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Résumé

Stéatohépatite et adaptations métaboligues: effets d'un régime enrichi en lipides saturés, ou carencé en

choline et méthionine, sur la bioénergétigue et le métabolisme hépatigue de rat.

La stéatohépatite non alcooligue (NASH) est une pathologie émergente dans nos pays industrialisés du fait de
lobésité et de linsulino-résistance. A ce jour, la pathogenése de la NASH est mal connue et il nexiste pas de
traitement prévenant son évolution cirrhogéne chez certains patients. Le but de ce travail consistait a étudier les
modifications bioénergétigues et métaboligues de mitochondries hépatigues et dhépatocytes isolés de rats atteints
de NASH.

Dans un premier temps, nous avons élaboré un régime alimentaire enrichi en acides gras saturés afin dinduire une
NASH. Au terme de 14 semaines de régime, nous navons pas mis en évidence de surcharge lipidigue au niveau du foie
des animaux recevant ce régime enrichi. Les mesures effectuées avec des mitochondries isolées de foies et avec des
hépatocytes isolés nont montré aucune différence au niveau de la bioénergétique ou du métabolisme hépatigue entre
les différents groupes de rats. En revanche, une modification de la répartition tissulaire a été observée, avec une
augmentation des masses des tissus adipeux blanc et brun. Dans cette étude, /absence de stéatose hépatigue et de
NASH semble due d une augmentation du stockage des lipides au niveau du tissu adijpeux blanc, et a une augmentation
de leur oxydation par un processus thermogéne au niveau du tissu adipeux brun, permettant ainsi de « briler » lexcés
calorigue.

La deuxiéme partie du travail concernait /€tude des modifications bioénergétigues et métaboligues induites par
un régime carencé en choline et méthionine connu pour induire une stéatohépatite chez le rat. Nous avons montré que
les mitochondries de foie et les hépatocytes isolés de rats traités, avaient une respiration augmentée. Cette
stimulation de la respiration était due d un découplage de la chaine respiratoire par un mécanisme de « proton leak »
ET de « redox slipping » au niveau de la cytochrome ¢ oxydase. Ce découplage avait pour conséguence de stimuler
lutilisation de substrats lipidigues et de diminuer /a production de radicaux libres de oxygéne. En paralléle, /€tude
avec des hépatocytes isolés nous montre une augmentation de l'oxydation lipidigue et de la néoglucogenése.

Ces résultats suggérent des adaptations des fonctions mitochondriales et métaboligues des foies de rats atteints

de stéatohépatite qui permettraient de limiter la surcharge lipidigue et le stress oxydant.
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Avant-propos

o

Du fait de 'augmentation dramatique de sa prévalence au niveau mondial, I'obésité est un
probléme de santé publique en croissance dans nos pays industrialisés (prévalence en France de
10% chez l‘adulte et de 15% chez l'enfant). La morbidité de l'obésité est liee entre autres a
'émergence de stéatohépatites. En 1980, Ludwig et coll. (Ludwig, Viggiano et al. 1980) ont
rassemblé sous le terme de stéatohépatites non alcooliques (NASH : non alcholic steatohepatitis) les
altérations du parenchyme hépatique secondaires au surpoids et a linsulino-résistance (stéatose,
inflammation, nécrose hépatocytaire et fibrose). La NASH est une affection qui touche une large
proportion de la population obése, ou la stéatose progresse vers une fibrose, une cirrhose et
éventuellement dans les cas les plus extrémes vers une défaillance hépatique terminale ou encore
vers un hépatocarcinome. Une inflammation des tissus hépatiques est retrouvée et semble liée a une
production accrue d’espéces réactives de I'oxygéne et a une peroxydation lipidique. Des projections
faites aux Etats-Unis d’Amérique suggérent que la prévalence de la NASH pourrait atteindre 40 % en
2025 en faisant ainsi de la NASH la premiére cause de cirrhose.

Les mécanismes conduisant au développement de la NASH sont a ce jour mal connus.
Plusieurs mécanismes pourraient étre associés a la NASH comme (i) une stimulation de la
lipogenése ou (ii) une inhibition de 'oxydation des acides gras soit par déficit de transport des acides
gras a chaine longue dans la mitochondrie soit par une diminution d’activité des enzymes
mitochondriales impliquées dans la B-oxydation. L’'implication d’un dysfonctionnement mitochondrial
dans le développement de la NASH a également été avancée, des défauts structuraux et de
dysfonctionnement de la chaine respiratoire ayant été observé dans des mitochondries plaquettaires
de patients atteints de NASH.

Il n'existe a ce jour aucun traitement efficace de cette affection hépatique émergente. La prise
en charge de la NASH passe actuellement par le traitement de I'obésité (diete et perte de poids),
mais les échecs de ce traitement sont nombreux, la plupart des obéses reprenant leur poids initial a
moyen terme.

Afin de prévenir I'évolution cirrhogéne de la NASH chez ces patients, il apparait donc

nécessaire de connaitre les conséquences hépatocytaires (métaboliques et énergétiques) de la
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NASH et de rechercher un traitement influencant le stockage des lipides hépatiques. Dans ce but,
nous avons développé conjointement trois grands axes de recherche qui seront donc traités dans

trois parties distinctes.

1) A ce jour, les études menées sur la NASH n’ont pas permis une caractérisation claire des
mécanismes de mise en place de la NASH du fait d'un manque de modéles animaux présentant des
caractéristiques identiques a la NASH humaine. La premiére partie de notre travail a consisté a tenter
de mettre au point un régime alimentaire enrichi en lipides chez le rat Wistar. Pour se rapprocher au
mieux des habitudes alimentaires des patients atteints de NASH, nous avons enrichi la nourriture des
animaux avec deux corps gras riches en lipides saturés, I'huile de coco (86% AGS) et le beurre
alimentaire (51% AGS et 0,2% cholestérol). Nous avons dans cette étude d’évaluer chez le rat les
adaptations du métabolisme hépatique (métabolisme hépatocytaire et bioénergétique mitochondriale)

en réponse a un régime a haute teneur en acides gras saturés

2) Dans un deuxiéme temps, nous avons choisi un modeéle largement caractérisé et utilisé
dans la littérature: un régime carencé en choline et méthionine ou MCDD pour « Methionine and
Choline Deficient Diet ». Ce régime est connu pour induire chez le rat une stéatohépatite caractérisée
par une stéatose massive et une inflammation du tissu hépatique. Dans cette étude, nous avons
évaluer les adaptations du métabolisme hépatique (métabolisme hépatocytaire et bioénergétique

mitochondriale) en réponse a un régime MCDD chez le rat.

3) Il n'existe a ce jour aucun traitement de la NASH validé par les authorités de santé aux
USA et en Europe, le but de la derniére partie de notre travail était de tester les effets de deux
molécules pharmacologiques (almitrine et metformine) sur le développement d’'une stéatohépatite
chez des animaux recevant un régime carencé en choline et méthionine. Nous avons choisi I'almitrine
de par son effet sur I'efficacité mitochondriale qui pourrait moduler I'utilisation des lipides dans le foie
et limiter la stéatose. La metformine nous semblait également une cible thérapeutique de choix pour
le traitement de la NASH car cette molécule, utilisée en clinique dans le traitement du diabéte de type
II, a des effets connus sur le métabolisme lipidique. Nous avons pour but dans cette étude d’évaluer
'impact des traitements a 'almitrine et a la metformine sur les adaptations du métabolisme hépatique
(bioénergétique mitochondriale) en réponse a un régime carencé en choline et méthionine, inducteur

de stéatohépatite chez le rat.
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L. Introduction

1. Lobésité

1.1 Etat des lieux

Au cours du XXiéme siécle, de nombreux pays industrialisés ont d( faire face a une véritable
épidémie : l'obésité. De nombreux instituts et associations telles I'A.O.A. (American Obesity
Association), I'INSERM et I'INS (Institut National de la Santé) ont lancé un cri d'alarme contre la
stupéfiante progression de l'obésité dans le monde. Aux Etats-Unis I'augmentation du nombre
d’obéses était de 75% entre 1980 et 1994 (Flegal, Carroll et al. 1998), de 61% entre 1991 et 2000
(Mokdad, Bowman et al. 2001). Aujourd’hui aux Etats-Unis, plus de 60% des adultes, 15% des
adolescents de 12 a 19 ans et 13% des enfants de 6 a 11 ans sont en surpoids ou obéses (Flegal,
Carroll et al. 2002). L'obésité augmente régulierement depuis 20 ans, dans les deux sexes et dans
toutes les classes d’age et tout les groupes ethniques. L’augmentation la plus forte a été observée

chez les adolescents pour lesquels le taux a triplé en vingt ans.

Figure I.1 : Prévalence de |'obésité en France

L’obésité en France

Evolution 5 913 000 20% - Prévalence de ['obésité en France chez les plus de 18 ans
(en % de la population) »
113 personnes o
. . ObEpi
8.5 10.1 ‘23;’053"’ 2006
35.6% 23.3% ObEpi " o
. ObEpi 2000 — . 247%™
10% 1 INSEE INSEE 1997 / 113 %
11.8% 1991 10,1 %
1980
Hommes Femmes —_— 4 «
1997 2000 2003 2006 5 % -
[Jsurpoids [l Obésité 6.1% 6.5 %
Les proportions Evolution du tour de taille
(en centimétres) 0% ' ' : 4
Absence de 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010
surpoids Hommes Femmes

Obésité
massive
0.8%

/ 53_4% 905 929 792 837
Surpoids
29.2%

Obésité 1997 2006 1997 2006
modérée
11.6% +2.4cm +4.5cm

En France, d'apres la derniére étude Obépi, le nombre de personnes obéses a été multiplié
par deux au cours des 25 derniéres années (figure I.1) (Basdevant 2006). Et cela touche aussi les
enfants, dont le nombre atteint d'obésité a doublé depuis 1980. Aujourd’hui en France on estime
entre 10 et 12 le pourcentage d’enfants de moins de 12 ans qui sont obéses.

L'obésité n'est pas seulement un probléme qui touche les USA et |la France, il touche tous les
-10 -
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pays « riches » et se répand comme une épidémie dans tous les pays en voie de développement a
moyen ou faible revenu. Le "changement économique" génére un "changement nutritionnel", c'est a
dire une modification des habitudes alimentaires (trop de graisses, de sucres, de calories), de la
qualité des aliments, (la « mal-bouffe » industrielle et agroalimentaire) et la diminution de I'activité
physique (Kopelman 2000). En effet, dans les pays industrialisés, l'ingestion calorique est restée
constante durant ce dernier siécle alors que notre activité physique ne fait que diminuer (Ravussin
2005). De plus notre alimentation est devenue trop riche en terme calorique, trop riche en acides gras
saturés et en sucres tel le saccharose ou le fructose (Bray, Nielsen et al. 2004). La balance
énergétique, c'est-a-dire I'équilibre entre l'ingestion calorique et la dépense énergétique, est devenue
positive, résultant en une augmentation de la masse grasse chez les individus (Spiegelman and Flier
2001).

Le surpoids touche 1,1 milliards de personnes dans le monde, dont 16 millions de
Frangais parmi lesquels presque 6 millions d'obéses.

Quelques chiffres : En 2005, en Chine, 20% de la population est obése, en Malaisie
c'est 3 hommes sur 10, au Mexique 29% de la population est en surpoids (IMC >25) ou obeése
IMC >30) ; en Egypte 35% d'obéses, au Samoa 50% de la population ; au Koweit 32%

d'homme et 40% de femme ; Arabie Saoudite 16% d'homme et 24% de femmes.

2. Pathologies associées

Outre le fait que notre société soit devenue une société « d’apparence », bien au dela du
physique, 'augmentation de I'obésité et de I'adiposité représente un réel probléme en terme de santé
publique. Ce surpoids entraine une augmentation des risques de plusieurs pathologies comme le
diabéte de type I, 'hyperlipidémie, des maladies cardiaques et certains cancers (Kopelman 2000).
D’autres organes, tel le foie, peuvent également « souffrir » de cet état d’'opulence (Angulo and Lindor
2002). Plusieurs études ont démontré que les personnes en surcharge pondérale, ou atteintes
d’obésité, peuvent développer une stéatose hépatique, c'est-a-dire une accumulation de lipides, sous
forme de triglycérides, au niveau du foie. Il a été estimé en Amérique du nord que 60 a 95% des
obéses et 21 a 55% des diabétiques présentent une stéatose hépatique (Powell, Cooksley et al.
1990; Bacon, Farahvash et al. 1994; Angulo, Keach et al. 1999; Matteoni, Younossi et al. 1999), alors
que la prévalence de celle-ci n'est que de 15 a 25% dans la population générale (Angulo 2002;
Neuschwander-Tetri and Caldwell 2003; Browning and Horton 2004). Il est également important de
noter que la stéatose touche aussi un grand nombre d’enfants obéses (jusqu’a 55% d’aprés certaines
études) (Angulo and Lindor 2002; Roberts 2002). Mais la stéatose n'est qu'une seule des
composantes observée lors d'atteintes hépatiques chez les patients obéses et diabétiques.
L'ensemble de ces désordres hépatiques sont regroupés sous le terme de "Non Alcoholic Fatty Liver

Disease» (NAFLD) (Diehl 1999)
-11-
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3. Les « Non Alcoholic Fatty Liver Disease » (NAFLD)

Les NAFLD sont des pathologies communes dans les pays industrialisés, et tendront a
devenir de plus en plus fréquentes dans le futur en raison de leur association avec
insulinorésistance, le diabéte et 'obésité. Elles présentent un large spectre de lésions hépatiques
allant de la stéatose simple (accumulation de lipides), a une stéatose avec inflammation non
spécifique, a la stéatohépatite (stéatose avec Iésions hépatiques), a la cirrhose (présence de fibrose)
et enfin 'hépatocarcinome (Brunt and Tiniakos 2002; Collantes, Ong et al. 2004 ).

Lors d’études effectuées chez des patients présentant une hypertransaminémie, des Iésions
de type NAFLD ont été trouvées dans 40-90% des cas (McCullough 2005), représentant ainsi la
troisiéme cause d’augmentation des transaminases, aprés les infections virales et I'ingestion d’alcool.
Il a été estimé que 17-33% de la population générale étaient atteints de NAFLD (Younossi, Diehl et
al. 2002). D’autres études récentes montrent également que l'incidence et la prévalence de ces
pathologies est en constante augmentation au cours de ces derniéres années.

Les NAFLD sont associées a un grand nombre de conditions métaboliques, chirurgicales ou
toxicologiques. Cependant, le facteur principal observé en association avec les NAFLD est le
syndrome métabolique. Celui-ci est défini par la présence chez un méme individu d’au moins trois

des symptdémes présentés dans le tableau suivant:

Tableau I.1 : Principaux critéres du syndrome métabolique (d'aprés (Eckel, Grundy et al. 2005))

OMS NCEP ATP IlI

hypertension = 140/90 mmHg = 130/85 mmHg
tour de taille > 90 cm (homme) > 102 cm (homme)

> 85 cm (femme) > 88 cm (femme)
glycémie a jeun =110 mg/dL (6,1 mmol/L) =100 mg/dL (5,6 mmol/L)
triglycérides > 150 mg/dL (8,3 mmol/L) > 1,50 g/L (1,7 mmol/L)
HDL cholestérol < 35 mg/dL (homme) < 40 mg/dl (homme)

< 39 mg/dL (femme) < 50 mg/dl (femme)

National Cholesterol Education Program's Adult Treatment Panel IIT, 2005

La caractéristique physiopathologique classiquement observée dans ce syndrome est
l'insulino-résistance (Marchesini, Brizi et al. 1999; McCullough 2005; Samuel 2005). Les NAFLD
pourraient donc méme étre considérées comme la composante hépatique du syndrome
d’insulinorésistance. Elles sont devenues a ce jour la cause la plus fréquente de lésions hépatiques
dans les pays industrialisés, et les formes les plus agressives, c'est-a-dire la NASH et la cirrhose,
représentent 6-17% des cas (Younossi, Diehl et al. 2002; McCullough 2005). Ce nombre tend a

augmenter en paralléle du nombre croissant d’obéses de par le monde, justifiant ainsi I'intérét de plus
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en plus grand de la communauté scientifique pour la NASH au cours des derniéres années.

II. La stéatohépatite non alcooligue (NASH)

1. Historigue

Dés les années 50, Zelman (Zelman 1952) a décrit la présence de stéatose hépatique et de
fibrose associées a des infiltrations inflammatoires dans le foie de patients obéses. De méme, durant
les années 60 et le début des années 70, Thaler rapporte en de nhombreuses occasions la présence
de lésions apparemment « alcooliques » chez des patients non buveurs. Thaler propose donc de
remplacer le terme « alcoholic hepatitis » par « fatty hepatitis » ou par « steatohepatitis » (Thaler
1962). Des cas similaires ont également étaient décrits dans les années 70 chez des patients obéses
(Kern, Heger et al. 1973; Galambos and Wills 1978; Adler and Schaffner 1979) et diabétiques
(Creutzfeldt, Frerichs et al. 1970; Itoh, Tsukada et al. 1979; Falchuk, Fiske et al. 1980), aussi bien
que chez des patients ayant subit une chirurgie entérique ou « by-pass » pour obésité morbide
(DeWind and Payne 1976; Campbell, Hunt et al. 1977). Cependant tous ces rapports furent regus
avec scepticisme, et de nombreux auteurs étaient convaincus que les patients de ces études étaient
en fait de gros buveur. En 1980, Ludwig (Ludwig, Viggiano et al. 1980) utilise pour la premiére fois le
terme « non alcoholic steatohepatitis » (NASH) pour désigner les lésions mimant celles induites par
une ingestion d’alcool, mais chez des patients ne buvant pas.

