).
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Fig. 54 Effet des facteurs adipogéniques sur |'expression des génes de la lipogenése dans les

CMLV de Psammomys obesus cultivée dans un milieu basal ou enrichi en glucose.

*p<0.05,**P<0.01, ***p<0.001 vs les valeurs obtenues au temps 0 (DO).
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Fig. 55 Effet des facteurs adipogéniques (ADM) sur I'expression de SCD-1 dans les CMLV de
Psammomys obesus.

**P<0.01, ***p<0.001 vs les valeurs sans stimulations.

Les facteurs adipogéniques augmentent le contenu en triglycérides (fig. 56) dans les
CML de Psammomys diabétiques traitées pendant 7 jours (190.10 + 14.61 vs 117.80 + 11.61
1g/10° cellules) cette augmentation est paralléle a une activité lipogénique deux fois plus
importante dans ces cellules. Aucun changement n’a été observé dans les CML de
Psammomys controles (fig. 56).
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Fig.56 Effet des facteurs adipogéniques sur le contenu cellulaire en triglycérides et I'activité
lipogénique dans les CMLV de Psammomys obesus.

2.2 Régulation par 'insuline

2.2.1 CMLV de rat Zucker obeése (fig. 57)

Nous avons testé |'effet de I'insuline sur I’expression de certains génes de la voie de
la lipogenése (FAS et ACC-1) et les facteurs de transcription impliqués (Srebpl-c et Chrebp)
dans les CMLV de rats Zucker obéses et contréles. L'expression de ces derniers facteurs n’est
pas modifiée sous I'effet de I'insuline. Nous enregistrons a 7 jours une augmentation des
concentrations d’ARNm de FAS dans les CML de rat controle (1,48E-03+ 2,70E-04 vs 6,65E-
04+ 9,24E-05, p<0.05), mais pas dans les cellules de rats obéses. En ce qui concerne
I'expression d’ACC-1 elle diminue significativement (p<0.001) a 3 jours dans les CML de
Zucker obese, une diminution de moindre importance (p<0.05) est également notée dans les
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CML de Zucker contrdle a 7 jours de traitement avec l'insuline. La lipogenése répond donc
faiblement a l'insuline dans les cellules de rat Zucker contrOles et apparait résistante a
I'action de l'insuline dans les CML de Zucker obese (fig. 57).
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Fig. 57 Effet de l'insuline sur I'expression de FAS et ACC-1 dans les CMLV de rat Zucker

obeése.
*p<0.05, ***p<0.001 vs conditions sans insuline.

Les TG mesurés dans les CML de Zucker obéses n’augmentent pas sous |'effet de
I'insuline a 3 ou 7 jours d’incubation. Dans les CML de Zucker contréles, les triglycérides
augmentent modérément sous |'effet de I'insuline a 7 jours d’incubation (132,00 + 13.73 vs
98.77 + 6.06, p<0.05). (fig. 58)
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Fig. 58 Contenu en TG dans les CMLV de rat Zucker obeése traitées avec l'insuline. *p<0.05 vs
conditions sans insuline.

Les résultats de la spectrométrie de masse, exprimés en valeurs absolues, ne
montrent pas d’augmentation de la contribution de la lipogenese de novo au pool des TG,
dans les CML de Zucker contréles et obeses. (fig. 59)
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Fig. 59 Mesure de la synthese hépatique des TG sous I'effet de I'insuline dans les CMLV de

rats Zucker obeses.
*p<0.05, ***p<0.001 vs conditions sans insuline.

2.2.2 CMLV de Psammomys obesus (fig. 60, 61, 62)

A 3 jours, l'insuline n’a pas d’effets sur les CMLV de Psammomys controles et
diabétiques. A 7 jours d’incubation, les messagers de FAS et d’ACC-1 augmentent
uniquement dans les CML de Psammomys diabétiques (p<0.05 et p<0.01 respectivement
pour les deux génes). Les facteurs de transcription ne sont pas augmentés sous |'effet de
I'insuline, on note plutot une baisse significative (p<0.05) de SREBP1-c dans les CML de
Psammomys contréle a 7 jours (fig. 60).
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Fig. 60 Effet de l'insuline sur I'expression des génes de la lipogenese chez Psammomys
obesus. *p<0.05, ***p<0.001 vs conditions sans insuline.
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Les TG mesurés a |'état basal (sans stimulation par l'insuline), sont plus élevés dans
les CML de Psammomys contrbéles comparativement aux contenus dans les CML de
Psammomys diabétiques (253.40 + 40.58 vs 117.80 + 11.61 ug/106 cellules, p<0.01). Sous
I'effet de l'insuline, aprés 7 jours de traitement, les TG augmentent dans les CMLV de
Psammomys diabétiques (215.00 + 69.74 vs 117.80 + 11.61, p<0.01). En l'occurrence,
I'insuline n’a pas d’effet sur les CML de Psammomys controles. (fig. 61)
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Fig. 61 Concentrations des TG dans les CMLV de Psammomys obesus traitées avec l'insuline.
**P<0.01 vs valeurs sans stimulation, ££p<0.01 vs les contréles correspondants.

La mesure de la lipogenése dans les CMLV de Psammomys obesus, montre que les
synthéses de novo d’acides gras sont plus élevées dans les CML de Psammomys controles
que dans les CML de Psammomys diabétiques (4.38 + 0.53 vs 2.36 * 0.34 ug/106 cellules,
p<0.05). L'insuline n’a pas d’effets sur ces synthéses tant dans les CML de Psammomys
controles que diabétiques (valeurs absolues) (fig. 62).
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Fig. 62 Lipogenese et contribution de la synthese de novo d’acides gras, sous I'effet de
I'insuline, dans les CML de Psammomys obesus.
*p<0.05 vs conditions sans insuline dans les mémes cellules, £p<0.05 vs les controles

correspondants.
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2.3 Régulation par la triiodothyronine et I’angiotensine Il

2.3.1 CMLV de rat Zucker obeése (fig. 63, 64, 65)

Sous l'effet de I’hormone thyroidienne (T3), I'expression des genes de la lipogenése
(ACC-1, ChREBP et SREBP1-c) diminue a 7 jours dans les CMLV provenant d’aortes de rats
Zucker contréles, sauf pour FAS qui augmente dans ces cellules a 3 et 7 jours de traitement.
En ce qui concerne l'effet de T3 sur I’expression de ces mémes genes dans les CMLV de rats
Zucker obeses, nous notons une baisse des concentrations d’ARNm d’ACC-1 a 3 jours, FAS et
ChREBP a 7 jours de traitement. Cependant les ARNm de SREBP1-c augmentent
significativement (p<0.001) dans les CML de rats Zucker obeses sous I'effet de T3 (fig. 63).
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Fig. 63 Effet de I’hormone thyroidienne (T3) sur I'expression des génes de la lipogenése dans
les CMLV de rat Zucker obese.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs conditions sans stimulation par la T3.