La NASH est souvent considérée comme une partie d'un large spectre de lésions, incluant, en
plus de la NASH elle-méme, les « fatty liver », l'inflammation et probablement un grand nombre des
cas de cirrhoses cryptogéniques (Brunt 1999; Matteoni, Younossi et al. 1999). Cependant,
importance et I'évolution de ces lésions restent trés variables. La stéatose simple est une Iésion
stable chez la plupart des patients, au moins a court terme. A long terme, elle peut progresser en
stéatohépatite non alcoolique dans 10 a 20% des cas (Angulo and Lindor 2002; Neuschwander-Tetri
and Caldwell 2003) et 15-25% des cas de NASH évolue en cirrhose (Matteoni, Younossi et al. 1999).
De nombreuses cirrhoses cryptogéniques ont probablement une NASH pour origine, avec disparition
des signes de stéatohépatite au cours du temps (Caldwell, Oelsner et al. 1999; Poonawala, Nair et al.
2000; loannou, Weiss et al. 2003). Comme pour les cirrhoses d’origines autres, les cirrhoses issues
d’'une NASH peuvent également évoluer en carcinome hépatocellulaire (Ratziu, Bonyhay et al. 2002;

loannou, Weiss et al. 2003).
2. Diagnostic

Le diagnostic de la NASH n’est pas basé sur la présence d’'une lésion en particulier, mais

plutét sur la co-existence de plusieurs lésions incluant une stéatose, une dégénération hépatocytaire
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et des infiltrations inflammatoires. De plus la présence de corps de Mallory, de mégamitochondries et
de fibrose a différents degrés est communément observée. Un systéme de classification a été
suggére afin de graduer les différents niveaux de NAFLD et de permettre une estimation histologique
de la NASH (Neuschwander-Tetri and Caldwell 2003; Portincasa, Grattagliano et al. 2005 ) (+ableau
I.2). Le principal critere de diagnostic d’'une NASH est I'absence d’absorption abusive d’alcool.
Cependant, méme si la définition d’'une consommation non abusive d’alcool n’est pas unanime, il est
généralement accepté que celle-ci est non abusive lorsque l'ingestion d’éthanol est inférieur a 20-
40g/jour pour les hommes et 20g/jour pour les femmes (Chitturi and Farrell 2001; Neuschwander-
Tetri and Caldwell 2003).

Tableau I.2 : graduations et stade de classification de la NASH (d'aprés (Portincasa, Grattagliano

et al. 2005))

Graduation
6rade 1  Stéatose: principalement macrovésiculaire, e
légere touchant moins de 33% des lobules

Ballonisation: occasionnellement observé (zone 3)
Inflammation lobulaire: isolée et 1égére (zone 1-2)
Inflammation portale: absente ou légére

6rade 2 Stéatose: macro- et microvésiculaire, touchant
modérée entre 33% et 66% des lobules
Ballonisation: présente en zone 3
Inflammation lobulaire: polymorphes associée a une
ballonisation des
hépatocytes, avec fibrose péricellulaire; + légere
inflammation chronique
Inflammation portale: Iégére a modérée / A

canal arbére veine
billaire  hépatique porte

6rade 3 Stéatose: macro- et microvésiculaire, touchant
severe plus de 66% des lobules
Ballonisation: marquée, principalement en zone 3
Inflammation lobulaire: inflammation chronique en
zone 3 ; présence de ballonisation et de fibrose
périsinusoidale
Inflammation portale: légére a modérée

Stade

Stade 1: Zone 3 fibrose périveineuse, périsinusoidale ou péricellulaire ; locale ou extensive
Stade 2: comme pour le stade 1, plus fibrose portale local ou extensive

Stade 3: fibrose avec de nombreux ponts, locale ou extensive

Stade 4: Cirrhose avec ou sans fibrose périsinusoidale résiduelle

Comme indiqué précédemment, la NASH est trés fréquemment observée chez des patients

obéses et plus particulierement chez ceux présentant une insulinorésistance et/ou une
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hypertriglycéridémie. Cette forme de NASH est communément appelée NASH « primaire ». En fait, la
NASH primaire est classiquement observée chez des patients souffrant de syndrome métabolique,
qui combinent plusieurs désordres métaboliques connus pour induire un diabéte de type Il ainsi que
des pathologies cardiovasculaires (Marchesini, Bugianesi et al. 2003; Eckel, Grundy et al. 2005).
Avec I'augmentation de la prévalence de I'obésité et du syndrome métabolique, la NASH primaire est
devenue la cause la plus fréquente de pathologies hépatiques aux USA (Angulo and Lindor 2002).
Cependant, l'obésité et linsulinorésistance ne sont pas les seules causes de NASH. La
stéatohépatite peut se développer suite a une prise de médicaments, dans des cas de maladie de
Wilson, de nutrition parentérale ou de « bypass » jéjuno-iléal aboutissant a une NASH "secondaire"
(Pessayre, Mansouri et al. 2002). De maniere général, la stéatohépatite observée chez les patients
atteints par cette deuxieme forme de NASH, tout comme la stéatohépatite alcoolique (ASH), est
souvent plus sévére que la stéatohépatite observée chez des patients ayant une NASH primaire

(Pessayre, Mansouri et al. 2002).
III. Pathogenése de la NASH

A ce jour, la pathogenése de la NASH n’est pas encore complétement établie. En 1998, Day
et James (Day and James 1998) ont proposé une théorie afin d’expliquer celle-ci, la théorie des deux

atteintes ou « two hit hypothesis » (figure I.2 modifié d'aprés (Neuschwander-Tetri and Caldwell 2003)).

Figure I.2 : Hypothese des « two hits » (d'aprés (Neuschwander-Tetri and Caldwell 2003))
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D’aprés ces auteurs, la premiére atteinte ou « first hit » correspond a une accumulation de
lipides au niveau du foie, plus particulierement des acides gras et des triglycérides. Une fois la
stéatose établie, des adaptations cellulaires se mettent en place. A ce stade, la cellule est devenue
plus vulnérable face a son environnement. Une exposition chronique croissante de la cellule a un
stress oxydant constitue le «second hit». Cette deuxiéme atteinte peut étre d’origine
environnementale et/ou génétique, et entraine un phénoméne d’apoptose ou de nécrose cellulaire
accompagnée d’inflammation qui aboutit au développement d’'une stéatohépatite (Harrison, Kadakia
et al. 2002).

1. First hit: De linsulinorésistance périphérigue a la stéatose hépatique

Comme l'ont suggéré Day et James (Day and James 1998), la premiére étape de la
pathogenése de la NASH serait 'apparition d’'une stéatose, suite a une modification de 'homéostasie
lipidique au sein de I'organisme due au développement d’une insulinorésistance. En temps normal,
en condition « nourri », les acides gras observés au niveau du foie, proviennent a 25-40% de
'absorption intestinale, 50% de la lipolyse adipocytaire, 10-13% de la lipogenése hépatique (figure
I.3) (Diraison and Beylot 1998; Barrows and Parks 2006). Les triglycerides, synthétisés a partir de
ces acides gras, sont ensuite exportés du foie vers les tissus périphériques sous forme de VLDL (very
low density lipoprotein).

Une modification de I'équilibre entre les acides gras délivrés au foie, la synthése de
triglycérides, I'exportation de ceux-ci ou leur oxydation, pourrait donc contribuer au développement
d’une stéatose. Plusieurs études ont montré qu’'une alimentation riche en graisse pouvait entrainer
une accumulation lipidique au niveau du foie, tant chez I'animal (Kim, Ellmerer et al. 2003; Samuel,
Liu et al. 2004) que chez 'homme (Westerbacka, Lammi et al. 2005). En plus des effets directs de
l'alimentation sur 'accumulation de lipides au niveau du foie, 'augmentation de I'ingestion calorique
peut provoquer une obésité associée a une insulinorésistance. Lors d’'une insulinorésistance, I'action
inhibitrice de [linsuline sur la lipolyse adipocytaire n’est plus observée, aboutissant a une
augmentation de I'apport d’acides gras libres au foie (Marchesini, Brizi et al. 2001; Day and Saksena
2002 ). Cette hypothése est appuyée par le fait qu'une absence d’inhibition de la lipolyse par
l'insuline, ainsi qu’une concentration élevée d’acides gras circulants ont été observée sur des patients
atteints de NAFLD (Marchesini, Brizi et al. 2001; Seppala-Lindroos, Vehkavaara et al. 2002;
Bugianesi, Gastaldelli et al. 2005). Une étude menée sur des patients ayant une NAFLD, recevant
une alimentation controlée, dont 30% des calories provenaient de lipides, a démontrée qu’environ
60% des triglycérides hépatiques provenaient des acides gras circulants, 26% de la lipogenése de
novo et 15% de l'alimentation (Donnelly, Smith et al. 2005). Ces résultats laissent suggérer, qu’en
absence de régime hyper-lipidique, la production excessive d’acide gras due a I'insulinorésistance du

tissu adipeux serait la source des triglycérides hépatiques. De plus, cette insulinorésistance pourrait
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également induire une augmentation de la lipogenése de novo (Donnelly, Smith et al. 2005), les

mécanismes impliqués dans ce phénomeéne seront discutés plus loin dans le manuscrit.

Figure I.3: Sources des triglycérides hépatiques (d'aprés (Tamura and Shimomura 2005))
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Les triglycérides hépatiques ont plusieurs sources, les triglycérides alimentaires, qui sont transportés, via
des chylomicrons, de l'intestin vers le tissu adipeux ou le foie, ou les triglycérides synthétisés a partir
d'acides gras libres et de glycérol présents au niveau du foie. Les acides gras nécessaires a la synthése de
triglycérides proviennent des acides gras non estérifiés plasmatiques et des acides gras néosynthétisés
au hiveau du foie (lipogenése de novo). Les triglycérides ainsi formés peuvent &tre stockés sous forme de
vésicules lipidiques au niveau du foie, ou sécrétés dans la circulation sanguine sous forme de VLDL. Ils
peuvent également entrer dans la voie d'oxydation des lipides. AG: acides gras; AGNE: acide gras non
estérifies; ApoB: apolipoprotéine B; DNL: lipogenése de novo; TAG: triacylglycérol; VLDL : very low
density lipoprotein.

Il apparait donc que les NAFLD sont tres étroitement liees a une insulinorésistance
périphérique (muscle et tissu adipeux) et hépatique (Marchesini, Brizi et al. 2001; Seppala-Lindroos,
Vehkavaara et al. 2002; Bugianesi, Gastaldelli et al. 2005). Bien que les mécanismes responsables
de la stéatose, lors du développement d’une NASH, ne soient pas encore completement élucidés,
l'augmentation de l'arrivée des AGNE au niveau du foie, ainsi que l'augmentation de la synthése

hépatique d’acides gras semblent jouer un réle primordial.
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1.1. Rappel : Métabolisme lipidique

Afin de bien comprendre les mécanismes mis en jeu lors du développement d’'une stéatose, il
faut tout d’abord ressituer les principes du métabolisme lipidique hépatique en condition contrble. Les
acides gras libres (AGL) qui arrivent au niveau du foie ont plusieurs origines (figure I.3). lls peuvent
provenir de I'hydrolyse des lipides alimentaires, étre issus de la lipolyse adipocytaire ou étre
directement synthétisés au niveau des hépatocytes par lipogenése de novo (Pessayre, Mansouri et
al. 2002; Diraison, Moulin et al. 2003). Leur orientation au sein de la cellule hépatique dépend ensuite
du statut nutritionnel et hormonal. Les AGL vont soit i) entrer dans la mitochondrie et étre f-oxydés
pour fournir de I'énergie, soit ii) étre estérifiés en triglycérides (TG) (la forme de stockage des AGL).
Ces TG vont a leur tour soit étre stockés au niveau du cytoplasme des hépatocytes et former des
gouttelettes lipidiques, soit étre sécrétés sous forme de VLDL (very low density lipoproteins) (Chao,
Stiers et al. 1986; Heid, Moll et al. 1998), qui sont constitués par un groupement de triglycérides,

entouré de phospholipides et d’'une protéine appelée apolipoprotéine B (apo B).

> L'oxydation mitochondriale : La B-oxydation a lieu dans la matrice mitochondriale.

L’entrée des AGL a l'intérieur de celle-ci se fait de deux maniéres. Lorsque les AGL ont une chaine
carbonée de courte ou moyenne taille (C<10-12), ils passent directement a travers la membrane
(Fromenty and Pessayre 1995). Par contre lorsque les AGL ont une chaine longue (C>12), ils
nécessitent un transporteur pour pénétrer a l'intérieur de la mitochondrie. La protéine permettant ce
transport est la carnitine palmitoyltransférase | (CPT-l). Elle se situe sur la membrane externe
mitochondriale, et son activité est inhibée par le malonyl-CoA (McGarry and Foster 1980). Le
malonyl-CoA est formé par I'acétyl-CoA carboxylase (ACC) et constitue la premiére étape de la voie

de synthése des acides gras (McGarry and Foster 1980).

> La B-oxydation peroxisomale : Elle a lieu dans les peroxisomes et entre en jeu dans

'oxydation de lipides a chaine trés longues comme l'acide hexacosanoique, C20 :0 (VLCFA : very
long chain fatty acid). La pB-oxydation peroxisomale différe en plusieurs points de la B-oxydation
mitochondriale. Les peroxisomes ne possédent pas de cycle de Krebs, et ne peuvent donc pas
dégrader les acétyl-CoA et produire du CO, et de I'eau. La B-oxydation peroxisomale permet de
raccourcir les acides gras mais pas de les dégrader en acétyl-CoA. Ces acides gras raccourcis sont
ensuite exportés des peroxisomess par le systéme carnitine vers les mitochondries. Une autre
différence se situe dans le fait que lors d’'une B-oxydation peroxisomale, les oxydases donnent leur
électron directement a la molécule d’'oxygéne et produit du H,O,, qui sera ensuite transformé en eau

par les catalases.

= L'estérification : Elle permet la synthése de triglycéride en associant 3 AGL (sous forme

d’acyl-CoA ester) a une molécule de glycérol (sous forme de glycérol 3-phosphate). Les acyl-CoA
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forment tout d’abord des lysophosphatidates en se combinant avec le glycérol 3-phosphate, puis des
phosphatidates, qui en perdant leur phosphate deviennent des diacylglycérides (DAG). La derniére
étape consiste en la formation de triacylglycérides (TG) a partir de DAG, et est controlée par I'acyl-
CoA : diacylglycérol transférase (DGAT). Les TG une fois synthétisés vont soit former des
gouttelettes lipidiques et étre stockés au niveau du foie ou étre exportés sous forme de VLDL, soit

entrer dans la composition des membranes et intégrer la voie de formation des phospholipides.

Figure I.4: Métabolisme énergétique en situation post-prandiale (A) ou a distance des repas (B)
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L’orientation métabolique des acides gras, au sein de la cellule hépatique, dépend entre autre
du statut nutritionnel (figure I.4). Ainsi lors d’'une situation de je(ne, les acides gras vont étre orientés
préférentiellement vers I'oxydation afin de fournir de I'énergie a I'organisme. Dans cette condition, la
faible concentration d’insuline plasmatique va favoriser I'’hydrolyse des TG au niveau adipocytaire et
de ce fait augmenter la libération d’AGL, qui vont étre B-oxydés au sein des hépatocytes (Salway
1994). Parallelement a la faible concentration d’insuline, 'augmentation de la sécrétion de glucagon,
et la fixation a son récepteur, va induire l'activation de la PKA, qui va a son tour inhiber le
transcription de ChREBP. En méme temps, 'augmentation du rapport AMP/ATP, via I'Akt, va activer
la voie de 'AMPK (AMP-activated protein kinase (AMPK), provoquant la phosphorylation et
l'inactivation de 'ACC (Munday, Milic et al. 1991; Gonzalez, Kumar et al. 2004). Cette protéine est
reconnue comme étant un « senseur » métabolique, réagissant a des variations de concentration
intracellulaire d’AMP et d’ATP ou du rapport AMP/ATP, et jouant un réle clé dans la régulation de
I'oxydation lipidique. Ainsi, TAMPK va phosphoryler et inactiver I'acétyl CoA carboxylase (ACC) et
ainsi diminuer le niveau de malonyl-CoA, puissant inhibiteur de CPT-1 (Winder and Hardie 1999).
Ainsi, en inhibant la synthése de malonyl-CoA, le glucagon, via ’TAMPK, favorise I'importation d’AGL a
chaine longue dans la mitochondrie et leur oxydation se fait donc de maniére importante. La B-
oxydation de ces AGL aboutit a la formation d’acétyl-CoA qui, en condition de jeline, vont s’orienter

vers la formation de corps cétoniques et étre ensuite sécrétés par le foie pour étre utilisés par les
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muscles et d’autres tissus comme substrats énergétiques (McGarry and Foster 1980; Fromenty and
Pessayre 1995). En plus de son action activatrice sur I'oxydation lipidique, I'activation de TAMPK
diminue également la synthése d’acides gras en bloquant I'action de SREBP-1c et ChREBP (Foretz,
Carling et al. 1998; You, Matsumoto et al. 2004), qui sont des activateurs de la transcription de génes

impliqués dans la lipogenése (figure 1.5).