L'étude de I'effet de I'angiotensine Il (Angll) sur la voie de la lipogenése vasculaire,
montre une action stimulante sur I’expression de FAS dans les CMLV de rat Zucker contréle a
3 et 7 jours (p<0.01) et dans les CML de Zucker obeése a 3 jours de traitement (p<0.05). Les
autres genes ne sont pas plus élevés sous I'action de I’Agll, on observe plutot une baisse
significative des ARNm d’ACC-1 et ChREBP dans les CML de rat Zucker obese (fig. 64).
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Fig. 64 Effet de L’angiotensine Il (Angll) sur I'expression des génes de la lipogenese dans les

CMLYV de rat Zucker obeése.

*p<0.05, **p<0.01 vs conditions sans stimulation par la T3.

La lipogenese de novo évaluée dans les CML de Zucker obeses et controles traitées
avec I'’Ang Il et la T3 pendant 7 jours, n’est pas augmentée sous |'effet de ces hormones dans
les deux types cellulaires (fig. 65).
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Fig. 65 Action de I’Angll et la T3 sur la lipogenese de novo dans les CMLV de rats Zucker

obeéses.
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2.3.2 CMLV de Psammomys obesus (fig. 66)

Dans les CMLV de Psammomys obesus contréle, la voie de la lipogenése est
fortement stimulée sous I'action de T3 introduite dans le milieu de culture pendant 3 jours.
Ainsi, les ARNm codants pour les enzymes (FAS et ACC-1) et les facteurs de transcription clés
de la lipogenese (ChREBP et SREBP1-c) sont fortement augmentés. En revanche, sur les
CMLV provenant de Psammomys diabétique, la T3 n’a aucun effet sur la stimulation de ces
genes. De méme, I’Agll, n"augmente pas |'expression des genes sus-cités, aussi bien dans les
CML de Psammomys controle que diabétique, a I'exception des ARNm de SREBP1-c qui
augmentent significativement (p<0.01) dans les CML de Psammomys controle (fig. 66).
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Fig. 66 Effet de L’angiotensine Il (Ang ll) et I’'hormone thyroidienne (T3) sur I'expression des

genes de la lipogenése dans les CMLV de Psammomys obesus.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs conditions sans stimulation par I’Ang Il ou la T3.

2.4 Régulation par les récepteurs nucléaires LXR et/ou PXR

Avant d’entamer cette étude, nous avons d’abord procédé a la vérification de
I'expression des récepteurs nucléaires LXR et PXR dans les CMLV de rats Zucker obéses et

Psammomys obesus.

2.4.1 CMLV de rat Zucker obeése (fig. 67)

En présence de l'agoniste de LXR, le TO901317, dans le milieu de culture, la
lipogenese est fortement stimulée, apres incubation des cellules provenant d’aortes de rat
Zucker contr6le pendant 3 et 7 jours, I'expression de FAS augmente tres significativement,
nous enregistrons 2,44E-02 + 3,60E-03 vs 9,14E-03 + 9,88E-04, p<0.001 et 2,24E-02 + 4,29E-
03 vs 4,58E-03 + 2,94E-04, p<0.001. Cependant, les concentrations d’ARNm de FAS
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n‘augmentent pas dans les CML de Zucker obése en présence de I'agoniste. Les messagers
de SREBP1-c augmentent avec la méme amplitude (p<0.001) dans CML de Zucker controles
au 7°me jour de traitement. Le TO901317, n’a pas d’effet sur ces ARNm dans les CMLV de rats
Zucker obeses.
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Fig. 67 Effet de I'agoniste de LXR (TO901317), sur I'expression de FAS et SREBP1-c dans les

CMLV de rat Zucker obese.
***p<0.001 vs les valeurs obtenues dans les CML de ZC et ZO sans stimulation par le TO901317.

Nos résultats dans les CMLV de Zucker contrdles confirment les travaux de Davies et
al. (2005) montrant que le TO901317 stimule I'expression des génes de la lipogenése dans
les CMLV. Cependant, d’autres études (Mitro et al., 2007a) ont montré que le TO901317 est
également un agoniste du récepteur nucléaire PXR , ce dernier une fois activé, stimule la
lipogeneése au niveau hépatique. Nous avons voulu savoir si les effets observés apres
stimulation par le TO901317 sont dus a l'activation de LXR ou de PXR.

Nous avons testé l'effet de plusieurs agonistes synthétiques, aprés 3 jours de
traitement, sur I'expression des génes de la lipogenese et I'accumulation des TG dans les
CMLV de rats Zucker contréles.

- 1eTO901317, agoniste mixte de LXR et PXR.
- La paxilline, agoniste spécifique de LXR.
- Le PCN, agoniste spécifique de PXR.

Les résultats montrent une augmentation tres significative (p<0.001) des
concentrations d’ARNm du facteur de transcription SREBP1-c apres stimulation par le
T0O901317 et la paxilline, nous enregistrons respectivement, 3,88E-03 + 2,71E-04 vs 8,47E-04
+ 5,41E-04, p<0.001 et 1,70E-02 + 3,01E-03 vs 8,47E-04 + 5,41E-04, p<0.001 (/18S (ng/ug). La
FAS augmente également significativement sous I'effet du TO901317 (p<0.01) et la paxilline
(p<0.05). Les messagers d’ACC-1 augmentent (p<0.05) sous I'effet du TO901317. L’agoniste
de PXR, le PCN, n’a aucun effet sur I'expression des trois génes étudiés (fig. 68).
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Fig. 68 Effet des agonistes de LXR et/ou de PXR sur I'expression des génes de la lipogenése.
*P<0.05, ***p<0.001,**p<0.01 vs contrdle (sans stimulation).

Le contenu en triglycérides dans les CMLV de rats Zucker contrdles, augmente d’un
facteur de 2.5 sous l'effet du TO901317. Cependant il augmente aussi sous |'effet du PCN,
bien que plus faiblement (1.6 fois).

Dans les CMLV de rats Zucker obeses, ces agonistes n’augmentent pas les
concentrations des TG, on observe plutot une baisse significative sous I'effet de PCN (101.60
+7.88 vs 231.30 * 66.40 pg/10° cellules). (fig. 69)
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Fig. 69 Contenu cellulaire en TG (ug/10° cellules) dans les CMLV de rat Zucker sous I'effet des
agonistes synthétiques de certains récepteurs nucléaires.

*P<0.05,**p<0.01 vs conditions sans stimulation

Dans les CMLV de rat Zucker contrbéle et obese incubées avec I'agoniste de LXR
(TO901317) ou de PXR (PCN) pendant 3 jours, la contribution de la synthése de novo d’AG
augmente dans les deux types de cellules sous I'effet du TO901317, en valeurs absolues,
cette augmentation est plus marquée dans les cellules de rat Zucker contréle (18.87 + 3.03
vs 3.69 + 0.95 pg/10° cellules, p<0.001) que dans les cellules de ZO (19.25 + 2.73 vs 10.61 +
3.63 TG/pg/10°). La contribution de la synthése de novo d’acides gras, n’est pas modifiée
apres stimulation par PCN dans les deux types cellulaires. Cependant, en valeurs absolues, la
lipogenese diminue significativement dans les CML de Zucker diabétiques (3.69 + 0.59 vs
10.60 + 3.63, p<0.05). (fig. 70)
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Fig. 70 Activité lipogénique dans les CMLV de rats Zucker traitées avec les agonistes
synthétiques de LXR et/ou PXR. *P<0.05,***p<0.001 vs conditions sans stimulation.