Figure I.5 : Schéma récapitulatif de la régulation du métabolisme lipidique par I'AMPK Tiré de
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L’augmentation de la -oxydation hépatique ainsi que de la cétogenése résulte également en
partie de l'activation d’un facteur de transcription par les AGL, le peroxysome proliferator-activated
receptor o (PPAR-a). L’activation de PPARa augmente la transcription de nombreux génes
d’enzymes mitochondriales, comme la CPT-1, l'acyl-CoA déhydrogénase (impliquées dans la
p—oxydation) et la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA synthase (HMG-CoA) (impliquée dans la
cétogenése) (Schoonjans, Staels et al. 1996; Kersten, Seydoux et al. 1999). En plus de 'activation de
PPARa, l'augmentation de la sécrétion de glucagon pendant le jelne joue également un role
important dans l'activation de la p-oxydation. En effet, en inhibant la phosphodiéstérase (PDE), le
glucagon augmente la concentration d’AMPc¢ cytoplasmique, ce qui active la protéine kinase A (PKA).
Cette PKA va a son tour phosphoryler et activer un facteur de transcription, le cAMP-response
element-binding protein (CREB), qui en combinaison avec deux autres facteurs de transcription,
I'hepatocyte nuclear factor 4o (HNF4a) et PPAR-y coactivator 1 (PGC-1) (Louet, Hayhurst et al.

2002), va augmenter I'expression de la CPT-1.
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A l'opposé, en situation postprandiale, la forte concentration de glucose plasmatique et
d’insuline oriente plutét le métabolisme vers une synthése lipidique (McGarry and Foster 1980;
Salway 1994). Le glucose capté est oxydé et forme du pyruvate (glycolyse), qui sera transformé en
acétyl-CoA et en citrate par la mitochondrie. Ce dernier est ensuite régénéré en acétyl-CoA au niveau
du cytosol, puis utilisé pour la synthése de malonyl-CoA et d’'AG par la fatty acid synthase (FAS). Ce
haut niveau de malonyl-CoA induit une inhibition de la CPT-1, et donc diminue I'entrée des acides
gras dans les mitochondries et les capacités de B-oxydation hépatiques (McGarry and Foster 1980).
Les AGL néo-synthétisés ne sont pas dégradés et sont orientés vers la formation de triglycérides qui
seront sécrétés sous forme de VLDL (McGarry, 1980). De plus, la stimulation de la glycolyse et de la
synthése lipidique hépatique par le glucose et l'insuline est médiée par I'action synergique de deux
facteurs de transcription : sterol regulatory element-binding protein 1¢ (SREBP-1c) et carbohydrate
responsive element-binding protein (ChREBP) (Dentin, Pegorier et al. 2004; lizuka, Bruick et al.
2004). En effet, la transcription de ces deux facteurs augmente I'expression d’enzymes clés de la
glycolyse comme la glucokinase, la pyruvate kinase, et de la lipogenése comme ['acétyl-CoA

carboxylase et la fatty acid synthase.

L’insuline tient une place prépondérante dans la régulation du métabolisme lipidique. Il a donc
été suggeéré que le développement d’'une insulinorésistance, notamment au niveau du tissu adipeux,
induirait un apport excessif d’acides gras au niveau du foie, provoquant ainsi une stéatose hépatique.
La premiére étape dans la pathogenese de la NASH serait donc le développement d’une résistance a

l'insuline des tissus périphériques.

1.2. Insulinorésistance du tissu adipeux et du muscle squelettique

L’insuline est une hormone anabolisante du corps humain, et joue un réle majeur, dans la
mise en réserve et l'utilisation des substrats énergétiques au niveau de I'organisme, qu’ils soient
glucidiques ou lipidiques: entrée de glucose, synthése de glycogéne et lipogenése, inhibition de la
glycogénolyse, de la néoglucogenése et de la lipolyse. Elle exerce également des fonctions
pléiotropes sur le métabolisme protéique (augmentation de la synthése et inhibition de la protéolyse),
la croissance, le contréle de l'apoptose et le développement. Les mécanismes régulant ces fonctions
variées ne sont que partiellement connus.

Le récepteur a [linsuline posséde une activité tyrosine-kinase qui permet une
autophosphorylation du récepteur puis la phosphorylation sur des résidus tyrosine des protéines
substrats, les protéines IRS (insulin receptor substrates), et la création de complexes
macromoléculaires d’activation a proximité du récepteur. Les deux voies majeures d’activation sont
celles de la phosphatidylinositol-3 kinase, activant la protéine kinase B (PKB/Akt) et impliquée en
priorité dans les effets métaboliques, et la voie des MAP (mitogenactivated protein)-kinases,

impliquées en priorité dans les effets nucléaires, la croissance et la différenciation.
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Figure I.5 : Principales voies de signalisation par l'insuline: voies PI3 kinase et MAP kinase.
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L'insuline se fixe sur son récepteur spécifique. Il en résulte une autophosphorylation de la sous-unité [l
Les protéines IRS (insulin receptor substrate) se fixent alors au récepteur. Les protéines IRS se
trouvent alors a proximité du domaine tyrosine kinase du récepteur, qui phosphoryle des résidus tyrosines
spécifiques sur les IRS. La PI3 kinase est I'une des protéines importantes activées par cette liaison des
IRS. Elle phosphoryle les phosphoinositides membranaires, créant ainsi des sites de reconnaissance pour
d'autres kinases cellulaires telles que la protéine kinase B (PKB)/Akt. La PKB activée par phosphorylation
va a son tour phosphoryler et activer d'autres relais intracellulaires impliqués en priorité dans les effets
métaboliques de I'hormone. Il en résulte une translocation des vésicules GLUT-4 (glucose transporter) du
cytoplasme vers la membrane cellulaire, une inhibition de la lipoprotéine lipase et donc de la lipolyse. La
voie PI3 kinase/PKB intervient également dans le contrdle de I'expression génique: elle empéche d'activer,
au niveau nucléaire, certains genes tels que celui de l'enzyme clé de la néoglucogenese, la PEPCK.
L'activation de la voie MAP kinase via les protéines IRS, active le facteur d'échange nucléotidique SOS
(son of sevenless) qui active la petite protéine G Ras. Ras active la kinase Raf, qui phosphoryle alors et
active la MAP kinase kinase (MEK) responsable de |'activation par phosphorylation de ERK (extracellular
signal-regulated kinase). Celle-ci est impliquée dans la synthese protéique et active des facteurs de
transcription impliqués dans la prolifération et la différentiation cellulaire. (Bevan 2001; Kido, Nakae et al.
2001).

-22.



Rappels bibliographigues

Dans les adipocytes ou les cellules musculaires la fixation de l'insuline a son récepteur
spécifique induit une autophosphorylation de la sous unité  de celui-ci, ainsi que la phosphorylation
de la tyrosine de I'IRS-1/2 (Insulin Receptor Substrat-1/2). Il s’en suit une activation de la PI3K
(Phosphatidyl Inositol-3 Kinase), qui a son tour active le complexe Akt/PKB, qui induit la translocation
de transporteurs spécifiques du glucose GLUT-4 (Glucose Transporter 4) de vésicules
cytoplasmiques vers la membrane plasmique (figure I.5) (Shepherd and Kahn 1999; Virkamaki, Ueki
et al. 1999; Samuel 2005). L’'augmentation du nombre de transporteurs a la surface de la cellule va
ainsi faciliter la captation de glucose. Ce glucose est utilisé par les cellules comme source d’énergie
ou est stocké sous forme de glycogéne lorsque les besoins en énergie sont faibles. Ce mécanisme
permet également de réguler la quantité de glucose et d’'insuline plasmatique.

Le phénoméne de cascade de phosphorylation suivant la liaison de I'insuline a son récepteur
est plus vaste qu’une simple translocation de vésicule. En effet, I'activation de la PI3K, aprés
phosphorylation de IRS-1/2, entraine l'activation d’une phosphodiestérase (PDE), ce qui a pour
conséquence la dégradation et la déplétion en AMPc (figure I.5). L’'absence d’AMPc au niveau
cellulaire ne permet pas l'activation de la PKA (Protéine Kinase A), et de la lipoprotéine lipase (LHS)
(Kitamura, Kitamura et al. 1999), empéchant de ce fait I'hnydrolyse des TG au niveau du tissu adipeux,
et le relargage d’AGL dans la circulation sanguine (Anthonsen, Ronnstrand et al. 1998). Les effets
lipogénique et anti-lipolytique de l'insuline sont coordonnés par les effets de la PI3K sur le facteur de
transcription SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Protein). Celui-ci joue un rdle essentiel dans
I'activation de différents génes impliqués dans la lipogenése (Acétyl-CoA Carboxylase : ACC, Fatty
Acid Synthase : FAS, Glycérol 3-Phosphate acétyltransférase : GPAT), et dans I'excrétion de VLDL. Il
existe a coté de la voie PI3 kinase une autre voie importante de signalisation par I'insuline, la voie
MAP kinase, qui est commune a de nombreux facteurs de croissance et permet, in fine, d’activer
'expression génique et la prolifération cellulaire. Les voies PI3K/PKB et MAP kinase sont
interconnectées entre elles et participent a I'activation I'une de l'autre.

Ainsi la PKA module l'activit¢ de la protéine Raf qui est une sérine/thréonine kinase
intervenant dans la voie mitogénique MAPK. Le récepteur a l'insuline, une fois phosphoryle, interagit
avec la protéine Grb2 (growth factor receptor bound) qui, phosphorylée, interagit avec la protéine
SOS (son of sevenless) qui est phosphorylée. Cette derniére active la protéine Ras qui de Ras-GDP
inactive devient Ras-GTP active. La Ras-GTP, par activité sérine/thréonine kinase, phosphoryle et
active la protéine Raf. Ce dernier active la MAPKK (mitogen-activated protein kinase kinase) qui, par
phosphorylation de ERK, active des facteurs transcriptionnels tels que C-Myc, C-Jun, C-Fos, mais
également SREBP (Roth, Kotzka et al. 2000).

La fin du signal insulinigue implique la dégradation de I'hormone aprés internalisation du
complexe insuline-récepteur. La majorité de ces récepteurs sont recyclés au niveau de la membrane,
tandis que les autres sont dégradés. La synthése de nouveaux récepteurs permet de maintenir leur
nombre sur la membrane cellulaire. La déphosphorylation des résidus tyrosine des récepteurs et des

IRS a lieu pendant I'internalisation du complexe.
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Figure I.6 : Différentes étapes du développement d'un diabete de type 2 (d'aprés (Saltiel 2000))
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Dans les cas d'obésité ou lors d'une insulinorésistance, le transport de glucose par la cellule est diminué. En
état post prandial, le glucose va s'accumuler dans I'espace extracellulaire provoquant ainsi une
augmentation de la glycémie. Cette hyperglycémie va provoquer a terme une intolérence au glucose et va
stimuler la sécrétion d'insuline par les cellules B pancréatiques. Dans un premier temps, |'hyperinsulinémie
suffit a maintenir la glycémie normale, mais ensuite elle ne permet plus de compenser I'hyperglycémie, ce
qui aboutit a un diabéte de type 2. Au cours de |'évolution, une défaillance de cellules B pancréatiques peut
survenir ne compensant plus I'hyperglycémie, aboutissant a rendre ce diabéte de type 2 insulino-requérant.

Lors d’'une hyperinsulinémie persistante, les cycles d’internalisation/recyclage peuvent aboutir
a une diminution du nombre de récepteurs disponible a la surface des cellules, induisant un
phénoméne d’insulinorésistance secondaire. Il s'agit donc d'un cercle vicieux, I'hyperinsulinémie
favorisant I'entretien de l'insulinorésistance. De plus, la phosphorylation de la tyrosine d’'IRS n’a plus
lieu. Le transport de glucose par la cellule est donc réduit. Le glucose va s’accumuler dans I'espace
extracellulaire provoquant ainsi une hyperglycémie. Cette insulinorésistance rend nécessaire une
hyperinsulinémie pour pouvoir contrbler la glycémie. La sécrétion d’insuline par les cellules
pancréatiques augmente donc (Chitturi, Abeygunasekera et al. 2002). Dans un premier temps,
I'nyperinsulinémie suffit a maintenir la glycémie normale, mais ensuite elle ne permet plus de
compenser I'hyperglycémie, ce qui aboutit a un diabéte de type 2 (défini par une glycémie > 1,26 g/l).
Celui-ci peut étre traité par des agents antidiabétiques oraux insulino-sensibilisants. Au cours de
I'évolution, une défaillance de cellules B pancréatiques peut survenir, aboutissant a rendre ce diabéte
de type 2 insulino-requérant (nécessitant un traitement par insuline exogéne) (figure I.6).

Une autre conséquence de l'insulinorésistance du tissu adipeux est le maintien d’un niveau
élevé d'AMPc, ce qui va activer la PKA et la LHS. Il en résulte une stimulation de la lipolyse avec
dégradation des triglycérides et libération d’'une grande quantité d’AG dans la circulation sanguine.

De plus, la diminution d’activité de linsuline, réprime I'activation de la transcription des génes
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impliqués dans la lipogenése par SREBP et de ce fait inhibe la lipogenése (DeFronzo and Ferrannini
1991) (figure I.7).

Une étude réalisée avec des adipocytes et des myocytes chargés en lipides, a mis en
évidence une absence d’effet du récepteur a l'insuline sur la signalisation de ces cellules (Shepherd
and Kahn 1999). Plusieurs études se sont donc récemment intéressées a la phosphorylation sur
Ser/Thr des protéines IRS, qui découplerait ces protéines du récepteur et arréterait la transduction du
signal insulinique (Le Roith and Zick 2001). De nombreux signaux sont capables d’induire cette
phosphorylation, tels les acides gras libres, le diacylglycérol, les acyl-CoA et le glucose, mais
également des cytokines inflammatoires comme le TNFa (tumor necrosis factor o) ou I'lL-1pB
(interleukine 1B) (Shepherd and Kahn 1999; Bennett, Satoh et al. 2003), et méme l'insuline. Parmi
les enzymes capables de phosphoryler les IRS en Ser/Thr, on trouve la PKC , la kinase IKK
B (inhibitor of nuclear factor kB kinase), la MAP kinase et surtout la Jun kinase (JNK), qui semble
particulierement intéressante (Hirosumi, Tuncman et al. 2002; Bennett, Satoh et al. 2003). Ainsi, en
phosphorylant la sérine 307 de I'IRS, la JNK empéche l'interaction de celle-ci avec le récepteur a
linsuline et induit un état de résistance a l'insuline (figure I.7). Cette kinase est activée par l'insuline
elle-méme, ce qui pourrait expliquer I'insulinorésistance associée aux états d’hyperinsulinémie (Lee,
Wang et al. 2001), mais aussi par le TNFq et les acides gras libres sécrétés par le tissu adipeux, qui
sont impliqués dans la résistance a l'insuline en pathologie (Hirosumi, Tuncman et al. 2002 ; White
2002). L’élévation des acides gras libres résultant d’'une lipolyse accrue en cas de résistance a
l'insuline de ce tissu pourrait conduire a une accumulation de diacylglycérol et d’acyl-CoA dans les
muscles et le foie, conduisant a une activation de la PKC 6 et a une phosphorylation de I'IRS sur
Ser/Thr, inhibant ainsi le signal de I'insuline, notamment pour le transport du glucose dans le muscle.
Mais d’autres mécanismes sont également impliqués dans la régulation négative du signal
insulinique: la déphosphorylation de phophoinositides par la PTEN (phosphatase and tensin homolog
deleted on chromosome ten), un rétrocontréle négatif de la PKC ( sur le récepteur, une diminution de
la quantité d'IRS (...).

Mais quel que soit le mécanisme mis en jeu lors de linsulinorésistance, la translocation
insuffisante des GLUT-4 vers la membrane plasmique induit une diminution de la captation de
glucose plasmatique par les adipocytes et les myocytes, provoquant une hyperglycémie et une
hyperinsulinémie (Shepherd and Kahn 1999), ainsi qu’'une augmentation de la libération d’AGL et de

TNFa par le tissu adipeux dans la circulation sanguine.
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Figure I.7 : Schéma simplifié des mécanisme d'action lors d'une insulinorésistance sur adipocytes et

myocytes.
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Lors d'une insulinorésistance, I'autophosphorylation de la sous-unité f et la phosphorylation de la tyrosine
de I'TRS sont diminuées. Les vésicules GLUT-4 ne sont plus transloquées du cytoplasme vers la membrane
cellulaire. La PDE est inhibée, provoquant ainsi I'augmentation de la concentration intracellulaire d'AMPc,
ce qui va activer la PKA, la LPL (ou LHS) et de ce fait stimuler la lipolyse. La transcription des génes
lipogéniques n'est plus stimulée. De plus, la liaison du TNFa a son récepteur, les acides gras, le glucose et
I'insuline induiraient également une inhibition de IRS via l'activation de la protéine JNK.

1.3. Développement de la stéatose hépatique : réle de I'hyperinsulinémie
La résistance a l'insuline, mais aussi la forte concentration d’insuline plasmatique, jouent un
réle prépondérant dans le développement de la stéatose hépatique chez les patients en surpoids,
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ayant ou non un diabete de type 2. L’accumulation excessive de lipides dans le tissu adipeux, et dans
le muscle, va provoquer le développement d’'une insulinorésistance de ces organes. Cette
insulinorésistance va contribuer a 'augmentation de la libération d’acides gras, principalement par le
tissu adipeux, et de facteurs inflammatoires (TNFa) dans la circulation. De part sa situation
stratégique au niveau de la circulation sanguine portale, le foie recoit directement les acides gras
libres provenant de la lipolyse du tissu adipeux abdominal. Or, comme la quantité d’acides gras
arrivant au foie est augmentée, leur captation par celui-ci est également augmentée. Mais les acides
gras ne sont pas seulement captés de la circulation par le foie, ils sont également synthétisés par ce
dernier. En effet, 'augmentation de la concentration de glucose et d’insuline plasmatique stimule la
synthése d’acides gras et de triglycérides par le foie.

L’insuline augmente la quantité de SREBP-1c et PPAR y (peroxysome proliferator-activated
factor y), qui sont deux facteurs de transcription qui activent I'expression d’enzymes clés de la
lipogenése comme la citrate lyase, 'ACC et la FAS (Shimomura, Bashmakov et al. 1999 ; Matsusue,
Haluzik et al. 2003), mais également I'expression de la glycérol 3-phosphate acyltransférase (GPAT)
et de la stéaroyl-CoA désaturase 1 (SCD 1) (Shimomura, Bashmakov et al. 1999). Des études
menées avec des souris ob/ob ont montré une multiplication par 4 de la quantité de transcrits de
SREBP 1c, et une multiplication par 6 de la lipogenése de novo dans le foie de ces animaux
(Shimomura, Bashmakov et al. 1999). L’augmentation de la lipogenése semble donc étre un
événement clé dans le développement de la stéatose massive observée chez ces souris ob/ob. Cela
est également appuyé par une étude de Donnelly menée avec des patients atteints de NAFLD, dans
laquelle la proportion des acides gras venant de la lipogenése hépatique était de 26% contre 5% chez
des sujets contréles (Donnelly, Smith et al. 2005). Parallélement a linsuline, 'augmentation du
glucose circulant va activer un autre facteur de transcription : ChREBP (carbohydrate responsive
element-binding protein), qui est également impliqué dans I'activation d’enzymes clé de la lipogenése,
mais aussi de la glycolyse (Dentin, Pegorier et al. 2004; lizuka, Bruick et al. 2004).

Un autre facteur pourrait également étre impliqué dans le développement de la stéatose
hépatique. En effet, une diminution de la quantité d’apolipoprotéine B (ApoB) hépatique a été
observée chez plusieurs patients atteints de NASH (Charlton, Sreekumar et al. 2002 ; Musso,
Gambino et al. 2003). Plusieurs études ont constaté une diminution de la quantité d’ARNm d’ApoB
dans le foie de patients avec NASH (Sreekumar, Rosado et al. 2003). Une diminution de la
transcription de 'ARNm et/ou de la stabilit¢ de la protéine a été suggérée pour explique cela
(Taghibiglou, Carpentier et al. 2000 ; Charlton, Sreekumar et al. 2002). En condition normale l'insuline
diminue la synthése et la stabilité d’ApoB, il est donc tout a fait possible qu’une hyperinsulinémie soit
impliquée dans la diminution d’ApoB observée lors des cas de NASH. Un autre facteur pouvant étre
impliqué dans le développement de la stéatose est le MTP (microsomal triglyceride transfer protein).
En effet, il a été montré qu’un polymorphisme ou une mutation affectant soit ApoB soit MTP pourrait

augmenter les risques de NASH (Fromenty, Robin et al. 2004).
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En résumeé, le développement d’une insulinorésistance au niveau des adipocytes et des
muscles induit une hyperglycémie et une hyperinsulinémie, ainsi qu’une augmentation de la
concentration plasmatique d’acides gras. Tous ces facteurs participent ensuite a I'accumulation de
lipides hépatiques et au développement d’une stéatose, ce qui va, dans un deuxieme temps

provoquer une insulinorésistance hépatique.

1.4 Insulinorésistance du fore

Le réle de I'accumulation de lipides hépatiques dans le développement d’'une résistance a
linsuline du foie est supporté par de nombreuses observations. Dans les processus de
développement de la stéatose hépatique, linsulinorésistance hépatique se développe de maniére
secondaire. De nombreuses études démontrent une corrélation entre une insulinorésistance et des
dépdbts lipidiques au niveau du foie (Tiikkainen, Tamminen et al. 2002). Il a été démontré que la
lipolyse au niveau du tissu adipeux abdominal était particulierement importante dans la pathogenése
des NAFLD (Nielsen, Guo et al. 2004). Il apparait que deux tiers des dépbts lipidiques observés au
niveau du foie dans des cas de NAFLD, sont dérivés des AGL circulants (Donnelly, Smith et al.
2005), et que la sévérité de la stéatose hépatique est corrélée avec la quantité de tissu adipeux
viscéral plutét qu’'avec le tissu adipeux sous cutané ou périphérique (Kelley, McKolanis et al. 2003).
En effet, il a été montré qu’une diminution du tissu adipeux viscéral améliore la sensibilité a I'insuline
ainsi que d’autres perturbations métaboliques présentes dans des cas de NAFLD (Uusitupa, Lindi et
al. 2003).

L'insulinorésistance périphérique a pour conséquence une hyperinsulinémie. Or, le foie sain
est sensible a I'nyperinsulinémie. L'insuline régule certaine voie métaboliques qui favorise le stockage
hépatique des nutriments (lipogenése). L’insuline induit la déphosphorylation de 'ACC et donc son
activation et la synthése de malonyl-CoA, inhibiteur spécifique de CPT-1. Ce haut niveau de malonyl-
CoA induit une inhibition de la CPT-1, et donc diminue l'entrée des acides gras dans les
mitochondries et les capacités de p-oxydation hépatique. Les AGL néo-synthétisés ne sont pas
dégradés et sont orientés vers la formation de ftriglycérides (lipogenése et estérification). Les
triglycérides sont ensuite stockés sous forme de gouttelettes lipidiques au niveau du foie. On peut
supposer que le développement d’une insulinorésistance hépatique pourrait constituer un mécanisme
adaptatif face a 'accumulation de lipide et tendrait a limiter le stockage.

Les effets de Iinsuline sur le foie différent Iégérement de ceux observés sur le muscle ou le
tissu adipeux. Tout d’abord le récepteur a l'insuline phosphoryle un substrat différent : IRS-2 (Previs,
Withers et al. 2000). Celui-ci via PI3K et Akt-2/PKB phosphoryle et inactive GSK3 (Glycogen
Synthase Kinase-3) ce qui léve I'inhibition de la glycogéne synthase, augmentant ainsi son activité
(Cross, Alessi et al. 1995). Il en résulte donc une augmentation de la synthése de glycogéne au
niveau du foie. L’insuline stimule également au niveau du foie, via 'activation de IRS-2 et SREBP,
I'expression de génes lipogéniques déterminant dans la synthése d’acides gras (Lopez, Bennett et al.

1996). Une insulinorésistance hépatique provoque l'effet inverse, c'est-a-dire une diminution de la
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synthése de glycogéne et une augmentation de la néoglucogenése et de la libération de glucose

dans la circulation sanguine (figure I.8).

Figure I.8 : Schéma simplifié des mécanisme d'action lors d'une insulinorésistance hépatique.
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Lors d'une insulinorésistance hépatique, la liaison du récepteur a I'insuline et de IRS2 n'a pas lieu. La voie
de la PI3K n'est plus stimulée. La ligison du TNFa a son récepteur, les acides gras, I'augmentation du
glucose et de l'insuline induisent également une inhibition de IRS via l'activation de la protéine JNK. Ainsi
I'insulinorésistance hépatique induit une augmentation de l'oxydation des lipides, de la néoglucogenese. Le
taux élevé d'acides gras, de glucose et d'insuline stimule la lipogenese.

Les facteurs impliqués dans l'insulinorésistance hépatique sont multiples (Perseghin, Petersen
et al. 2003 ; Samuel, Liu et al. 2004; Ueki, Kondo et al. 2004). La stéatose elle méme semble
impliquée, aussi bien que le stress oxydant, les acides gras libres, le TNFa, ainsi que des médiateurs
intracellulaires comme les céramides, IKKB (Gao, Hwang et al. 2002), NFkB, PKC-6 (Protéine Kinase
C-0) JNK1 (Jun N-Terminal Kinase-1) (Shepherd and Kahn 1999 ; Virkamaki, Ueki et al. 1999 ; Kim,

Fillmore et al. 2001 ; Kim, Ellmerer et al. 2003) (Combettes-Souverain and Issad 1998; Bugianesi,
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Gentilcore et al. 2005), le cytochrome CYP2E1 (Schattenberg, Wang et al. 2005) et les SOCS
(suppressors of cytokine signalling) (Farrell 2005). Ces derniéres protéines interférent dans la
transmission du signal insulinémique en empéchant le contact de IRS2 avec le récepteur a I'insuline
(Ueki, Kondo et al. 2004) ou en induisant une dégradation de ces protéines (Rui, Yuan et al. 2002).
Cependant, le développement d’une insulinorésistance dans le foie ne touche que certaines des
voies métaboliques sensibles a [linsuline (Neuschwander-Tetri and Caldwell 2003). Et
paradoxalement, certaines autres voies sont suractivées par le haut niveau d’insuline (voie de
synthése des acides gras) alors que d’autres sont suractivées par la résistance a l'insuline du foie,

comme la B-oxydation et la néoglucogenése (Attie, Krauss et al. 2002)(figure I.8).

L’hyperinsulinémie et I'hyperglycémie plasmatique due, entre autre, & linsulinorésistance
musculaire ont des effets contradictoires sur les voies métaboliques du foie. Paradoxalement
certaines voies sont « sur-activées » par la forte concentration d’insuline, comme la synthese d’acides
gras, tandis que d’autres sont « sur-activées » par l'insulinorésistance hépatique, comme I'oxydation

lipidique et la néoglucogenese.

On peut donc résumer en disant que lors d’'une obésité, ou lors d’'une prise calorique
excessive, la premiére étape de la pathogenése d’'une NASH, le «first hit » correspond a
'augmentation des apports en glucide (simple, type fructose) et en acides gras dans I'organisme.
Cela va aboutir a une résistance a l'insuline du tissu adipeux et du muscle. Cette insulinorésistance
périphérique, caractérisée par une hyperglycémie et une hyperinsulinémie, associée a une
augmentation des acides gras plasmatiques, va provoquer dans un premier temps une stéatose
hépatique (car le foie sain est sensible a l'insuline). Dans un deuxieme temps le foie stéatosique
s'adapte en développant une insulinorésistance au niveau du foie, ce qui permet de limiter
I'népatomégalie. Face a cette nouvelle condition « pathologique », le foie va tenter d’adapter son

métabolisme, et notamment au niveau mitochondrial.

1.5, Développement de la stéatose hépatique : réle de la leptine

Outre une insulinorésistance périphérique, l'implication d’'une hormone dérivée du tissu
adipeux blanc semble impliquée dans I'accumulation lipidique et la progression fibrotique hépatique:
la leptine.

La leptine est une hormone peptidique qui régule les réserves de graisses dans l'organisme.
C'est une cytokine produite et sécrétée dans la circulation sanguine par les adipocytes. Son action
essentielle est de diminuer la prise alimentaire. Sa présence en quantité plus importante augmente
aussi la dépense énergétique en majorant la thermogenése. Sur le plan métabolique, une secretion
importante (induite par une quantité de masse grasse superieure), induit une lipolyse, diminue la

sécrétion en insuline et réduit la néoglucogénése interprandiale. A l'inverse, le manque de leptine
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induit une augmentation du stockage de masse grasse ainsi qu'une augmentation de I'affinité pour les
aliments.

L’absence de réponse a la leptine (résistance a la leptine) pourrait étre un facteur important
dans la pathogenése de la stéatose hépatique. La preuve d’une résistance a la leptine dans les
NAFLD, quoique indirect, est incontestable. La leptine exérce un certain nombre d'effets anti-
stéatotique sur le foie, y compris une inhibition de la synthése des lipides via une réduction de
I'expression de la stéaroyl CoA désaturase-1 (SCD) (Cohen, Miyazaki et al. 2002) et le renforcement
de I'oxydation des acides gras, via une « upregulation » du peroxisome proliferator-activated receptor
(PPARa). Une augmentation du taux de leptine sérique chez des patients présentant une NAFLD
laisse suggérer une résistance hépatique a cette hormone (Chitturi, Farrell et al. 2002). Cette
hypothése est également soutenue par des études menées sur souris ob/ob présentant un défaut de
synthése de la leptine. Ces souris présentent une augmentation de leur prise alimentaire, le
développement d’'une obésité, une insulinorésistance, une hyperglycémie, un diabéte ainsi qu’'une
stéatose hépatique (Lin, Yang et al. 2000; Baffy, Zhang et al. 2002 ; Koteish and Mae Diehl 2002; Li,
Yang et al. 2003). A noter également que les souris db/db et les rats fa/fa, qui présentent une
mutation sur le récepteur a la leptine, présentent le méme phénotype que les souris ob/ob malgrés
une hyperleptinémie (Rosenbaum, Leibel et al. 1997). Il apparait donc qu’une déficience, ou une
résistance, en leptine induit de développement d’'une obésité, d’une insulinorésistance, d’'une

dyslipidémie et d’une stéatose hépatique.

1.6. Adaptations mitochondriale du foie stéatosigue

Un foie qui développe une stéatose va augmenter son volume, mais cette hépatomégalie est
limitée. Des adaptations vont donc étre mises en place face a ce nouvel état. En effet, une
« élimination » plus rapide des lipides a été observée chez des patients atteints de NASH, afin de
compenser la captation et la synthése accrue de lipides par le foie. Cela se traduit par une
augmentation de la B-oxydation et de la cétogenése (Sanyal, Campbell-Sargent et al. 2001). Cette
augmentation de I'oxydation lipidigue mitochondriale a également été observée sur le foie de souris
diabétiques ob/ob, qui présentent une stéatose massive (Brady, Brady et al. 1985 ; Li, Yang et al.
2003). Cependant, les mécanismes impliqués dans 'augmentation de la p-oxydation mitochondriale

lors de NASH ne sont que peu connus, et plusieurs hypothéses ont été proposées.

= La premiére hypothése serait que l'augmentation du « pool » d’acides gras, due a la
captation accrue et a une augmentation de la lipogenése, provoquerait une augmentation de I'entrée
de ces acides gras dans la mitochondrie, et de ce fait une augmentation de la -oxydation.

= La deuxiéme hypothése repose sur I'activation du facteur de transcription PPARa par les
acides gras. En effet, une augmentation de PPARa a été mesurée sur plusieurs modéles animaux

(souris ob/ob ou db/db), présentant une obésité et une stéatose massive (Memon, Hotamisligil et al.
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2000). De plus, de récents travaux extrémement intéressants, ont suggéré que I'activation de PPAR«
au niveau hépatique serait effectuée préférentiellement par des acides gras néosynthétisés, a partir
de carbohydrates, plutét que par les acides gras provenant de la lipolyse adipocytaire (Chakravarthy,
Pan et al. 2005). De ce fait, dans le cadre d’'une stéatose massive, I'activation de PPARa pourrait étre
reliée, au niveau du foie, a la lipogenése de novo. L’activation de PPARa augmenterait donc
'expression et I'activité de la CPT-1, et de ce fait augmenterait I'entrée des acides gras a chaine
longue dans la mitochondrie, méme si certaines études suggérent que les acides gras a longues
chaines seraient capables d’activer la CPT-1 par une voie indépendante de PPARa (Louet, Chatelain
et al. 2001). En effet, une augmentation de I'expression et de 'activité de CPT-1 est observée dans le
foie de modéles animaux de stéatose ou de diabéte de type 1 ou 2 (Brady, Brady et al. 1985 ; Riu,
Bosch et al. 1996 ; Lee, Wang et al. 2001 ; Paterson, Morton et al. 2004). Un autre mécanisme
important favorisant I'activité de la CPT, pourrait étre une diminution de I'affinité de celle-ci pour son
inhibiteur physiologique, le malonyl-CoA (Cook and Gamble 1987). Cette perte d’affinité pourrait ainsi
expliquer le fait que des patients diabétiques de type 2 présentent une B-oxydation augmentée, en
dépit de la forte concentration d’insuline et de malonyl-CoA. A ce jour, excepté pour la CPT, peu de
choses sont établies sur les autres enzymes impliquées dans la B-oxydation et dans la cétogenése
dans les cas de NASH. Une augmentation de la cétogenése, via la HMG-CoA synthase, pourrait avoir
lieu, cependant aucune preuve directe n'a été apportée pour confirmer cela (Serra, Casals et al.
1993). Cependant, cette activation de PPARa ne semble pas étre suffisante pour éliminer I'excés de
lipides. En effet, plusieurs facteurs, observés dans les cas de NASH, sont capables d’annuler
I'activation de PPARa par les acides gras. On retrouve le TNFa, NFkB et les ROS (Beier, Volkl et al.
1997 ; Cabrero, Alegret et al. 2002 ; Glosli, Gudbrandsen et al. 2005).

= Un troisieme mécanisme pourrait également expliquer 'augmentation de la B-oxydation
mitochondriale observée lors de NASH : la leptine (Lee, Yu et al. 2002 ; Savage and O'Rahilly 2002).
Une augmentation de la leptine plasmatique est en effet classiquement observée chez des sujets
obéses (Friedman and Halaas 1998) et chez des patients atteints de NASH (Uygun, Kadayifci et al.
2000; Chitturi, Farrell et al. 2002). L'augmentation de la sécrétion de leptine par le tissu adipeux
pourrait étre un mécanisme adaptatif ayant pour conséquence de diminuer le stockage de lipides au
niveau d’autres tissus comme le cceur, le foie, les muscles squelettiques (Friedman and Halaas,
1998; Lee et al., 2001;Unger, 2005). Cependant, bien que cette hypothése soit attrayante,
'augmentation de la leptinémie peut aussi étre le reflet d’un état de résistance a la leptine au niveau
des tissus périphériques comme le foie et les muscles (Friedman and Halaas 1998 ; Steinberg and
Dyck 2000 ; Chitturi, Farrell et al. 2002).