2.4.2 CMLV de Psammomys obesus (fig. 71)

Alors que le TO901317 n"augmente pas les concentrations d’ARNm des facteurs de
transcription (SREBP et ChREBP) dans les cellules de Psammomys contréles et diabétiques.
Nous notons, une augmentation de I'expression de FAS sous |'effet de I'agoniste dans les
CMLV de psammomys contrdles. Nous enregistrons a 3 jours 1,26E-03 + 2,85E-04 vs 2,01E-
05 + 5,57E-06 (p<0.05) et 2,09E-03 + 4,26E-04 vs 2,75E-05 + 1,17E-05 & 7 jours (p<0.001).

Les ARNm d’ACC-1 augmentent aussi bien dans les CML de psammomys controles
que diabétiques sous l'effet du T0O901317 (p<0.05) apres 7 jours d’incubation avec
I’agoniste.
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Fig. 71 Expression des génes de la lipogenese dans les CMLV de Psammomys obesus en
présence de |'agoniste du récepteur nucléaire LXR dans un milieu de concentration normale

de glucose.
*p<0.05, ***p<0.001 vs les valeurs correspondants aux temps 0.
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Les différents agonistes cités précédemment en plus de I'agoniste spécifique de LXR,
le GW3965, ont été testés sur les CML de Psammomys contréles et diabétiques pendant 3
jours (fig. 72). Les ARNm de FAS augmentent significativement, dans les deux types de
cellules de psammomys sous I'effet des agonistes de LXR (TO901317, Paxilline, GW3965).
Une augmentation significative (p<0.05) de I'expression de FAS est également observée dans
les CML de psammomys diabétique apres stimulation par I'agoniste de PXR. L’expression du
deuxieme gene de la voie de la lipogenese étudié ACC-1, augmente dans les CML de
psammomys contréle et diabétique sous I'action du TO901317 (p<0.001), nous enregistrons
respectivement (2,19E-03 + 6,00E-04 vs 2,97E-04 + 7,54E-05 et 2,26E-03 + 4,71E-04 vs 1,03E-
03 + 2,41E-04 mRNA/18S (ng/ug). Les messagers de SCD-1 augmentent significativement
sous l'effet de I'agoniste mixte de LXR et PXR, aussi bien dans les CML de Psammomys
contréles (p<0.001) que dans les CML de Psammomys diabétiques (p<0.05), cependant
I'augmentation est de moindre importance dans ces derniéeres cellules. L’agoniste spécifique
de PXR n’a aucun effet sur I'expression de SCD-1 dans les deux types cellulaires de
Psammomys obesus. (fig. 72)
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Fig. 72 Effet des agonistes de LXR et/ou de PXR sur I'expression des génes de la lipogenése.

*P<0.05,**p<0.01, ***p<0.001 vs conditions sans stimulation.

Les CML de Psammomys obesus controles et diabétiques mises en culture pendant
3 jours en absence de toute stimulation montrent des concentrations en TG plus élevées
dans les CML provenant d’animaux diabétiques comparativement a leurs concentrations
dans les CML de psammomys contrdles (p<0.01) (fig. 73). Le traitement avec le TO901317 se
traduit par I'augmentation de la lipogenése dans les CML de psammomys controles (p<0.05),
alors gu’elle diminue sous I'effet de cet agoniste dans les CML de psammomys diabétiques
(p<0.01) (fig. 73).
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Fig. 73 Contenu en triglycérides et activité lipogénique dans les CML de Psammomys obesus
traitées avec le TO901317 pendant 3 jours. ***p<0.001 vs contrdles, *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 vs conditions sans stimulation.

Le contenu en triglycérides ou I'activité lipogénique ne sont pas augmentés sous
I'effet de I'agoniste de PXR (PCN) dans les CML de Psammomys contréles et diabétiques
traitées pendant 7 jours (fig. 74). Cependant, I'agoniste mixte de LXR et PXR, le TO901317,
augmente trés significativement, aussi bien le contenu en TG que I'activité lipogénique mais
uniquement dans les CML de Psammomys contrdles, alors qu’il n’a aucun effet sur les CML
de Psammomys diabétiques (fig. 74).
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Fig. 74 Contenu en triglycérides et activité lipogénique dans les CML de Psammomys obesus

traitées avec les agonistes de PXR et LXR pendant 7 jours. **p<0.01 vs contrdles, ***p<0.001 vs
conditions sans stimulation.

2.4.3 Effets in vivo chez la souris (fig. 75, 76, 77, 78)

Etant donné les actions des agonistes de LXR sur l'expression et l'activité de la
lipogenese et le contenu en triglycérides dans les CMLV nous avons voulu savoir si ces
actions existent in vivo au niveau de la paroi artérielle. Des souris ont regu pendant trois
jours par gavage un agoniste spécifigue de LXR, le GW3965. Cette molécule a comme
attendu augmenté par rapport aux souris témoins le contenu hépatique en TG (7.35+1.30 vs
2.341.30 vs 2.34+40.56 pg/mg de foie p<0.01) (fig. 75) ainsi que I'expression de FAS et ACC1
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(fig. 76), sans modification de srebp-1c. ChREBP, considéré aussi comme un géne cible de
LXR (Cha and Repa, 2007) n'a pas non plus été modifié. Le GW3965 n'a pas entrainé
d'hypertriglycéridémie plasmatique, en accord avec des études précédentes (Miao et al.,
2004; Mitro et al., 2007b; Quinet et al., 2006). Le contenu en TG de la paroi artérielle a été
augmenté (34.73+7.48 vs 16.71+2.42 ug/mg d'aorte p<0.05), mais, contrairement au foie,
sans stimulation de I'expression de genes lipogéniques (figure 76).
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Fig. 75 Triglycérides plasmatiques et tissulaires chez la souris traitée avec le GW3965.
*P<0.05, **p<0.01 vs les controles.
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Fig. 76 Expression des genes de la lipogenése dans le foie et I'aorte de souris traitées avec
I’agoniste de LXR (GW3965).

*P<0.05 vs les controles.

Pour comprendre le mécanisme de cette accumulation de TG dans l'aorte, nous
avons ensuite mesuré |'expression de genes impliqués dans la captation des acides gras.
L'expression de ces genes, au moins FAT, a été trouvée stimulée par LXR au niveau du foie
(Zhou et al., 2008). Nous n'avons pas retrouvé cette action dans le foie chez nos souris (fig.
77). L'expression de FAT n'a pas été stimulée non plus dans l'aorte mais FATP a été
clairement stimulé. Il est possible que cette stimulation soit impliquée dans I'accumulation
de TG aortiques.
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Fig. 77 Expression de FATP et FAT dans le foie et I'aorte de souris traitées avec le GW3965.
*P<0.05 vs les controles.