= Une augmentation de I'expression hépatique d’'UCP2 a été observée chez des modele
animaux de NAFLD, comme les souris génétiquement obése ob/ob (Chavin, Yang et al. 1999). L'UCP
est une protéine mitochondriale située au niveau de la membrane interne. Elle permet un retour des

protons vers la matrice sans production d’ATP, découplant ainsi les oxydations des phosphorylations.
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Comme pour la CPT, la synthése d’'UCP est activée par PPARa. L’augmentation de son expression
dans le foie dans les cas de NASH pourrait donc perturber la synthése d’ATP et augmenter la
vulnérabilité du foie des patients face aux attaques (Cortez-Pinto, Chatham et al. 1999). D’un autre
point de vue, l'augmentation de I'expression d’UCP2 pourrait étre une possibilité de stimuler
I'oxydation hépatique et donc de limiter la stéatose (Himms-Hagen and Harper 2001). Un autre point
positif est qu’'UCP2 pourrait augmenter le flux d’électron au travers de la chaine respiratoire et de ce
fait prévenir une réduction excessive des complexes de la chaine respiratoire et diminuer ainsi la
synthése de ROS (Jezek 2002). L’'augmentation de I'expression d’'UCP2 est a double tranchant. En

effet, il y a un coté bénéfique et un coté néfaste

2. Second hit: De la stéatose hépatigue a la NASH

Si l'insulinorésistance joue un réle fondamental dans la pathogenése de la stéatose hépatique,
le stress oxydant est probablement le facteur déclenchant de I'évolution de la stéatose en NASH, mais
également de toutes les autres lésions observées dans les NAFLD (James and Day 1999; Chitturi and
Farrell 2001). De nombreux facteurs démontrent la présence d’'un stress oxydant dans les cas de
NAFLD. Des études ont montré tant sur des patients que sur des animaux ayant ce type de Iésions,
une augmentation du taux hépatique de MDA (malondialdéhyde) de 4-HNE (4-hydroxynonénal)
(Laurent, Nicco et al. 2004 ; Seki, Kitada et al. 2005; Garcia-Ruiz, Rodriguez-Juan et al. 2006 ), de
« 3-tyrosine nitrated protein » (Sanyal, Campbell-Sargent et al. 2001; Laurent, Nicco et al. 2004 ;
Garcia-Ruiz, Rodriguez-Juan et al. 2006 ) et de 8-hydroxydéoxyguanosine (Seki, Kitada et al. 2002;
Seki, Kitada et al. 2005 ), qui sont respectivement des marqueurs de lésions oxydatives aux niveaux
des lipides, des protéines et de 'ADN. De plus, le taux de thiorédoxines sanguin, un autre marqueur
de stress oxydant, est élevé chez les patients atteints de NASH (Sumida, Nakashima et al. 2003),
alors que leurs facteurs antioxydants sont réduits (Laurent, Nicco et al. 2004 ; Nobili, Pastore et al.
2005; Yesilova, Yaman et al. 2005 ).

Les génes codant pour la plupart des facteurs antioxydants ont en commun un ARE
(Antioxidant Response Element), qui répond aux facteurs de transcription Nrf1 et Nrf2 (Nuclear factor
erythroid 2-related factor). Ces deux facteurs agissent en hétérodimeéres et forment un complexe avec
Small-Maf et d’autres protéines bZIF (Motohashi, O'Connor et al. 2002). Normalement, les facteurs Nrf
sont séquestrés dans le cytoplasme (ltoh, Wakabayashi et al. 1999), mais lorsque les cellules
subissent un stress oxydant, les Nrf sont transloqués dans le noyau, se lient aux ARE des génes des
facteurs antioxydants et induisent leur expression (Nguyen, Yang et al. 2004; Gong and Cederbaum
2006 ) (figure I.9). L'implication, ou plutét 'absence d’implication, de ces facteurs antioxydants dans la
pathogenése des NAFLD est supportée par des études menées chez des souris Nrf1-/-. Ces souris
sont déplétées en Nrfl et ont une diminution d’expression des génes possédant une ARE, et

présentent en plus d’'un stress oxydant une stéatose, de la nécrose, de I'apoptose, une inflammation
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hépatique et de la fibrose (Xu, Chen et al. 2005). Ce manque de réponse antioxydante est soutenue
par le fait que I'expression du géne de la glutathione S transférase est diminuée chez les patients
atteints de NAFLD (Younossi, Gorreta et al. 2005).

Figure I.9 : Schéma simplifié de I'activation des génes des facteurs antioxydants

transcription
, facteurs antioxydants

En condition basale (A), Nrf2 est associé a une protéine Keap (cullin-3 substrate adaptor protein) et est
retenu dans le cytosol avant d'étre rapidement dégradé dans le protéasome par un mécanisme
d'ubiquitination. L'activation de Nrf2 par des ROS inhibe sa fixation a Keapl (B). Nrf2 est phosphorylé par
la PKC, puis transloqué dans le noyau. Une fois dans le noyau, Nrf2 s'associe a d'autres facteurs de
transcriptions (bZIF), se fixe sur 'ARE et active la transcription des genes des facteurs antioxydants
(glutathione transférases, quinone réductase, époxide hydrolase, héme oxygénase, UDP-glucuronosyl
transférases, gamma-glutamylcystéine synthétase)

L'activation de ces génes est inhibée par la fixation des protéines Small-Maf sur la séquence ARE.

2.1 Les sources possibles du stress oxydant

Les conséquences d’'un stress oxydant sur une cellule sont multiples. Il induit une peroxydation
des lipides de la membrane cellulaire, une dégénérescence cellulaire et une nécrose, ainsi qu’une
mort cellulaire par apoptose (Ferret, Hammoud et al. 2001; Malassagne, Ferret et al. 2001 ). Il induit
également I'expression de cytokines pro-inflammatoires, I'activation des cellules étoilées du foie et le
développement de fibrose (James and Day 1999; Chitturi and Farrell 2001) (Garcia-Ruiz, de la Torre
et al. 2002). Mais si les conséquences d’un stress oxydant sont multiples, les facteurs le déclenchant

ne le sont pas moins.

2.1.1 La mitochondrie

Le facteur le plus important impliqué dans les dysfonctions mitochondriale observé lors de
NASH est une production accrue de radicaux libres de I'oxygéne (ROS) par les mitochondries. Des

études antérieures ont en effet montré que la production de ROS pouvait étre augmentée lorsque
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'apport d’électrons a la chaine respiratoire était lui aussi augmenté, pendant I'oxydation de lipides (St-
Pierre, Buckingham et al. 2002) ou de glucose (Du, Edelstein et al. 2000), ou lorsque le flux
d’électrons était partiellement bloqué au niveau de la chaine respiratoire (Kushnareva, Murphy et al.
2002).

Figure I.10: chdine respiratoire mitochondriale et site de production de ROS
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L'oxydation des lipides ou des carbohydrates aboutit a la formation d'acétyl-CoA qui va entrer dans le
cycle de Krebs et fournir des substrats pour la chdine respiratoire (NADH et FADH,). L'oxydation de ces
substrats au niveau du complexe I et II provoque d un transfert d'électron le long de la chdine
respiratoire jusqu'd l'accepteur final: l'oxygéne associé a une expulsion de protons dans l'espace
intfermembranaire. Lorsque l'apport d'électron a la chdine est élevé, ou lorsque le flux de ceux-ci est
partiellement bloqué, les électron « s'échappent » de la chdine respiratoire pour former un anion
superoxyde. La production de ROS mitochondriale s'effectue au niveau du complexe I et IIT de la chdine
respiratoire.

Chez des patients atteints de NASH, l'augmentation de la pB-oxydation mitochondriale
augmentent la formation de NADH et FADH, (Sanyal, Campbell-Sargent et al. 2001 ; Miele, Grieco et
al. 2003), et donc 'apport d’électrons au niveau de la chaine respiratoire. En paralléle, la diminution de
l'activité des complexes de la chaine respiratoire (Perez-Carreras, Del Hoyo et al. 2003) bloque
partiellement le flux d’électrons a travers celle-ci. Le déséquilibre entre « I'entrée » et « la sortie » des
électrons au niveau de la chaine pourrait causer I'accumulation de ceux-ci au niveau du complexe | et
du complexe Ill de la chaine respiratoire (St-Pierre, Buckingham et al. 2002) qui sont les deux sites de
production de ROS au niveau de la mitochondrie (Jezek and Hlavata 2005) (figure I.10). Cela est
appuyé par plusieurs études qui ont démontré une augmentation de la formation de ROS par les

mitochondries de souris génétiquement obéses ob/ob (Yang, Zhu et al. 2000), ou chez des rats
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recevant un régime carencé en choline (Hensley, Kotake et al. 2000), qui sont deux modéles de
stéatohépatite.

Les ROS peuvent endommager directement les polypeptides de la chaine respiratoire, ce qui
induit un blocage du flux d’électron au niveau de celle-ci. lls peuvent également oxyder les acides gras
insaturés cytoplasmiques, résultant de I'accumulation de ceux-ci au niveau du foie, et les cardiolipines
présents au niveau de la membrane mitochondriale, provoquant ainsi la libération de produits réactifs
issus de la peroxydation lipidique qui sont connus pour inactiver la cytochrome ¢ oxydase (Chen,
Schenker et al. 1998; Chen, Petersen et al. 2000).

Les ROS, mais aussi les produits de la peroxydation lipidique peuvent dégrader 'ADN
mitochondrial. Or, les lésions de type oxydation, mutation ou déplétion de 'ADN mitochondrial
pourraient perturber la synthése des polypeptides des différents complexes de la chaine respiratoire
(Haque 2002 ; Gao, Wei et al. 2004). Ceci qui pourrait également bloquer le flux d’électron au niveau
de la chaine respiratoire et donc augmenter la production de ROS. De plus, ces lésions de '’ADN
pourraient étre maintenues par un manque de systéme de réparation. En effet, la diminution du
potentiel de membrane, résultant de la diminution de l'activité des enzymes de la chaine respiratoire,
empéche I'importation dans la mitochondrie d’enzymes de réparation de 'ADN. Cette diminution des
systémes réparateurs a été observée chez des modéles animaux de stéatohépatite (Gao, Wei et al.
2004). Il a également été observé une déplétion des systémes antioxydants, comme la vitamine E, lors

de NASH, ce qui pourrait potentialiser encore plus les effets délétéres des ROS (Strauss 1999).

En augmentant la production de ROS les mitochondries hépatiques contribuent a I'induction
de lésions associées a une NASH. En effet, les ROS stimulent I'expression de plusieurs cytokines
comme TGFp, 1I-8, TNFa et Fas ligand. Les ROS participent également a linduction de la
peroxydation lipidique qui libére des composés aldéhydes biologiquement tres réactifs, comme le
MDA et le HNE (Pessayre, Berson et al. 2001). L’association des cytokines et des produits de la
peroxydation lipidique pourrait donc déclencher les diverses lésions observées dans les cas de NASH

(Pessayre, Fromenty et al. 2004).

2.1.2 Acides gras et peroxydation lipidique

Bien que les effets délétéres d’'une stéatose ne soient pas complétement compris, de
nombreuses évidences suggérent que l'association de lipides oxydables, c'est-a-dire avec des
insaturations, et de ROS aboutisse a la peroxydation de ces lipides, générant ainsi des aldéhydes
hautement réactifs comme le MDA (malondialdéhyde) de 4-HNE (4-hydroxynonénal). En condition
« basale », les hépatocytes produisent des ROS principalement au niveau de la mitochondrie, mais
également lors de la B-oxydation peroxysomale, au niveau des cytochrome P450 des microsomes ou
dans d’autre types cellulaire au niveau de la NADPH oxydase des cellules de Kupffer (Kono, Rusyn et
al. 2000). Lors d’'une NASH, cette production de ROS est fortement augmentée au niveau de tous ces

sites (discuté plus loin dans le manuscrit). Les ROS vont interagir avec les lipides insaturés accumulés
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au niveau du foie et les oxyder, causant ainsi une augmentation de la peroxydation lipidique
(Pessayre, Mansouri et al. 2002). Cela est appuyé par une étude menée par Letteron et collaborateurs
(Letteron, Fromenty et al. 1996), dans laquelle différents traitements induisant une stéatose ont été
donnés a des souris. Dans tous ces traitements, une augmentation des TBARS (thiobarbituric acid
reactan) hépatiques, qui sont les produits finaux de la peroxydation lipidique, est observée. Une
augmentation de la quantité d’éthane exhalé, qui est un indice in vivo de la peroxydation lipidique, est
egalement observée. Une augmentation de la peroxydation lipidique est également mesurée chez des
animaux recevant un régime carencé en choline et méthionine (Leclercq, Farrell et al. 2000) et chez
des patients ayant une NASH (Sanyal, Campbell-Sargent et al. 2001).

Cette peroxydation lipidique excessive des hépatocytes induit une production accrue de MDA
et HNE qui vont causer des Iésions notamment au niveau mitochondrial en raison de leur forte
réactivité. Tout d’abord, les composés de la peroxydation lipidique peuvent causer des dommages au
niveau du génome mitochondrial (Hruszkewycz 1988 ; Hruszkewycz and Bergtold 1990 ; Demeilliers,
Maisonneuve et al. 2002). Or, 13 des polypeptides des complexes de la chaine respiratoire sont codés
par le génome mitochondrial. Les dommages causés sur 'ADN mitochondrial par la peroxydation
lipidique peuvent donc induire de maniére indirecte un dysfonctionnement de la chaine respiratoire.
Parallelement a cela, le MDA et le 4-HNE peuvent attaquer directement les complexes de la chaine
respiratoire comme la cytochrome ¢ oxydase (Chen, Schenker et al. 1998 ; Chen, Petersen et al.
2000), ce qui peut également perturber le fonctionnement de la chaine (Pessayre, Berson et al. 2001).
Les ROS et la peroxydation lipidique peuvent également induire des altérations de la structure
mitochondriale et provoquer la formation de mégamitochondrie (Matsuhashi, Liu et al. 1996 ;
Wakabayashi 2002). Ces altérations structurales sont observées chez les patients atteints de NASH,
avec la présence d’inclusions cristallines dans les mégamitochondries (Sanyal, Campbell-Sargent et
al. 2001). Enfin, il a été montré un effet activateur de certains produits de la peroxydation lipidique sur
le pore de transition de perméabilité (PTP), pouvant aboutir a la mort cellulaire (Kristal, Park et al.
1996).

Il apparait donc ici que la peroxydation lipidique induit un dysfonctionnement mitochondrial.
Cela aboutit a une augmentation de la production de ROS et provoque des dommages au niveau de la
chaine respiratoire. Ces modifications vont a leur tour induire une augmentation de la production de

ROS formant ainsi un cercle vicieux entre peroxydation lipidique et production de ROS.

2.1.3 TNFa et autres cytokines

Un autre facteur important pouvant participer au stress oxydant est le TNFa. Il existe de
nombreuses évidences supportant I'implication de cette cytokine dans la pathogenése de la NASH
(Tilg and Diehl 2000; Crespo, Cayon et al. 2001 ). En effet, une concentration élevée en TNFa
plasmatique a été observée chez des patients atteints de NASH (Hotamisligil, Arner et al. 1995 ;

Miyazaki, Pipek et al. 2003; Perez-Carreras, Del Hoyo et al. 2003 ; Hui, Hodge et al. 2004 ),
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concentration clairement corrélée avec la réduction de I'activité de la chaine respiratoire (Sanchez-
Alcazar, Schneider et al. 2000 ; Perez-Carreras, Del Hoyo et al. 2003). Chez des souris ob/ob, la
concentration de TNFa au niveau du tissu hépatique est 20 fois plus élevée que chez des animaux
contrdles (Garcia-Ruiz, Rodriguez-Juan et al. 2006). De plus, des études effectuées sur des cellules
traitées avec du TNFa ont montrées une augmentation de la production de ROS par celle-ci, ainsi
gu’une diminution de ’ARNm codant pour certaines sous unités de 'ATPase et de la cytochrome ¢
oxydase (Sanchez-Alcazar, Schneider et al. 2003). Des modifications morphologiques des
mitochondries ont également été observées. Aprés 8h d’incubation en présence de TNFa, les
mitochondries gonflent, deviennent arrondies, perdent leur crétes et rompent leur membrane externe
(Sanchez-Alcazar, Schneider et al. 2000).

La provenance du TNFa mesuré au niveau hépatique n’est pas unique. Le tissu adipeux, aussi
bien que les hépatocytes ou les cellules de Kupffer sont en effet capables de produire cette cytokine
(Kern, Saghizadeh et al. 1995; Crespo, Cayon et al. 2001 ; Sanyal 2005 ). Le tissu adipeux abdominal
pourrait étre un site majeur de production de TNFa. Chez des sujets obéses, leur tissu adipeux est
largement infiltré par des macrophages (Weisberg, McCann et al. 2003 ; Bouloumie, Curat et al.
2005), qui, comme les adipocytes, peuvent sécréter du TNFa (Wellen and Hotamisligil 2003). De plus,
les acides gras libérés pendant la lipolyse du tissu adipeux abdominal, peuvent induirent eux-mémes
'expression du TNFa au niveau adipocytaire (Nguyen, Satoh et al. 2005), mais aussi au niveau
hépatocytaire (Feldstein, Werneburg et al. 2004). Il a été suggéré que les acides gras activeraient ces
mécanismes inflammatoires en se fixant sur un récepteur TLR4 (Toll-like receptor 4), qui est un
récepteur au endotoxines bactériennes (Lee, Ye et al. 2003; Lee, Zhao et al. 2004). Il a donc été
suggéreé que la fixation des acides gras saturés sur le récepteur induit une phosphorylation transitoire
de Akt. Cette inactivation de PI3K ou de Akt aboutit a I'activation de IKKp et NF«xB (Cai, Yuan et al.
2005). Ces facteurs de transcription vont alors activer I'expression de génes du TNFa, TGF, II-8, 1-6
et II-1B entre autres (figure I.11). Tous ces facteurs sont ensuite impliqués dans les modifications
histologiques observées lors des NAFLD, comme la nécrose/apoptose hépatocytaire, I'activation des

cellules étoilées, le développement de fibrose ou la formation de corps de Mallory.
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Figure I.11 : Schéma simplifié de I'activation des génes par le TNFo et les AGS lors d'un stress
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Il apparait que beaucoup des perturbations observées dans les cas de NAFLD, comme les
dysfonctions mitochondriales pourraient, au moins en partie, étre expliquées par les effets biologiques
du TNFc.