Méme si I'accumulation de TG aortiques et la stimulation de I'expression de FATP
suggerent fortement que le GW3965 a bien agit au niveau de la paroi artérielle, nous avons
vérifié si I'expression d'un géne cible classique de LXR, ABCA1, est stimulée dans l'aorte.
Nous n'avons noté aucune stimulation, alors que celle-ci existe dans les CMLV en culture
(Davies et al., 2005). Nous avons alors vérifié si le GW3965 a eu un effet sur un autre tissu
extra-hépatique, le tissu adipeux. Nous n'avons noté aucun effet, ni sur les genes
lipogéniques, ni sur ABCA1 ou ABCG1 (figure 79). Ceci peut vouloir dire que le GW3965 a, du
fait de son administration orale, agit essentiellement au niveau du foie et que peu de
GW3965 ait atteint les tissus extra-hépatiques, par ailleurs, le GW3965 a des spécificités
d'action sur les hépatocytes par rapport a d'autres types cellulaires.
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Fig. 78 Expression de certains messagers de la lipogenése dans le tissu adipeux épididymaire
des souris contréles et traitées avec le GW3965.
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DISCUSSION

Notre travail a porté sur I'’étude de I'expression de la voie de la lipogenese dans la
paroi artérielle et les CMLV au cours de certaines conditions pathologiques favorisant
I’'athérome comme l'insulino-résistance, I'obésité et le diabéte ainsi que, chez ’'homme, au
cours de I'athérome lui-méme. Ce travail a été réalisé sur des pieces d’endartériectomie des
patients diabétiques et non diabétiques et sur les aortes et les CMLV de plusieurs modeles
(et de leurs contréles) chez I'animal :

1. Les rats Zucker obéses (ZO) et diabétiques (ZDF) qui développent, du fait
essentiellement d’'une mutation du récepteur de la leptine, une obésité, une insulino-
résistance et un diabéte de type 2, évoluant chez le rat ZDF vers le diabéte avec
carence insulinique, sans complications vasculaires.

2. Le rat des sables (Psammomys obesus), modele de diabéte de type 2, d’origine
génétique et nutritionnelle, associé a des lésions artérielles ressemblant aux Iésions
initiales d’athérome chez I’homme.

Nos investigations ont porté sur I'étude ex vivo des aortes des différents modeles
animaux par la mesure de leur contenu en TG et en ARNm des genes responsables de la
synthése de novo et de la captation d’acides gras, ainsi que sur I'étude de I'expression des
génes de la lipogenese dans la partie athéromateuse et la partie macroscopiquement saine
de pieces d’endartériectomie carotidiennes prélevées des patients diabétiques et non
diabétiques.

En ce qui concerne I’étude in vitro, nous avons testé |'effet de I'insuline et du glucose,
régulateurs majeurs de I'expression de la lipogenese, isolés ou associés a d’autres facteurs
de différentiation adipogénique (ADM : insuline, triiodothyronine (T3), dexaméthasone). Afin
d’avoir une étude plus compléte, nous avons étudié aussi les actions d’autres agents
régulateurs de la lipogenése, la T3 seule ainsi que l'angiotensine Il et d’agonistes des
récepteurs nucléaires LXR et PXR. Ceci a été fait sur I'expression des messagers de la voie de
synthése endogene et de la captation des acides gras (voie exogéne d’apport d’acides gras)
ainsi que, dans une partie des expériences, sur le contenu des cellules en triglycérides et sur
I'activité de la voie de synthése de novo d’acides gras.

Nos résultats ont montré une augmentation du contenu en triglycérides dans les
aortes de rats Zucker diabétiques et obéses comparativement a leurs controles
correspondants. Les triglycérides augmentent également avec I'age dans les aortes de rats
controles et diabétiques en accord avec les données de la littérature (Davies et al., 2005).
Nous n’avons pas pu mesurer le contenu en TG des aortes de Psammomys diabétiques mais
I’histologie a clairement montré la présence de dépbts lipidiques.

Nous avons voulu savoir si I’'expression de la voie de la lipogenése est a I'origine de
I’accumulation des TG dans ces aortes. Pour cela, I'’étude de la lipogenese s’est effectuée par
la mesure des genes codants pour les enzymes clés de la lipogenése (FAS et ACC1) et les
facteurs de transcription impliqués dans cette voie transmettant I’action de I'insuline et du
glucose (SREBP1-c et ChREBP). Nos résultats ont montré que ces différents messagers sont
exprimés dans la paroi aortique mais leurs concentrations ne sont pas plus élevées dans les
aortes de rats Zucker diabétiques et obeéses comparativement a leurs controéles
correspondants. L'expression de ces génes n"augmente pas non plus avec I'adge. En se basant
sur les résultats, la voie de synthése endogéne in situ des acides gras ne semble donc pas
étre celle impliquée dans I'accumulation des lipides. La voie de captation des acides gras
provenant de la circulation n’est pas non plus surexprimée au niveau de I'aorte étant donné
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que les ARNm des génes codants pour les molécules impliquées (FAT, LPL, VLDLr) dans cette
voie ne sont pas augmentés dans les aortes de rats Zucker diabétiques et obéses; une
augmentation avec I'dge n’a pas été observée non plus. Cependant les concentrations
plasmatiques des triglycérides et des AGNE sont significativement augmentés chez les rats
Zucker diabétiques et obéses comparativement a leurs contréles correspondants. Ceci
suggere que les TG accumulés dans I'aorte sont le résultat de la disponibilité accrue pour la
captation par la paroi artérielle de substrats lipidiques plasmatiques. L'absence
d’augmentation des ARNm codants pour les genes de la lipogenéese dans les aortes des rats
Zucker insulino-résistants et diabétiques suggere fortement que la voie de la lipogenéese est
résistante a I'action de l'insuline et du glucose dans ce tissu. La mesure des genes et les
facteurs de transcription de la lipogenese dans les pieces d’endartériectomie des sujets
humains diabétiques et non diabétiques, ne montre pas de différence d’expression de ces
génes entre la partie athéromateuse et la partie saine des sujets non diabétiques. Chez les
sujets diabétiques, les ARNm des facteurs de transcription SREBP1-c et ChREBP sont plus
élevés dans la partie athéromateuse comparativement a la partie macroscopiquement saine,
avec une tendance non significative dans le méme sens pour ACC-1 et FAS. Cependant, ces
messagers de la lipogenése ne sont pas surexprimés dans la partie athéromateuse des sujets
diabétiques comparativement aux sujets non diabétiques. Ces résultats obtenus chez
I’'homme sont également en faveur d’une résistance de la lipogenése a I'action de l'insuline
et du glucose dans les plaques d’athérome carotidien humain. Ces résultats rejoignent ceux
obtenus dans les aortes des rats Zucker diabétiques et obéses. Les travaux de Jiang et al.
(1999) ont montré un dysfonctionnement sélectif au niveau vasculaire de la voie de
signalisation de l'insuline chez les rats Zucker obeses. La phosphorylation des tyrosines du
récepteur de I'insuline et d’IRS, ainsi que la phosphorylation des sérines des protéines kinase
Akt/PKB est défectueuse au niveau vasculaire chez ces animaux obéses. Cependant, la
phosphorylation des tyrosines des ERK-1 /2 MAP-kinases est identique dans les
microvaisseaux des rats Zucker contréles et obeses. Des résultats similaires ont été obtenus
par Hodroj et al. (2007). A I'aide d’inhibiteurs spécifiques des voies PI3-kinase et ERK-MAP
kinase de la signalisation insulinique, ces auteurs ont montré que |'effet de I'insuline sur
I'expression de I'angiotensinogene et le récepteur AT1R est transmis par les deux voies
citées ci-dessus chez des patients sains. Par contre, seule la voie MAP kinase est impliquée
dans I'augmentation de I'angiotensinogene observée chez les patients diabétiques, alors que
la transduction du signal par la voie Pl13-kinase diminue. Nos résultats suggérent que cette
insulino-résistance de la paroi vasculaire implique également la voie de la lipogenése.