2.1.4 Autres sources de stress oxydant

Les cytochromes P450 présents dans les microsomes participent également a I'induction des
modifications observées lors de NAFLD, notamment en augmentant la production de peroxyde

d’hydrogéne (H,0O,). Deux enzymes sont impliqués dans le métabolisme des acides gras a chaine
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longue (lipo-oxygénation) : le CYP2E1 et le CYP4A. Le CYP2E1 hépatique augmente avec le jelne, le
diabéte, I'obésité et l'insulinorésistance. |l est impliqué dans le linitiation du stress oxydant dans les
cas de foies stéatosiques et est associé au phénoméne de peroxydation lipidique (Enriquez, Leclercq
et al. 1999 ; Leclercq, Farrell et al. 2000; Leclercq, Field et al. 2000). En effet, le CYP2E1 posséde une
grande affinité pour les électrons et forme de ce fait facilement des ROS. Ces ROS vont interagir avec
les insaturations des acides gras a chaines longues et initier ainsi le processus de peroxydation
lipidique (Ekstrom and Ingelman-Sundberg 1989 ; Lieber 1997). Le CYP4A est contrélé par le facteur
de transcription PPARq (Robertson, Leclercq et al. 2001; Day 2002 ) et est impliqué dans le
métabolisme lipidique intracellulaire, plus particulierement dans I'oxydation des acides gras a chaines
longues et trés longues. Cette oxydation produit des acides dicarboxyliques qui seront ensuite oxydés
par la B-oxydation peroxysomale. De ce fait, il a été montré qu'un défaut au niveau de PPARa ou au
niveau de la voie de l'oxydation peroxysomale pouvait jouer un réle trés important dans le
développement de la stéatohépatite (Reddy 2001).

Dans le contexte d’'une stéatose hépatique, les cytochromes CYP2E1 et CYP4A, impliqués
dans m-oxydation des acides gras, peuvent tous les deux générer le « second hit», plus
particulierement lorsque les réserves antioxydantes sont déplétées (Robertson, Leclercq et al. 2001). |l
a été récemment démontré une surexpression du CYP2E1 dans le foie de patients ayant une
NASH (Weltman, Farrell et al. 1998 ; Chalasani, Gorski et al. 2003), ainsi que chez la souris recevant
un régime enrichi en lipides et carencé en choline et méthionine (Weltman, Farrell et al. 1996;
Leclercq, Field et al. 2000). Il est donc probable que le CYP2E1 joue un rble dans le « turn over » des
acides gras hépatiques, méme si quantitativement cette voie est moins importante que la B-oxydation
mitochondriale et peroxysomale (Fong, Nehra et al. 2000).

L’hyperinsulinémie induit la stimulation de l'oxydation lipidique au niveau de la [-oxydation
mitochondriale mais également au niveau peroxisomale et microsomale. Il en résulte une prolifération
peroxysomale et une augmentation de la production de peroxyde d’hydrogéne, ce qui active la
peroxydation lipidique et participe a la transformation de la stéatose en stéatohépatite (Hashimoto,
Fujita et al. 1999).
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Figure I.12: schéma simplifié des voies d'induction du stress oxydant par les acides gras dans des
hépatocytes (d'aprés (Te Sligte, Bourass et al. 2004)).
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Lors d'une augmentation des apports en acides gras, plusieurs voies vont &tre activées afin de les oxyder.
La B-oxydation des acides gras s'effectue principalement au niveau de la mitochondrie, et produit des
ROS, qui vont provoquer des dommages au niveau de celle-ci et, dans un second temps inhiber la B-
oxydation. Ces acides gras vont également induire |'expression des cytochromes microsomaux (CYP2E1 et
CYP4A) provoquant également la production de ROS. Ils vont également subire la B-oxydation
peroxysomale, et produire du peroxyde d'hydrogene (H.O.). Enfin I'augmentation de production des ROS,
associée a une forte concentration d'acides gras, va induire une peroxydation lipidique et aboutir d la
formation de composés réactifs : le MDA (malondialdéhyde) de 4-HNE (4-hydroxynonénal), qui vont par la
suite provoquer des dommages au hiveau membranaire, protéique et de I'ADN.

Comme cela vient d’étre présenté, les mécanismes impliqués dans linduction d’'un stress
oxydant sont multiples. lls résultent principalement des différentes voies d’oxydation des lipides
(mitochondrie, peroxysome, microsome), qui sont stimulées lors de la NASH. La stimulation de ces
voies d’oxydation induit une augmentation de la production de radicaux libres de I'oxygéne (ROS).
Ces ROS vont interagirent avec les acides gras présents en grande quantité au niveau du foie et
provoquer la formation d’aldéhydes trés réactifs (MDA et 4-HNE) par un processus de peroxydation
lipidique (figure I.12).

Ainsi, 'augmentation de la production de ROS et de composés peroxydés est responsable de
linduction d'un stress oxydant au niveau hépatique, provoquant les lésions caractéristiques
observées chez des patients atteints de NASH. La production accrue de ROS, associée a une
insulinorésistance et a un taux de TNFa élevé, sont les composantes majeures du stress oxydant

déclenchant le « second hit » entrainant I'évolution de la stéatose en stéatohépatite.
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Nous avons vu précédemment que la stéatose hépatique résultent d’'une hyperglycémie et
une hyperinsulinémie (Shepherd and Kahn 1999), ainsi que d’'une augmentation de la libération
d’AGL et de TNFa par le tissu adipeux dans la circulation sanguine. L’augmentation de I'oxydation de
ces acides gras hépatiques peut provoquer une synthése de ROS et une peroxydation lipidique
accrues, participant ainsi a l'induction d’un stress oxydant. Les acteurs de ce stress oxydant étant des
composeés trés réactifs, ils vont fortement interagir avec les membranes, les protéines ou I'ADN,
provoquant ainsi les lésions caractéristiques observées lors d’'une NASH (dysfonction mitochondriale,

inflammation), pouvant aller jusqu’a un phénoméne de mort cellulaire ou d’hépatocarcinome.

2.2 Lésions hépatigues

2.2.1 Au niveau de la mitochondrie

De multiples études ont montré que les mitochondries de patients atteints de NASH
présentent des anomalies a la fois morphologiques et fonctionnelles. Les mitochondries de ces
patients sont plus grosses, gonflées et ont des inclusions paracristallines (Caldwell, Swerdlow et al.
1999; Sanyal, Campbell-Sargent et al. 2001). Toutes ces observations suggérent une altération de la
fonction, aussi bien que de la morphologie mitochondriale chez les patients atteints de NASH. Les
informations disponibles sur la fonction de I'oxydation phosphorylante et de la chaine respiratoire
chez les patients atteints de NASH sont trés limitées. Caldwell et al. (Caldwell, Swerdlow et al. 1999)
ont trouvé une activité normale des complexes | et lll de la chaine respiratoire de mitochondries de
plaquettes de patients atteints de NASH. Une autre étude a mesuré directement I'activité des toutes
les enzymes de la chaine respiratoire sur une biopsie de foie de patients (Perez-Carreras, Del Hoyo
et al. 2003), et montre une diminution d’activité de 30 a 50% en comparaison a des patients sains. Ce
défaut d’activité touche tous les complexes, qu’ils soient en partie codés par de 'ADN mitochondrial
(complexes |, Ill, IV, V) ou uniquement par de 'ADN nucléaire (complexe Il). Cela appuie donc les
résultats obtenus par I'équipe de Cortez-Pinto qui avait montré une incapacité de re-synthése d’ATP
de patients ayant une NASH, aprés une charge de fructose (qui déplete de maniére transitoire 'ATP
hépatique) (Cortez-Pinto, Chatham et al. 1999).

2.2.2 Mécanismes inflammatoires

Comme décrit précédemment, la production de ROS mitochondriale au niveau hépatique
contribue a I'expression de certaines cytokines, ainsi qu’a la peroxydation lipidique. Le TGFp, I'll-8 et
le HNE sont des molécules chemo-attractives pour les neutrophiles humains, ce qui peut expliquer en
partie les infiltrations de neutrophiles observées dans une NASH (Pessayre, Berson et al. 2001). Le
TGFB induit également les transglutaminase tissulaires qui lient la cytokératine, I'ubiquitine, une
protéine se liant a divers éléments insolubles du cytosquelette, et un élément de haut poids

moléculaire et pourrait ainsi participer a la formation de corps de Mallory (Fukuda, Xie et al. 1991 ;
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Fukuda, Kojiro et al. 1993), qui sont formés par un agrégat de protéines cytosquelettiques (Pessayre,
Berson et al. 2001).

2.2.3 Mort cellulaire

En condition normale, les hépatocytes expriment le récepteur Fas a leur surface, mais pas son
ligand (Fas-ligand), évitant ainsi la destruction de celui-ci par les cellules environnantes. Cependant,
une augmentation de I'expression de Fas-ligand a été mesurée chez des patients présentant une
NASH (Feldstein, Canbay et al. 2003) et sur des hépatocytes de souris gorgés de lipides (Feldstein,
Canbay et al. 2003). Dans ces conditions, Fas-ligand peut interagir avec le récepteur Fas d’un autre
hépatocyte, aboutissant a sa mort par apoptose. Nous avons vu précédemment que la production de
TNFa dans les cas de NASH était augmentée. Or linteraction de Fas et Fas-ligand, ainsi que de
TNFo avec son récepteur, vont activer la voie des caspases, qui aprés une cascade de réaction
induit une augmentation de la perméabilitt des membranes externe et interne mitochondriale,
aboutissant a la mort de la cellule. L’apoptose est un mécanisme important de mort cellulaire observé

chez des patients ayant une NASH (Feldstein, Canbay et al. 2003).

2.2.4 Fibrose

La fibrose hépatique résulte de l'activation des cellules de Kupffer et des cellules étoilées.
Aprés avoir phagocyté les corps apoptotiques, les deux types de cellules libérent du TGFp, qui active
les cellules étoilées qui vont se transformer en cellules de type fibroblastique produisant du collagéne
(Fadok, Bratton et al. 1998 ; Canbay, Taimr et al. 2003). Les produits de la peroxydation lipidique
peuvent également activer la fibrogenése via deux mécanismes. lls vont favoriser la production de
TGFp par les macrophages (Leonarduzzi, Scavazza et al. 1997), et ils vont directement provoquer la
production de collagéne par les cellules étoilées (Parola, Pinzani et al. 1993). Comme le TGFB, la
leptine produite par les adipocytes « engorgés de lipides », peut activer la fibrogenése soit en
agissant sur les cellules de Kupffer et les cellules étoilées (Ikejima, Takei et al. 2002; Saxena, lkeda
et al. 2002; Tang, Potter et al. 2002), soit en augmentant directement la production de collagéne par

les cellules étoilées (Saxena, lkeda et al. 2002).

2.2.5 Hépatocarcinome

Le fort taux d’apoptose observé chez les sujets NASH requiére une augmentation de la
prolifération cellulaire afin de compenser les pertes et maintenir la masse de leur foie constante. Or,
on a vu précédemment que chez les patients ayant une NASH, les ROS et les produits de la
peroxydation lipidique induisent des dommages au niveau de I'ADN. La combinaison d’une
augmentation de la prolifération cellulaire avec des dégats de 'ADN va causer de nombreuses

mutations. Ces mutations vont s’accumuler au cours du temps, et aboutir & une résistance de la
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cellule a l'induction de l'apoptose, échappant ainsi au contréle du cycle cellulaire pour finalement

favoriser le développement une lignée cellulaire maligne.

IV. Traitement de la stéatose hépatigue

Il n'y a, a ce jour, aucun traitement établi pour les NAFLD ou la NASH, méme si une perte de
poids et une alimentation pauvre en calories, en lipides et en sucres sont recommandées. La plupart
des traitements ont été étudiés sur des patients souffrant de NASH, cette pathologie pouvant
potentiellement évoluer vers de la fibrose et une cirrhose. Une amélioration des transaminases et de
I'histologie a été démontrée aprés un régime spécifique et/ou une perte de poids, un traitement avec
de l'acide ursodéoxycholique (UDCA), de la vitamine E, de la bétaine, des fibrates, de la metformine
et des thiazolidinédiones (TZD) (Neuschwander-Tetri and Caldwell 2003). Les traitements basés sur
une perte de poids, la metformine ou les TZD sont issus de I'association des NAFLD a I'obésité et

l'insulinorésistance, et sur le postulat que I'insulinorésistance est la cause de la stéatose hépatique

1. Modification du style de vie

Un changement de style de vie constitue le principalement traitement disponible de la NASH.
Une diminution de la masse corporelle de 10% est réalisable par les patients, et permet une réduction
des transaminases (Park, Kim et al. 1995 ; Ueno, Sugawara et al. 1997 ; Tremblay 1999 ; Youssef
and McCullough 2002 ; Suzuki, Lindor et al. 2005), ainsi qu’'une diminution du contenu en lipides du
foie (Ueno, Sugawara et al. 1997 ; Angulo and Lindor 2002). Une étude de un an menée sur 15 sujets
atteints de NASH, qui ont perdu en moyenne 3 kg, a montré une amélioration histologique chez 9
d’entre eux et une stabilité de celle-ci chez 6. Les patients présentant une amélioration de leur
histologie, et ayant amélioré leurs transaminases et diminué leur stéatose sont également ceux qui
ont perdu le plus de poids (Huang, Greenson et al. 2005). Il a également été mesuré une diminution
des lipides hépatiques en réponse a une perte de poids chez des femmes obéses (Tiikkainen,
Bergholm et al. 2003) et chez des patients ayant un diabéte de type Il (Tiikkainen, Hakkinen et al.
2004). Cependant, méme si une perte de poids semble bénéfique, si celle—ci est trop rapide
(>1kg/semaine), comme aprés une gastroplastie, elle est associée a une augmentation des Iésions
inflammatoires d’hépatite, en dépit d’'une réduction de la stéatose hépatique (Luyckx, Desaive et al.
1998). Les mécanismes permettant une diminution de la stéatose hépatique, suite a une perte de
poids, reste encore mal connus. Cependant il semblerait que la diminution de I'ingestion de lipides et la

diminution de l'insulinorésistance jouent un réle primordial.
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2. L'exercice

L’exercice peut étre bénéfique pour les patients atteints de NASH, méme en absence de perte
de poids (Kugelmas, Hill et al. 2003; Neuschwander-Tetri and Caldwell 2003 ). En effet, I'activité
physique améliore la sensibilité a I'insuline des muscles et du tissu adipeux, en augmentant 'activité
de 'AMPK (Musi, Yu et al. 2003 ; Ruderman, Park et al. 2003), ce qui induit une augmentation de
I'oxydation lipidique tant au niveau des muscle, que du tissu adipeux et du foie (Park, Kaushik et al.
2002; Ruderman, Park et al. 2003 ).

3. La metformine

La metformine est un biguanide qui est utilisé largement dans les traitements des patients
ayant un diabete de type Il (Knowler, Barrett-Connor et al. 2002). Elle a une action anti-
hyperglycémique et permet une diminution de la concentration de glucose plasmatique en réduisant
la production de glucose hépatique via I'activation de 'AMPK (Zhou, Myers et al. 2001). L’activation
de cette enzyme au niveau du foie fait basculer 'homéostasie lipidique vers une diminution de la
synthése de lipides et une augmentation de leur oxydation (Zhou, Myers et al. 2001) ruderman 2004 ;
Winder, 1999). La metformine favorise également une perte de poids. Un traitement a la metformine de
4 semaines sur des souris ob/ob, qui ne synthétisent pas de leptine, conduit a une disparition de la
stéatose hépatique (Lin, Yang et al. 2000).

Des études menées chez 'homme ont donné des résultats prometteurs. Dans l'une, le
traitement a la metformine de sujets atteints de NAFLD, a induit une diminution précoce des enzymes
hépatiques, ainsi qu’'une amélioration de la sensibilité a I'insuline (Nair, Diehl et al. 2004). Cependant,
apres 3 mois de traitement les enzymes hépatiques ont graduellement remonté pour retrouver le
méme niveau qu’avant le traitement. Une autre étude sur patients atteints de NASH a montré une
amélioration de la sensibilité a l'insuline, des transaminases et une diminution du volume du foie
aprés 4 mois de traitement (Marchesini, Brizi et al. 2001). Par ailleurs, une autre étude récente a
comparé un traitement a la metformine a un traitement a la vitamine E ou a un régime alimentaire
contrélé, chez des patients non diabétiques atteints de NAFLD. Une amélioration des transaminases
aussi bien que de I'histologie a été observée chez ces sujets aprés 12 mois de traitement (Bugianesi,
Gentilcore et al. 2005). Cependant, une autre étude n’a observé aucune amélioration significative de
I'histologie hépatique aprés 6 mois de traitement a la metformine (Uygun, Kadayifci et al. 2004), mais
il se pourrait que 6 mois soit une période trop courte pour détecter des changements histologiques
significatifs. De plus, dans une autre étude avec des patients atteints d’un diabéte de type II, un
traitement de 16 semaines a la metformine améliore la sensibilité basale hépatique a linsuline,
diminue les acides gras libres et I'hémoglobine glycosylée, mais aucun changement des

transaminases, ni de la stéatose, n’est observé (Tiikkainen, Hakkinen et al. 2004). Au vu de la grande
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disparité des résultats, un grand nombre d’étude est encore nécessaire avant de préconiser la

metformine comme traitement contre les NAFLD.