Chez Psammomys obesus, nous avons également déterminé I'expression de la
lipogenese dans la paroi artérielle et dans les CMLV d’animaux diabétiques soumis au régime
riche en lipides et non diabétiques soumis au régime naturel a base de plantes halophiles. La
lipogenese dans le foie et le tissu adipeux de Psammomys a déja été étudiée. En effet des
études antérieures ont montré une augmentation de la lipogenese hépatique chez
Psammomys diabétique (Kalderon et al., 1983; Lewandowski et al., 1998). De méme, cette
augmentation de la lipogenese a été observée chez des Psammomys soumis a un régime
riche en carbohydrates et présentant des taux plasmatiques élevés de glucose et d’insuline.
Dans ces mémes conditions, les travaux de Koceir et al. (2003) ont montré une
augmentation de la lipogenése dans I’"hépatocyte isolé de Psammomys obése et diabétique,
et que I'acétate est le substrat privilégié pour la synthése des lipides par rapport au glucose.
En ce qui concerne notre travail, I'étude de la lipogenése chez Psammomys soumis au
régime hyperlipidique en situation de diabéte avec un effondrement de I'insuline a montré
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une baisse de I'expression des genes codants pour les enzymes (ACC-1 et FAS) et des
facteurs de transcription (ChREBP et SREBP1-c) de la lipogenese dans le foie ; ceci pourrait
étre expliqué par I'action inhibitrice du régime riche en lipides et surtout par déficience en
insuline plasmatique. La stéatose hépatique observée sur les coupes histologiques de
Psammomys diabétique serait en relation avec I'alimentation riche en lipides. La répression
de I'expression de SREBP1-c et de ChREBP que nous avons trouvé dans les CMLV de
Psammomys diabétiques n’est pas accompagnée par une baisse des taux d’ARNm de FAS et
ACC-1. Dans les aortes de Psammomys diabétiques, nous n’avons pas enregistré une
diminution de I'expression des genes codants pour les facteurs de transcription, comme
celle observée dans les cellules en culture, probablement a cause de I’hétérogénéité
cellulaire de la paroi artérielle. Au total, la lipogenese n’est pas surexprimée dans les aortes
et les CMLV de Psammomys diabétiques, elle est plutot réprimée. Ces résultats rejoignent
ceux que nous avons obtenus chez le rat Zucker.

Nous avons étudié in vitro, I'expression des génes de la lipogenése dans les CMLV de
rats Zucker controles et obéses. A I'état basal, les concentrations d’ARNm de FAS et ChREBP
sont plus faibles dans les CML de Zucker obéses comparativement a leur expression dans les
CML de Zucker controles. Cependant, la différence n’est pas significative pour ChREBP.
L'expression d’ACC-1 est similaire dans les CML provenant des deux groupes, alors que les
ARNm de SREBP1-c sont plus élevés dans les CML de Zucker obéses mais I'étude statistique
ne révele pas de différence significative. Les facteurs adipogéniques (ADM) ou le glucose
n’augmentent pas les génes de la lipogenése dans les CML de Zucker obeses. En revanche,
les facteurs adipogéniques (ADM) augmentent significativement les ARNm de ChREBP et
SREBP1-c dans les CML de Zucker contréles a 7 et 21 jours respectivement. Ces réponses
sont traduites par un contenu en TG et une lipogenese plus marqués dans les CML de Zucker
contréles que dans les CML de Zucker obéses.

En étudiant la régulation de I'expression des génes lipogéniques dans les CMLV de
Psammomys obesus, nous avons noté I'absence de stimulation par un taux élevé de glucose,
des génes de la lipogenése a I'exception de ChREBP lequel augmente dans les cellules de
Psammomys diabétiques. En effet, les taux élevés de glucose ont en revanche, une action
répressive qui s’oppose a I'action stimulante modérée de I’ADM sur I'expression de FAS et
ACC-1. Le glucose pourrait ne pas étre le substrat privilégié pour la lipogenése dans les CMLV
comme cela a été montré par KOCEIR, (2003) dans I’hépatocyte isolé de Psammomys obesus.

L’effet modéré des facteurs adipogéniques (ADM) observé pourrait étre du a I'action
de l'insuline, de la T3 ou la dexamethasone seule ou a I'action additive ou synergique de ces
hormones. Dans les CMLV de Psammomys diabétiques, malgré une augmentation de
I'expression de FAS et d’ACC-1, la lipogenese mesurée par spectrométrie de masse ne
montre aucune différence significative aprés un traitement de 7 jours par linsuline
comparativement aux CMLV de Psammomys contréles. Cette résistance est une
caractéristique générale de Psammomys obesus, des études ont montré que le métabolisme
du glucose de Psammomys au stade normoglycémique et normoinsulinique répond tres
faiblement a l'insuline exogéne comparativement aux autres rats controles (Shafrir et al.,
2006). Cependant, la voie de la lipogeneése est fortement stimulée par l'insuline dans
I’hépatocyte de Psammomys. L'incorporation de I'acétate [1-**C] dans les lipides totaux de
I’hépatocyte de Psammomys obéses et diabétiques est plus marquée comparativement a
leurs controles correspondants. Chez le rat Zucker, les CMLV ont une réponse modérée des
génes de la lipogenése aux facteurs adipogéniques en combinaison ou séparément. Les
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CMLV de Zucker obéses ne répondent pas a la stimulation insulinique, les concentrations des
messagers de la voie de la lipogenése sont nettement plus basses par rapport a celles dans
les cellules de Zucker contréles. Ces résultats sont eux aussi en faveur d’une insulino-
résistance de la voie lipogénique.

Le statut de la lipogeneése dans la paroi artérielle en situation d’insulino-résistance est
comparable a celui observé dans le muscle squelettique (Ducluzeau et al., 2001) et le tissu
adipeux (Diraison et al., 2002), avec une diminution de I'expression basale des génes codant
pour les enzymes de la voie de la lipogenese et une résistance a I'action de l'insuline. Cette
répression de la lipogenese contraste fortement avec sa surexpression hépatique aussi bien
chez les modéles expérimentaux d’insulino-résistance (Forcheron et al., 2009; Lin et al.,
2000) que chez des sujets obeses et insulino-résistants chez ’lhomme (Diraison et al., 2002;
Diraison et al., 2003a). En outre, cette surexpression de la lipogenése au niveau hépatique
conduit a une accumulation excessive de TG décrite dans ces situations (Denechaud et al.,
2008b; Dentin et al., 2004; Diraison et al., 2003a; Donnelly et al., 2005). Les raisons de cette
divergence dans le statut de la lipogenese entre d’une part, le foie et le tissu adipeux, le
muscle squelettique et les CMLV d’autre part restent encore obscures. Quelles que soient les
raisons de cette divergence, I'accumulation des lipides au niveau de la paroi artérielle des
rats insulino-résistants et diabétiques pourraient contribuer a son insulino-résistance.

Dans les CML de Zucker controéles, la T3 augmente significativement les ARNm de FAS
a 3 et 7 jours de traitement. Les travaux de Pihlajamaki et al. (2009) confortent I’hypothese
précédemment citée des effets a court et a long terme des hormones thyroidiennes et ils
remarquent que I'expression de FAS augmente de 3 a 6 fois aprés 2 heures de traitement
avec la T3, alors qu’un traitement chronique avec la T3 (5 jours) entraine une baisse de 30 %
de I'expression de FAS. Ces données sont en accord avec nos résultats qui montrent une
tendance de concentrations d’ARNm de FAS plus élevées a 3 qu’a 7 jours dans les CMLV de
Zucker contréles traitées avec la T3. La T3 seule, n’a aucun effet sur I'augmentation de
I’expression de la lipogenese dans les CML de Zucker obeses, sauf pour les ARNm de SREBP1-
¢ qui augmentent significativement sous I'effet de T3. L'effet des hormones thyroidiennes
sur I'expression de SREBP1-c reste controversé. Viguerie et al. (2002) ont montré que les
hormones thyroidiennes diminuent de 50 % les ARNm de SREBP1-c dans les adipocytes
humains. Les travaux de Zhang et al. (2003) ont montré que la T3 induit une augmentation
des ARNm de SREBP1-c dans les hépatocytes des embryons de poulet sous une
administration de glucose. En outre, Kawai et al. (2004) concluent que la T3 induit dans les
cellules HepG2 dérivées des hépatocytes humains, I'expression des ARNm de SREBP1-c. Plus
récemment, les travaux de Hashimoto et al. (2006b) ont essayé d’apporter des explications a
ces résultats controversés concernant la régulation de SREBP1-c par les hormones
thyroidiennes. Ils observent une diminution des ARNm de SREBP1-c in vivo et in vitro chez la
souris notamment au niveau hépatique. La T3 régule négativement le promoteur du gene de
SREBP1-c via TR-B, son site de liaison a ’ADN responsable de cette inhibition est différent du
site de liaison a LXR, I’hétérodimere RXR-TR se lie au site 2, qui entoure le site du début de la
transcription. Ces données sont confirmées également par |'utilisation des cellules Hepal-6,
qui dérivent des hépatocytes de souris. Les mémes auteurs montrent également que le
promoteur du gene SREBP1-c est négativement régulé par les hormones thyroidiennes chez
'homme.

Dans les CMLV de Psammomys obesus contrdles, la T3 stimule fortement, in vitro, les
génes codants pour les enzymes (FAS et ACC-1) et les facteurs de transcription (SREBP1-c et
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ChREBP) de la lipogenese. Cette action stimulante de la T3 sur I'expression de ChREBP
récemment décrite dans le foie chez la souris et chez ’'homme (Hashimoto et al., 2009), est
aussi présente dans d’autres tissus. Dans les CML de Psammomys diabétique, la T3 n’a aucun
effet stimulant sur I'expression des genes de la lipogenése. Des résultats récents ont montré
une diminution de I'expression des récepteurs des hormones thyroidiennes (TRa-1) dans le
tissu adipeux des patients obeses ou diabétiques de type 2 (Nannipieri et al., 2009). Si elle
est présente dans les CMLV, une telle diminution pourrait contribuer a I'absence des effets
delaT3.

En ce qui concerne I'étude de I'effet de I’Angll sur I'expression des genes codants
pour les enzymes clés de la lipogenese dans les CMLV de rats Zucker obeses, FAS augmente
significativement a 3 et 7 jours de traitement dans les CML de Zucker contrdles et a 3 jours
dans les cellules de Zucker obéses. Les autres genes ne sont pas plus élevés sous I'action de
I’Angll, nous observons plutot une diminution significative des ARNm d’ACC-1 et de ChREBP
notamment dans les CMLV de rat Zucker obése. L’activité de la lipogenése mesurée a l'aide
d’eau deutérée n’est pas augmentée sous |'effet de I’Angll dans les deux types cellulaires.
Pour ce qui est de I'effet de I’Angll sur les CML de Psammomys obesus, comme pour la T3,
cette hormone n’a aucun effet sur les CMLV d’animaux diabétiques, le manque d’action de
I'Angll sur les CML de Psammomys diabétiques est surprenant puisque I'expression des
ARNm et des protéines codants pour le récepteur AT1R sont augmentés dans les CMLV de
sujets diabétiques chez I’homme (Hodroj et al., 2007). Sur les CML de Psammomys contréles
I’'Agll stimule essentiellement I'expression de SREBP1-c. Dans les adipocytes I'Angll agit
comme l'insuline pour controler certains génes lipogéniques notamment FAS. Jones et al.,
1997 ont montré que I’Angll augmente significativement le contenu en TG et I'activité de
deux enzymes de la lipogenese (FAS et GPDH) dans les adipocytes 3T3-L1. Ces effets sont
transmis via le récepteur AT2. L’Angll exerce des effets similaires dans les cellules adipeuses
humaines maintenues en culture primaire. Les travaux de Kim et al. (2001) ont montré que
I’Angll régule a I’échelle transcriptionnelle I'expression de FAS dans les adipocytes 3T3 via
I’élément de réponse a I’Angll trouvé dans le gene de FAS. L'élément de réponse a I’Angll est
une séquence E box (CATGTG) qui est aussi une séquence de réponse a l'insuline et les deux
séquences sont sous la régulation du facteur de transcription SREBP1-c. Le récepteur qui
transmet la régulation des genes de la lipogenése par I’Ang Il dans les adipocytes est
I’'angiotensin type Il (AT2) receptor identifié par Jones et al. (1997). Des travaux plus récents
(Ran et al., 2004) ont montré que I'utilisation des bloqueurs des récepteurs de I'’Ang Il
diminue la surproduction des TG chez les rats Zucker obéses soumis au régime riche en
fructose, suggérant le role de cette hormone dans la stimulation de la production des TG. La
perfusion de I’Ang Il augmente la sécrétion et le contenu hépatique en TG. La lipogenéese
évaluée par l'incorporation du glycérol tritié dans les TG hépatiques est significativement
augmentée chez les rats perfusés avec I’Angll.