4. Les thiazolidinédiones (TZDs)

Les thiazolidinédiones sont de nouveaux agents de sensibilisation a l'insuline utilisés dans le
traitement du diabéte de type Il. Cette famille comprend la pioglitazonze, la rosiglitazone, la
ciglitazone et la troglitazone, cette derniére ayant été retirée du marché en raison de nombreux cas
de toxicité hépatique observés lors de son utilisation (Kohlroser, Mathai et al. 2000). Les TZDs
agissent comme des ligands spécifiques de PPARy (Chao, Marcus-Samuels et al. 2000). De part leur
action au niveau du tissu adipeux, l'utilisation des TZDs pourrait étre intéressante dans le traitement
de la NASH chez des patients en surpoids ou obéses (Neuschwander-Tetri, Brunt et al. 2003 ;
Promrat, Lutchman et al. 2004; Tiikkainen, Hakkinen et al. 2004 ). Leur utilisation permet une
amélioration de la sensibilité a l'insuline du foie et de I'organisme en entier (Miyazaki, Glass et al.
2001 ; Miyazaki, Mahankali et al. 2002). Cette amélioration de la sensibilité pourrait s’effectuer de
maniére directe et indirecte (Kim and Ahn 2004; Tiikkainen, Hakkinen et al. 2004 ). Les effets
indirects passeraient par une diminution de la concentration plasmatique des acides gras et une
augmentation de celle de I'adiponectine (Yang, Jeng et al. 2002 ; Yu, Javorschi et al. 2002 ; Phillips,
Ciaraldi et al. 2003 ; Pajvani, Hawkins et al. 2004), et les effets directs induiraient I'activation de
PPARy (Kim and Ahn 2004). Les TZD induisent également une différenciation des adipocytes en
augmentant le nombre de petit adipocytes, (de Souza, Eckhardt et al. 2001), et donc la capacité de
stockage lipidique des cellules adipeuses, induisant de ce fait une diminution de la concentration en
acides gras circulants. Cette diminution des acides gras libres par un traitement aux TZD est
relativement consistante (Gomez-Perez, Aguilar-Salinas et al. 2002; Mayerson, Hundal et al. 2002 ;
Miyazaki, Mahankali et al. 2002 ), ce qui diminue la fourniture en AGL au foie. Par ailleurs, des études
ont suggéré que I'amélioration de la sensibilité hépatique a l'insuline serait due a une activation de
'AMPK (Saha, Avilucea et al. 2004 ; Bouskila, Pajvani et al. 2005). Le mécanisme par lequel TAMPK
est activée au niveau du foie est encore mal connu, mais il pourrait étre, en partie, induit par un
changement de repartition du tissu adipeux. En effet, il a été montré chez 'homme que les TZD
augmentent la graisse sous-cutanée tandis qu’ils diminuent la graisse abdominale (Miyazaki,
Mahankali et al. 2002; Virtanen, Hallsten et al. 2003). Des études sur des patients atteints de NASH
et recevant des TZD montrent une amélioration des fonctions hépatiques aussi bien qu'une
régression de la stéatose hépatique (Neuschwander-Tetri, Brunt et al. 2003 ; Promrat, Lutchman et
al. 2004; Sanyal, Mofrad et al. 2004 ). Une étude réalisée sur des individus ayant un diabéte de type
I montre également que la rosiglitazone entraine jusqua 40% de diminution du contenu en
triglycérides hépatique (Mayerson, Hundal et al. 2002). Ces observations suggérent que les TZD

pourraient avoir des effets bénéfiques sur le foie des individus ayant une stéatose hépatique.
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5. Autres traitements

En plus des agents de sensibilisation a [linsuline, des thérapies cytoprotectrices ou
antioxydantes ont été essayées dans des cas de NAFLD et NASH. Certaines études ont montré des
résultats encourageants avec des statines (Hatzitolios, Savopoulos et al. 2004 ; Rallidis, Drakoulis et
al. 2004), un traitement aux omega-3 (Hatzitolios, Savopoulos et al. 2004) et avec des fibrates
(Ogawa, Murata et al. 1998 ; Basaranoglu, Acbay et al. 1999), mais ces résultats n'ont pas été
confirmés sur de grandes séries. Le stress oxydant est considéré comme un des facteurs a l'origine
des dommages hépatocytaires, de la fibrose et de la cirrhose lors d’'une NASH, des thérapies
antioxydantes ont donc été testées. La vitamine E est la molécule qui a le plus retenu I'attention des
chercheurs. En effet, elle est capable de séquestrer les ROS produits par la mitochondrie (Vrablic,
Albright et al. 2001) et de ce fait de prévenir les dommages de 'ADN (Mansouri, Demeilliers et al.
2001 ; Demeilliers, Maisonneuve et al. 2002). Cependant des études complémentaires sont encore
nécessaires. L’acide ursodéoxycholique (UDCA) a été utilisé comme agent potentiellement
cytoprotecteur chez les sujets ayant une NASH, mais les résultats obtenus restent variables. De
récentes études ont montré un effet bénéfique de 'UDCA chez des patients atteints de NASH,
cependant, la diminution des enzymes plasmatiques n’est pas toujours associée a une amélioration
de l'histologie hépatique (Laurin, Lindor et al. 1996 ; Lindor, Kowdley et al. 2004 ; Fan, Zhong et al.
2005 ; Dufour, Oneta et al. 2006).

A ce jour, il n’existe aucun traitement réellement efficace et validé par les autorités de santé
contre les NAFLD ou la NASH. L'obésité et l'insulinorésistance hépatique et périphérique étant
souvent observées chez les patients déclarant une NASH, plusieurs molécules utilisées
habituellement dans le traitement du surpoids ou du diabéte ont été testées sur cette pathologie. Mais
a la vu de la grande disparité des résultats obtenus avec ces molécules, un grand nombre d’étude est
encore nécessaire avant de préconiser un traitement contre les NAFLD. Un nombre important
d’autres molécules a également fait I'objet d’études (acide ursodéoxycholique, vitamine E, bétaine,
fibrates ... liste non exhaustive) (tableau I.3). Mais ce ne sont encore que de petites études avec un
nombre de patients restreint.

De études cliniques, mais également sur modéles animaux, sont encore nécessaires afin de

comprendre les mécanismes d’induction de la NASH et de pouvoir élaborer un traitement efficace.
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Tableau I.3: Traitements pouvant étre proposés dans un cas de NASH (d'apreés (Begriche, Igoudjil et
al. 2006)).

Traitement Mécanisme d'action

Activation de I'oxydation lipidique via l'activation de ' AMPK
Diminution du TNFa
Metformine perte de poids

Activation de l'oxydation lipidique via l'activation de 'AMPK
(via une augmentation de |'adiponectine ?)

TZDs S s
b insulinosensibilité

Augmentation de I'expression des enzymes mitochondriales
Fibrates impliquées dans la B-oxydation et la cétogenése

Protection de la mitochondrie contre le stress oxydant et
l'ouverture du PTP (effet antiapoptotique)

UDCA lutte contre la toxicité hépatocytaire de certains acides
biliaires (ac chenodéoxycholique)

Vitamine E Protection de la mitochondrie contre le stress oxydant
TZDs : thiazolidinédiones
UDCA : acide ursodéoxycholique
TNFa : fumor necrosis factot a
PTP : mitochondrial permeability transition pore

V. Métabolisme énergétigue

1. l'oxydation phosphorylante

La mitochondrie est un organite intracellulaire qui posséde deux membranes (la membrane
interne et la membrane externe) qui délimitent un espace matriciel contenant notamment, les
enzymes du cycle de Krebs et de la B-oxydation. La membrane interne est le siége de l'oxydation
phosphorylante, en effet, elle contient les quatre complexes de la chaine de transport des électrons et
I'ATP synthase (figure I.13). Le mécanisme de couplage entre la respiration et la synthése d’ATP a

été décrit par Mitchell en 1961 (Mitchell 1961).
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Figure I.13 : l'oxydation phosphorylante
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La chdine respiratoire oxyde les équivalents réduits provenant des substrats alimentaires et expulse des
protons en dehors de la matrice mitochondriale. Le gradient de protons ainsi formé constitue la force
protonmotrice (Ap). Cette force permet aux protons de rentrer dans la matrice mitochondriale via 'ATP
synthase, ce qui permet la synthése d'ATP. L'imperméabilité de la membrane interne n'étant pas absolue,
une partie du gradient de protons est dissipée par retour passif des protons, sans passer par I'ATP
synthase (leak).

La chaine respiratoire mitochondriale oxyde les équivalents réduits provenant des nutriments,
c'est-a-dire transfére leurs électrons sur l'oxygéne. Ce transfert d’électrons s’accompagne d’une
expulsion de protons vers I'espace intermembranaire. La membrane interne étant relativement
imperméable aux protons, un gradient électrochimique se forme. Ce gradient est composé d’un
potentiel de membrane électrique (Ay) et d’'un gradient de pH (ApH), ce qui constitue la force
protonmotrice (Ap). Ce gradient de protons est en fait une force utilisable pour la synthése d’ATP. En
effet, il permet le retour des protons dans la matrice mitochondriale via 'ATP synthase, qui au
passage cedent leur énergie, ce qui permet la synthése d’ATP. Cet ATP synthétisé va étre exporté
vers le cytosol en échange d’ADP grace a la translocase (ANT : adenine nucleotide translocator), en
consommant du potentiel de membrane. La force protonmotrice permet également le transport actif
d’ions et de métabolites contre leur gradient de concentration (ion phosphate, calcium, pyruvate...).
L’'imperméabilité de la membrane interne mitochondriale n’est pas absolue, de ce fait une partie de la
force protonmotrice est consommée par un retour passif de protons a travers la membrane, sans
passer par 'ATP synthase. L’énergie est alors dissipée sous forme de chaleur. Ces fuites passives de
protons, appelées leak, sont responsables dun « découplage » entre [l'oxydation et la

phosphorylation, puisque les protons expulsés par l'oxydation ne sont pas utilisés pour la
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phosphorylation. Ce découplage provoque une diminution de la synthése d’ATP pour une
consommation d’oxygéne identique ou augmentée, ce qui provoque une diminution du rendement de
I'oxydation phosphorylante. Ce rendement peut étre défini par le rapport de flux ATP/O, c'est-a-dire le
nombre de molécules d’ATP formées en un temps donné, divisé par le nombre d’atomes d’oxygene

consommeés dans ce méme temps.

2. Régulation de |'oxydation phosphorylante

Les premiéres études sur les mécanismes de régulation des oxydations phosphorylantes
datent des années 1950. |l avait été observé que la vitesse de respiration de mitochondries isolées de
foie de rats était stimulée par I'ajout d'ADP et de Pi. L'amplitude de cette stimulation étant dépendante
de la concentration en ADP et en Pi, Chance et Williams (Chance and Williams 1956) ont émis
I'nypothése selon laquelle, la respiration mitochondriale et la synthése d'ATP étaient contrblées
cinétiquement par la disponibilité en substrats de I'ATP synthase. En d'autres termes, I'oxydation
phosphorylante serait limitée par les concentrations en ADP et en Pi. A I'opposé de cette vision
purement cinétique, Klingenberg (Klingenberg 1961) puis Erecinska et Wilson (Erecinska and Wilson
1982), en se basant sur des mesures thermodynamiques ont émis I'nypothése que I'ensemble des
réactions impliquées dans I'oxydation phosphorylante fonctionnait dans des conditions proches de

I'équilibre thermodynamique, a I'exception toutefois de la cytochrome oxydase.

2.1 Par la nature des équivalents réduits

La chaine respiratoire est constituée d’un ensemble de complexes multienzymatiques (figure
I.14) enchassés dans la membrane interne. Il existe trois complexes principaux expulsant les protons
(complexes |, lll, 1V), et deux éléments complémentaires (complexe Il et cytochrome c).

Si la disponibilité en ADP et Pi est un facteur important de régulation de I'oxydation
phosphorylante, une part importante du contrdle de la respiration est exercée au niveau de I'apport en
coenzymes réduits a la chaine respiratoire. Une augmentation de I'apport en substrats respiratoires
stimule la respiration de cellules et mitochondries isolées (Brand and Murphy 1987). Cette
augmentation de la capacité de I'oxydation phosphorylante est dépendante du tissu étudié d'une part,
de la nature du substrat respiratoire (pyruvate, acides aminés, corps cétoniques, acides gras...) et du
potentiel redox (NADH/NAD") d'autre part. La majorité des expériences portant sur la régulation de
l'oxydation phosphorylante dans les mitochondries isolées a été réalisée en présence de
concentrations saturantes de substrats. Néanmoins, dans ces conditions le transport des substrats
respiratoires, de méme que l'activité des déshydrogénases peuvent exercer un contréle significatif sur

le flux respiratoire de mitochondries isolées (Groen, Sips et al. 1982; Tager, Wanders et al. 1983).
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Figure I.14 : la chaine respiratoire
n H* n H* n H*

NAD* 0,
succinate
fumarate
I IT IIT VI
NADH succino- complexe bcl cytochrome
déshydrogénase = déshydrogénase oxydase

Le NADH + H" est oxydé au niveau du complexe I avec expulsion de protons, tandis que le FADH; est
oxydé au niveau du complexe II, sans expulser de protons. Les fleches vertes schématisent le flux
délectrons a travers les différents complexes.

Les deux coenzymes réduits qui sont oxydés au niveau de la chaine respiratoire sont le NADH
et le FADH,. Le NADH est oxydé au niveau du complexe |, tandis que le FADH, n’entre qu’au niveau
du complexe I, court-circuitant le complexe |. De ce fait, en comparaison a I'utilisation du NADH, le
nombre de protons expulsés lorsque la chaine respiratoire oxyde du FADH, est plus faible pour une
méme quantité d’oxygéne consommé. Le rendement, évalué par le rapport ATP/O, est donc plus
faible (ATP/O NADH : 3 et FADH,: 2). Prenons le glucose comme exemple de substrat, il est
entiérement oxydé dans le cycle de Krebs, et il en résulte la formation de 10 NADH et 2 FADH,, soit
un ratio NADH/FADH, de 5, tandis que I'oxydation d’'un acide gras a 6 carbones procure 11 NADH et
5 FADH, soit un ratio NADH/FADH, de 2. Le rendement des acides gras est donc moins bon que

celui des glucides.
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Figure I.15 : Respiration mitochondriale
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Les mitochondries sont placées dans un milieu contenant de l'oxygéne. La vitesse de respiration
(déterminée par la pente de la courbe) est calculée par la quantité d'oxygéne consommée/minute/mg de
protéines. L'état non phosphorylant est la respiration en l'absence de synthese d'ATP. L'état 3 est la
respiration en présence de synthése d'ATP. L'état 4 est en présence d'oligomycine, un inhibiteur de 'ATP
synthase. Un découplant protonophore permet le retour des protons dans la matrice mitochondriale.

Lorsque les mitochondries sont en suspension avec un substrat fournissant des équivalents
réduits, par exemple du succinate qui fournit du FADH,, on observe une consommation d’oxygene
(figure I.15). Cette respiration en I'absence de synthese d’ATP (appelée état non phosphorylant), sert
a compenser les pertes de protons (leak et autres phénoménes dissipateurs d’énergie). L’adjonction
d’ADP et de Pi stimule la respiration car la force protonmotrice diminue du fait du retour des protons
dans la matrice via 'ATP synthase, permettant ainsi la synthése d’ATP. Cette respiration en état
phosphorylant est appelée état 3. L’addition d’oligomycine, un inhibiteur de 'ATP synthase, inhibe la
respiration et la raméne a un niveau proche de I'état non phosphorylant, et est appelé état 4. Si on
rajoute un découplant, qui rend la membrane interne perméable aux protons, la respiration est a
nouveau stimulée. Le rapport des flux de respiration état 3 /état 4 est appelé contrble respiratoire
(RCR : respiratory control ratio), et diminue en cas de découplage de l'oxydation et de la
phosphorylation.
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2.2 Par la perméabilité membranaire (leak)

L'inhibition de I'ATP synthase par I'oligomycine n'abolit pas complétement la consommation
mitochondriale d'oxygéne. Cette respiration insensible a I'oligomycine est expliquée en partie par un
retour passif de protons a travers la membrane mitochondriale interne vers la matrice. En effet si la
force protonmotrice permet la synthése d'ATP en générant un flux de protons au travers de I'ATP
synthase, une certaine quantité de protons retourne dans la matrice sans passer par 'ATP synthase.
Ce processus de fuites membranaires (leak) constitue un manque a gagner pour la synthése d'ATP
de sorte que, plus les fuites sont importantes, plus I'efficacité de I'oxydation phosphorylante diminue
(figure I.16).