Nous avons également abordé dans cette étude la régulation de la lipogeneése par le
récepteur nucléaire LXR (Liver X Receptor), in vivo dans les aortes de souris et in vitro dans
les CMLV de rats Zucker obése et de Psammomys obesus. Nos résultats ont confirmé |'effet
stimulant de 'agoniste synthétique de LXR (TO901317) sur I'expression des génes de la
lipogenése dans les CMLV (Davies et al., 2005). Ceci est accompagné par une augmentation
de l'activité de la voie de la lipogenése via la stimulation du récepteur nucléaire LXR. Dans
les CMLV de Zucker contréles, I'agoniste mixte de LXR et de PXR le TO901317 ainsi que
I'agoniste spécifique de LXR, la paxilline, augmentent significativement I'expression de
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SREBP1-c et de FAS. Ces agonistes sont sans effets sur les CML de Zucker obeses. L'effet
stimulant du TO901317 est présent aussi bien dans les CML de Psammomys contréles que
dans les CML de Psammomys diabétiques, les autres agonistes spécifiques de LXR (la
paxilline et le GW3965) reproduisent I'effet du TO901317 notamment pour |'expression de
FAS dans les CML de Psammomys controles. Les travaux de Mitro et al. (2007b) ont montré
que le TO901317, agoniste de LXR est aussi un ligand de haute affinité pour les récepteurs
PXR et active ce récepteur. TO901317 induit I'expression non seulement des genes cibles de
LXR mais aussi des geénes cibles de PXR. L’activation des génes cibles de PXR explique sans
doute pourquoi le TO901317 induit des stéatoses hépatiques séveres alors que le GW3965 a
un effet stéatotiqgue modéré. Ces résultats suggerent que plusieurs activités biologiques
jusqu’ici associées avec |’activation de LXR peuvent étre transmises par PXR et non pas par
LXR. Les travaux de Zhou et al. (2008) ont montré également que le CD36 est un géne cible
commun des récepteurs nucléaires LXR, PXR et PPARy. Afin de vérifier si les effets observés
apres |'activation par I'agoniste mixte de PXR et de LXR (TO901317) pourraient étre transmis
par le récepteur PXR, nous avons testé I'effet de I'agoniste spécifique de ce récepteur (PCN)
sur les CMLV. Alors que le PCN n’a aucun effet sur I'expression des genes de la lipogenése
dans les CML de rats Zucker contrbéles et obeéses, il reproduit en partie |'effet du
TO901317 sur les CMLV de Psammomys diabétiques; ce qui suggere que les effets de
I'agoniste mixte de LXR et de PXR résultent, chez Psammomys obesus, de I'activation des
deux récepteurs LXR et PXR.

Les agonistes de LXR ont été proposés comme agents thérapeutiques possibles dans
le traitement de I'athérome. En effet, ils réduisent le développement de I'athérome chez les
modeles de souris (Joseph et al., 2002) via la stimulation du transport inverse et I'efflux du
cholestérol cellulaire (Naik et al., 2006) et probablement aussi grace a certaines actions anti-
inflammatoires (Hong and Tontonoz, 2008). Ces effets sont associés a une augmentation de
la lipogenese de novo au niveau hépatique et I'élévation plasmatique des VLDL riches en TG,
limitant ainsi l'utilisation clinique de ces agonistes de LXR. Cela peut étre résolu par
I"'utilisation d’agonistes plus spécifiques de LXR, comme le GW3965. Toutefois, nos résultats
ont montré malgré I'absence d’une augmentation significative de |’expression des genes de
la lipogenese dans la paroi artérielle in vivo, une augmentation du contenu en TG de cette
paroi. Les effets déléteres possibles a long terme de cette augmentation de lipides doivent
étre étudiés. Clarifier les conséquences des actions directes des agonistes de LXR sur le
développement de I'athérome dans la paroi artérielle nécessite d’autres études.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Notre travail confirme que les génes principaux de la lipogenese ainsi que ceux des
facteurs de transcription majeurs contrdélant leur expression sont bien exprimés dans la paroi
artérielle et dans les CMLV. Nous montrons de plus que cette voie métabolique est bien
active dans les CMLV, gu’elle est stimulable dans certaines conditions et que cette activité
participe a I'accumulation de triglycérides dans les CMLV in vitro.

La paroi artérielle accumule des TG avec I’age ainsi que dans les situations d’insulino-
résistance et de diabéte, comme nous l'avons observé. Nous avons voulu savoir si la
lipogenese in situ peut contribuer a cette accumulation, une hypothése soutenue par les
résultats obtenus sur les CMLV en culture. Cependant, I'expression de la lipogenéese dans la
paroi artérielle n"augmente pas avec I'age chez les rats, et n’est pas augmentée dans les
différents modeles d’insulino-résistance et de diabéte que nous avons explorés. De plus,
I’expression de la lipogeneése n’est pas augmentée non plus dans les CMLV isolées a partir
des aortes d’animaux insulino-résistants et diabétiques. Globalement, nos résultats
suggerent que l'accumulation de TG dans la paroi artérielle résulte essentiellement de la
disponibilité accrue en acides gras circulants sous forme non estérifiée ou incorporés dans
les triglycérides plasmatiques. Cette hypothése pourrait étre confirmée en perfusant les
animaux avec un acide gras marqué ou une émulsion de TG marqués et en mesurant
I'incorporation des molécules marquées dans les TG de la paroi artérielle.

Dans notre étude la lipogenese des CMLV obtenues a partir d’animaux controles
répond modérément a un milieu de différenciation adipocytaire identique a celui utilisé par
(Davies et al., 2005), ainsi qu’a des constituants individuels de ce milieu (insuline, T3) et
gu’au glucose. Elle est stimulable aussi par I'angiotensine Il. Elle répond clairement aux
agonistes de LXRa, mais peu ou pas a un agoniste de PXR, ce qui nous a permis de montrer
que l'action du double agoniste LXR-PXR, le TO901317, décrite précédemment (Mitro et al.,
2007b) est bien liée a I'activation de LXR. In vivo, Nous n’avons testé que l'action d’un
agoniste LXR. Celui-ci a bien agit au niveau du foie mais, malgré une augmentation du
contenu en TG de la paroi, n’a pas stimulé a ce niveau |'expression de la lipogenese. Nous
n’avons pas mis en évidence non plus d’action sur d’autres cibles de LXR comme ABCA1. I
est donc possible que la disponibilité de I'agoniste LXR dans la circulation générale ait été
insuffisante pour que cet agoniste agisse sur la paroi artérielle. Cette expérience serait a
refaire avec des doses plus importantes et d’autres agonistes. |l serait utile aussi de vérifier si
les actions in vitro de la T3 et de I'angiotensine Il sont présentes in vivo. Enfin, nous n’avons
pas déterminé, que ce soit in vivo dans les aortes ou in vitro dans les CMLV si la lipogenése
est sensible a I'action inhibitrice des acides gras polyinsaturés.

La lipogenese des CMLV d’animaux insulino-résistants ou diabétiques répond peu aux
facteurs adipogéniques par rapport aux CMLV contrdles. Cette voie semble donc insulino-
résistante, ce qui serait cohérent avec la résistance sélective de la voie PI3-kinase a I'action
de l'insuline décrite précédemment dans la paroi artérielle (Jiang et al., 1999) et les CMLV
(Hodroj et al., 2007). Cependant nous n’avons pas vérifié que dans les conditions de notre
étude la voie PI3-kinase était bien résistante. Le mécanisme de cette insulino-résistance
reste aussi a préciser. Elle pourrait étre liée a I‘accumulation de substrats lipidiques. La
mesure des concentrations des substrats impliqués (diacylglycérols, céramide) apporterait
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une premiere réponse. Cette perte de réponse de la lipogenese a des éléments régulateurs
apparait plus générale puisque, de maniere inattendue, nous avons observé aussi une
réponse diminuée aux agonistes LXR, a la T3 et a I'angiotensine Il dans les CMLV d’animaux
diabétiques. Nous ne savons pas si cette « résistance » large est simplement la somme d’une
série d’anomalies individuelles (modifications de [I'expression de récepteurs de
I'angiotensine Il, de T3,..) ou a un mécanisme général.

Enfin, si nos résultats montrent clairement des anomalies de régulation de la
lipogenese dans la CMLV d’animaux insulino-résistants et diabétiques, et probablement in
vivo dans la paroi artérielle, et suggerent fortement que cette voie n’a pas de réle majeur
dans I'accumulation de TG dans cette paroi, le role éventuel de la lipogenése dans le
développement de I'athérome reste incertain. Ceci nécessitera des études dans des modeles
expérimentaux tels que les souris ApoE ou LDLr KO.
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ANNEXES

Tableau I. Amorces utilisées chez ’lhomme

R . Taille de Température
Gene Sens Antisens I'amplicon d’hybridation
ACC-1 acatccctacgctaaaca  agaacatcgctgacacta 85 50
ChREBP tcggcaatgctgacatg gaggcgggagttggtaaa 98 55
FAS cccaatgccttgttccc ctgtggtcccacttgatgag 87 60
SREBP1-c tgaagacagacggagcca ggactgttgccaagatggtt 120 60
Tableau Il. Amorces utilisées chez le rat Zucker

R . Taille Température
Gene Sens Antisens (pb) d’hybridation
ACC-1 caacgcaggcatcagaa caagtattccacagtccc 138 50
ChREBP cgggacatgtttgatgactatgtc aataaaggtcggatgaggatgct 86 55
FAS ggtgctacccattcgtg ggatgtatcattcttggactt 115 60
SREBP1-c  cgctaccgttcctctatcaa ttcgcagggtcaggttctec 164 60
VLDLr tctggagttcctagctcat ccagtgaatttattggcacc 108 60
FAT aggaagtggcaaagaat tgaaggctcaaagatgg 155 60
LPL cctgaagacacagctgagga cacccaactctcatacattc 141 60
LXRa tgccccatggacacctacat gcggatctgttcttctgaca 112 60
SCD-1 ttcttctctcacgtgggttg ttgtagtacctcctctggaa 125 60
18S tgaggccatgattaagaggg agtcggcatcgtttatggtc 190 60
Tableau lll. Amorces utilisées chez Psammomys obesus
Genes sens Anti-sens taille Température

d’hybridation
ACC-1 acatccctacgctaaaca agaacatcgctgacacta 85 50
FAS cccaatgccttgttecc ctgtggtcccacttgatgag 87 60
ChREBP cgggacatgtttgatgactatgtc aataaaggtcggatgaggatgct 86 55
SREBP1-c  cgctaccgttcctctatcaa ttcgcagggtcaggttctcc 81 60
LXRa tgccccatggacacctacat gcggatctgttcttctgaca 112 60
SCD-1 ttcttctctcacgtgggttg ttgtagtacctcctctggaa 125 60
18S tgaggccatgattaagaggg agtcggcatcgtttatggtc 190 60
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Tableau IV. Amorces utilisées chez la souris

. . . Température
Genes Sens Anti-sens Taille (pb) d'hybridation
ACC-1 cgctggtcttagaagttga tccectgeygatgtatttgat 149 60
FAS tgctgecgtgtecttctacca gcacccaagtcctcgecata 128 60
ChREBP gtccgatatctcgacacactc  cattgccaacataagcatgttctg 91 60
SREBP1-c  ggcactaagtgccctcaacct gccacatagatctctctgecagtgt 81 60
FATP cctgcggcttcaaca tcagtggctccatcgt 84 60
FAT ggaactgtgggctcattgc catgagaatgcctccaaacac 68 60
ABCA-1 tcctgtgecatttattc gttacttagtggtccttctt 60
ABCG-1 atgaatcagcgaatgttg gttctaatgggtgcctct 60
18S tgaggccatgattaagaggg agtcggcatcgtttatggtc 190 60

Séquences partielles des ARNm de Psammomys obesus
ACC1 Psammomys obesus :

TTCTACTATCCCTACGCTAAACAGAATGTCGTTTGCCTCCAACCTCAACCACTA
TGGCATGACTCAAGTAGCTAGTGTCAAGCCGATGTTCAAG

FAT Psammomys obesus :

TAGGAGNNGGCAGAATAGACGACGAATACAGGTTAACAGAGAGGTCCTTACA
CATACAGAGTTCGTTATTTAGCCAAGGAAAATATAACTCAGGACCCCAAGGAC
AGCACTGTCTCTTTTGTACAACCCAATGGAGCCATCTTTGAT

LPL Psammomys obesus :

CACTGAAGACACAGCTGAGGACACATTGTCATCTGATTCCTGGATTAGCAGAC
TCTGTGTCTAACTGCCATTTAACCACAGCAGCAAACATTTCTGTGATCCAGGA
GAGGGTGATGCCGCTG

LXR alpha Psammomys obesus :

TTGCCCCATGGACACCTACATGCGGCGGAAATGCCAGGAGTGTCGGCTTCGC
AAATGCCGCCAGGCGGGCATGCGGGAGGAGTGTGTCTTGTCAGAAGAACCAG
ATCCGCAC

Srebp-1c Psammomys obesus :

ACGTTCCTCTATCAATGACAAGATTGTGGAGCTCAAGGACCTGGTGGTGGGCA
CTGAGGCAAAGCTGAATAAATCTGCTGTCTTGCGCAAGGCCATCGACTACATC
CGCTTCTTACAGCACAGCAACCAGAAACTCAAGCAGGAGAACCTGACCCTGC
GAAAGGCG
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VLDLr Psammomys obesus :

TCTGGAGTTCCTAGCTCATCCTCTTGCACTCACTATATTTGAGGATCGTGTCTA
CTGGATAGACTGGAGAAAATGAAGCGGTGTATGGTGCCAATAAATTCACTGG
CA

ChREBP Psammomys obesus

ACAANCAAGACACCACGCATGATCCNTCTNATGCCGCTTGATAATCTACACCT
ACTACCTAGACAATTATT
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TITRE en anglais
LIPOGENESIS IN ARTERIAL WALL: REGULATION OF ITS EXPRESSION AND
ABNORMALITIES IN INSULIN-RESISTANCE AND DIABETES

RESUME en anglais

We investigated the expression and regulation of lipogenesis in aortas and VSMC
and determined if it is modified during metabolic abnormalities. Zucker obese (ZO),
diabetic (ZDF) rats, and the high fat diet fed Psammomys obesus accumulated more
triglycerides in their aortas than control rats. However the expression of lipogenic
genes, or of genes involved in fatty acids uptake, was not increased. Lipogenesis was
not increased in human carotid endarterectomy of diabetic compared to non-
diabetic patients. The adipogenic medium (ADM), glucose or insulin stimulated
moderately lipogenesis but only in VSMC from control rats. No effect was observed
in VSMC from Z0O. We showed that the lipogenic effects of TO9013170bserved in
VSMC from Zucker control rats are due solely to the nuclear receptor LXRa, PXR
agonist had no effect. Conclusion: Lipogenesis is not increased in arterial wall during
insulin-resistance and diabetes.

Keywords: Lipogenesis; Fatty acid synthase; Psammomys obesus; Diabetes; Glucose;
Vascular smooth muscle cells
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