Figure I.16 : Perméabilité membranaire (leak)

chaine respiratoire chaine respiratoire
H* H*
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Si la membrane était totalement imperméable aux protons (figure de gauche), tout proton sortant serait
utilisé pour la synthese d'ATP. En réalité, la membrane n'est pas totalement imperméable (figure de
droite) et un certain nombre de protons traverse la membrane et retourne dans la matrice. Plus ce retour
passif de protons est important, plus le rendement de |'oxydation phosphorylante diminue. Les
découplants augmentent ce retour des protons a travers la membrane interne.

Ces fuites au travers de la membrane interne mitochondriale entrainent une diminution de la
force protonmotrice qui est le moteur de 'ATP synthase. Ce phénoméne peut étre mimé par
I'utilisation de découplants. En effet, ceux-ci augmentent la perméabilité aux protons de la membrane
interne et diminuent la force protonmotrice, ce qui se traduit par une diminution de la synthése d'ATP
et une augmentation de la vitesse de respiration entrainant une diminution du rapport P/O (Luvisetto,
Pietrobon et al. 1987).

En théorie, le retour des protons a travers la membrane mitochondriale interne peut se faire
selon différents modes: (i) par mouvement a travers la membrane elle-méme, (ii) par mouvement a
l'interface lipides/protéines membranaires, ou (iii) par transfert a travers des transporteurs
spécifiques. La derniére possibilité a été démontrée par exemple dans le tissu adipeux brun, ou
'UCP1 permet un retour des protons dans la matrice lorsque cette protéine découplante est activée
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par le systéeme nerveux sympathique. Néanmoins la présence de protéines découplantes au niveau
des hépatocytes reste controversée. UCP2 étant exprimée dans les macrophages, il est difficile de
discriminer si la protéine se trouve au niveau de ceux-ci ou au niveau des cellules parenchymateuses
du foie (Mattiasson and Sullivan 2006). De maniére générale, I'expression d’'UCP2 est relativement
faible dans des hépatocytes sains, mais il a ét¢ montré une augmentation de son expression par
différents facteurs comme le stress oxydant, la stéatose (McCarty 2005) ou lors d’infection
bactérienne (Cortez-Pinto, Yang et al. 1998). Brookes et coll. (25) ont étudié la perméabilité aux
protons de la bicouche lipidique elle-méme en utilisant un modéle de liposomes préparés a partir de
phospholipides de membrane interne de mitochondries de foie. lls ont montré qu’en appliquant un
potentiel de membrane physiologique, le flux de protons a travers la bicouche lipidique représentait
environ 5% du proton leak observé dans des conditions comparables avec des mitochondries isolées.
Il en ressort que, lorsque I'on se trouve en conditions « basales », la fuite de protons a travers la
membrane participe pour une trés faible part au leak, et que la présence des protéines membranaires

est nécessaire pour observer ce phénoméne.

2.3 Par le patinage des pompes (slijp)

Il apparait donc que la respiration en absence de phosphorylation n'est pas totalement
expliquée par le leak ohmique. En 1974, Nicholls dans un article de référence (Nicholls 1974) montre
que la relation existant entre la respiration a I'état 4 et la force protonmotrice n'est pas linéaire lorsque
la respiration est graduellement diminuée par I'emploi d'un inhibiteur de la chaine respiratoire (figure
I.17). Cette respiration en I'absence de synthése d’ATP sert a compenser les pertes de protons. Or, si
les pertes de protons n’étaient que du leak ohmique, ces pertes devraient étre d’autant plus
importantes que le gradient de protons, donc la force protonmotrice, est élevé. En tracant la relation
entre la force protonmotrice et les pertes de protons (calculées a partir de la respiration oligomycine
insensible), on aurait donc dd trouver une relation linéaire (figure I.17). Cela est appuyé par le fait
gu’'en présence de découplants protonophores, qui rendent la membrane perméable aux protons
(augmentant ainsi expérimentalement le leak ohmique), la relation se linéarise (Schmehl, Luvisetto et
al. 1995). Or, la courbe mesurée par Nicholls montre que lorsque la force protonmotrice est élevée la
relation s’infléchie, les pertes de protons deviennent proportionnellement beaucoup plus importantes

que prévu. Ce résultat a été par la suite largement confirmé dans la littérature.
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Figure I.17 : Relation entre la force protonmotrice et les pertes de protons
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La courbe mesurée par Nicholls est tracée en noir avec les symboles (A). Les tracés en pointillés sont des
simulations. Adapté de Nicholls DG (Nicholls 1974).

Deux hypothéses principales ont été émises pour expliquer ce phénoméne : (i) une
perméabilité de la membrane variable en fonction de la force protonmotrice (leak non ohmique)
(Brand 1990.Brand, 1994 #170.Brown, 1989 #783), (i) un changement de stoechiométrie (patinage
ou slip) des pompes membranaires (chaine respiratoire et/ou ATP synthase) en fonction de la force
protonmotrice et/ou du flux au travers de ces pompes (Pietrobon, Azzone et al. 1981 ; Pietrobon,
Zoratti et al. 1983 ; Murphy and Brand 1987 ; Papa, Capitanio et al. 1991 ; Fontaine, Devin et al.
1997 ; Rigoulet, Leverve et al. 1998). Selon I'hypothése du leak non ohmique, la membrane
mitochondriale interne ne se comporterait pas selon la loi d'Ohm, mais sa conductance serait variable
et augmenterait avec la force protonmotrice. A partir d’'une certaine force protonmotrice (située au
point d’inflexion de la courbe de Nicholls), la membrane deviendrait brusquement plus perméable et
les fuites de protons augmenteraient. Cependant, une autre hypothése a émergé, selon laquelle les
pertes de protons ne dépendent pas que de la force protonmotrice, mais aussi du flux a travers les
pompes membranaires (Pietrobon, Azzone et al. 1981 ; Pietrobon, Zoratti et al. 1983 ; Fontaine,
Devin et al. 1997 ; Rigoulet, Leverve et al. 1998). Des auteurs (Pietrobon, Azzone et al. 1981 ;
Pietrobon, Zoratti et al. 1983 ; Fontaine, Devin et al. 1997 ; Rigoulet, Leverve et al. 1998)ont proposé

un modéle de fonctionnement des pompes a protons comportant un certain degré de découplage
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intrinséque ou patinage (slip ou slipping) (figure I.18). Le slipping est une perte d’'efficacité des
pompes membranaires. Quand la chaine respiratoire patine, moins de protons sortent pour le méme

flux d'oxydation des équivalents réduits.

Figure I.18 : Patinage (slip) de la chaine respiratoire.
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Quand la pompe est parfaitement couplée, le rapport entre le flux de protons sortant et le flux de
transfert d'électrons provenant de |'oxydation des équivalents réduits est constant. Quand la pompe
patine, moins de protons sortent pour le méme flux d'oxydation des équivalents réduits.

Deux mécanismes de patinage ont été suggérés: (i) la chaine respiratoire oxyde des
équivalents réduits avec une expulsion de protons moindre (la réaction chimique ne s’accompagne de
mouvements moindres de protons), on parle de redox slip et (ii) le flux de protons au niveau de I'ATP
synthase produit moins d’ATP (les mouvements de protons s’accompagnent d’une réaction chimique

moindre) et I'on parle de proton slip (figure I.19).

Figure I.19 : Exemple de rédox slip et proton slip
He He

chaine respiratoire

ATP synthase matrice

membrane interne
ATP mitochondriale
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H+
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Les fleches grises pleines représentent le circuit couplé. L'oxydation des équivalents réduits est couplée a
I'expulsion de protons, et le retour des protons a travers I'ATP synthase est couplé a la synthése d'ATP. Le
slip (fleches jaunes) est I'oxydation des équivalents réduits sans expulsion de protons (redox slip) ou le
retour de protons au niveau de I'ATP synthase sans synthése d'ATP (proton slip). Les 2 mécanismes (slip
chimique et proton slip) peuvent intervenir sur les deux sites de couplage (chdihe respiratoire et ATP
synthase), selon le sens de fonctionnement des pompes. Adapté de (Brown 1992).

Pietrobon et Caplan (Pietrobon and Caplan 1985) ont modélisé le fonctionnement de ces
pompes afin de pouvoir étudier les propriétés thermodynamiques et cinétiques du patinage de celui-
ci. Une pompe a protons est un systéme enzymatique lié a la membrane qui couple une réaction
(A<>B) a un flux de protons de part et d’autre de la membrane. Le modéle (figure I.20) repose sur un

cycle de réactions comportant six étapes successives lorsque le couplage est parfait.

Figure I.20 : Modélisation du fonctionnement des pompes a protons.
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Le cycle peut tourner dans les 2 sens. Les étapes, quand le cycle fonctionne dans le sens de |'expulsion des
protons sont: (1-2) fixation de n protons sur la face interne du complexe enzymatique; (2-3-4) couplage de
la réaction chimique avec un changement du niveau énergétique de I'enzyme; (4-5) transfert des n protons
sur la face externe de la membrane et retour a I'état énergétique de base; (5-6) libération de n protons;
(6-1) retour du complexe enzymatique a son état initial. D'apres: Pietrobon D et Caplan R. (Pietrobon and
Caplan 1985).

Ce cycle peut fonctionner dans les deux sens, I'expulsion de protons étant couplée a
I'oxydation des équivalents réduits, et le retour de protons étant couplée a la synthése d’ATP. Quand
le cycle fonctionne dans le sens de I'expulsion de protons vers I'espace intermembranaire, les étapes
sont : (1-2) fixation de n protons sur la face interne du complexe enzymatique, (2-3-4) couplage de la
réaction chimique (oxydation du NADH) avec un changement du niveau énergétique de I'enzyme, (4-

5) transfert des n protons sur la face externe de la membrane et retour a I'état énergétique de base,
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(5-6) libération de n protons, (6-1) retour du complexe enzymatique a son état initial. Toutefois, il est
possible de passer directement de I'étape 5 a I'étape 2 (figure I.21). La succession de réactions
passant par les étapes 2-3-4-5 — 2 consomme de I'énergie chimique sans générer de gradient de
protons (rédox slip). Quand le cycle tourne dans I'autre sens, la succession de réactions passant par
les étapes 5 —» 2-1-6-5 consomme du gradient de protons sans pour autant recréer de I'énergie
chimique (proton slip). Il existe donc deux mécanismes capables d'aboutir a un patinage des pompes
et, dans les deux cas, le nombre de protons transférés est inférieur a n (nombre de protons
directement liés a la réaction chimique A<»B). Il faut noter que ces deux mécanismes (slipping
chimique et proton slip) peuvent intervenir sur les deux sites de couplage (chaine respiratoire et ATP

synthase), selon le sens de fonctionnement des pompes.

Figure I.21 : Modélisation du redox slip et du proton slip
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matrice interne membranaire matrice interne membranaire
E—E E—E
H+\ H H+V\ proton slip | H
HE H* E HE—""HE
NADH + 3 O, \ ATP\
H*E H*E
redox slip ADP + Pi /
NAD + H,0
H- E* H* E*

Le cycle peut tourner dans les 2 sens. La succession de réactions passant par les étapes 2 3 4 5 — 2
consomme de |'énergie chimique sans générer de gradient de protons (rédox slip). Quand le cycle tourne
dans l'autre sens, la succession de réactions passant par les étapes 5 — 2 1 6 5 consomme du gradient de
protons sans pour autant recréer de |'énergie chimique (proton slip). Les 2 mécanismes (slip chimique et
proton slip) peuvent intervenir sur les deux sites de couplage (chdine respiratoire et ATP synthase), selon
le sens de fonctionnement des pompes.

Le leak non ohmique ne dépend que de la force protonmotrice. Au contraire, le slipping subit
des contraintes a la fois thermodynamiques (forces en présence) et cinétiques (flux des réactions).
Les forces qui influencent le fonctionnement des pompes membranaires sont schématisées dans le
tableau 1.4. Le slip dépend donc des forces exercées de chaque coté des complexes enzymatiques.
Si les deux forces augmentent, les contraintes sur le systéme sont fortes comme si on appuyait a la
fois sur I'accélérateur et le frein et le patinage va augmenter et dissiper I'énergie sous forme de

chaleur. Cette capacité de patiner a un intérét, elle permet d’augmenter trés rapidement I'efficacité,
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de la méme fagon qu’un cycle futile. Par exemple, un avion avant le décollage se place en début de
piste, monte le régime des moteurs tout en maintenant les freins, ce qui consomme de I'essence pour
produire de la chaleur et non un déplacement. Au moment ou le pilote lache les freins, I'efficacité du
systéme augmente instantanément, ce qui permet a I'avion d’atteindre la vitesse de décollage sur une
plus courte distance. |l apparait donc que quand la force protonmotrice diminue, le slip diminue. Etant
donné que le retour passif de protons diminue Ap, il existe une compétition entre le leak et le slip. Si

le leak augmente, le slip diminuera.

Tableau I.14 : Forces influengant le patinage des pompes membranaires

force «qui pousse» complexe enzymatique force «qui freine»

(chaine respiratoire)

potentiel redox NADH + H* force
+20; . protonmotrice
NADH + H
NAD Aty (Ap)
[ ATP sym‘has'e]
force ADP + Pi potentiel
protonmotrice H* phosphate
A ATP A—TP
(%) ADP. Pi

Contrairement au leak non ohmique qui ne dépend que de la force protonmotrice, le slip subit les
contraintes des deux forces en présence : la force protonmotrice et la variation d'énergie libre de la
réaction chimique (potentiel rédox ou potentiel phosphate).

Bien que le proton slip corresponde a un retour de protons a travers la membrane variable en
fonction de Ap, il ne s’agit pas de fuites membranaires assimilables au leak, car le proton slip dépend
également du flux a travers la pompe a protons, alors que le leak n’a pas de contrdle cinétique. Selon
le modele de Pietrobon et Caplan (Pietrobon and Caplan 1985), il y a compétition entre le cycle
couplé (englobant 'ensemble des 6 étapes), et le cycle découplé (passant par la voie « directe » 5-2
entrainant le slip). La probabilité d’emprunter la voie « directe », donc de patiner, augmente lorsque le
flux a travers la pompe augmente (Fontaine, Devin et al. 1997; Rigoulet, Devin et al. 1998). Il y a
donc un compromis entre vitesse et efficacité. Plus une pompe tourne vite, moins elle est efficace.

Certaines molécules ont été démontré comme étant des agents provoquant du slip. Ainsi, la

bupivacaine fait patiner la chaine respiratoire (van Dam, Shinohara et al. 1990) et le chloroforme ou
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l'almitrine font patiner la chaine respiratoire et 'ATP synthase (Luvisetto, Pietrobon et al. 1987 ;
Rigoulet, Ouhabi et al. 1989; Rigoulet, Fraisse et al. 1990 ; Jumelle-Laclau, Rigoulet et al. 1993;
Leverve, Sibille et al. 1998).

2.4 Par les transporteurs

La membrane mitochondriale interne posséde des transporteurs de métabolites et
d’ions (LaNoue and Schoolwerth 1979). Ces transporteurs utilisent 'une ou l'autre des composantes
de la force protonmotrice (ApH et A W), par exemple en couplant le transport d’'un métabolite a la
rentrée d’'un proton. Les mouvements d’ions ou de métabolites peuvent donc conduire a une
consommation de la force protonmotrice et affecter le rendement de I'oxydation phosphorylante. Des
mouvements d’ions tels le sodium et le potassium sont impliqués dans 'homéostasie ionique et
osmotique de la mitochondrie (Garlid 1994). Le calcium a un rdle particulier dans la régulation de
'oxydation phosphorylante en stimulant les déshydrogénases matricielles et en activant la chaine
respiratoire et 'ATP synthase (McCormack, Halestrap et al. 1990). La translocase (ANT) fait rentrer
'ADP et expulse 'ATP hors de la matrice en consommant du AW, car 'ATP porte 4 charges
négatives alors que 'ADP n’en a que 3. Le transporteur du phosphate couple I'entrée du phosphate
(portant une charge négative) a celle d’'un proton, et consomme ainsi du ApH.

La membrane mitochondriale interne est imperméable au NADH. Il en résulte que les
équivalents réduits portés par le NADH cytoplasmique doivent étre transférés dans les mitochondries.
Ce transfert se fait indirectement en réduisant certaines molécules acceptrices, qui traversent la
membrane mitochondriale interne, pour aller reformer des équivalents réduits intramitochondriaux,
puis reviennent dans le cytoplasme a I'état oxydé. C'est ce que I'on appelle le systéme des navettes.
Deux navettes sont reconnues comme fonctionnant in vivo selon ce principe: il s'agit de la navette

malate/aspartate et de la navette glycérol-3-phosphate/dihydroxyacétone phosphate.

Figure I.22 : Navette malate/aspartate
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La navette malate/aspartate transfére les électrons du pool de NADH cytosolique au pool matriciel en
consommant de la force protonmotrice. Glu : glutamate, Asp : aspartate, OAA : oxaloacétate, a-CG : o-
cétoglutarate, Mal : malate.

La navette malate/aspartate (figure I.22) transfére les électrons du pool de NADH cytosolique

vers le pool matriciel. Le potentiel redox de la matrice étant plus électronégatif, ce processus est
thermodynamiquement défavorable et est rendu possible grace a la force protonmotrice. Ainsi,
I'échangeur glutamate/aspartate est électrogénique et couple la sortie d'un aspartate a I'entrée d'un
glutamate et d'un proton. La force permettant le fonctionnement de cette navette est donc
essentiellement le potentiel de membrane électrique AW. Cette navette permet de maintenir un
gradient redox entre la mitochondrie et le cytosol favorable au fonctionnement de la chaine
respiratoire, c’est a dire un NADH/NAD élevé dans la mitochondrie, pour fournir des substrats a la
chaine respiratoire, et bas dans le cytosol. Si AW diminue, le fonctionnement de cette navette
diminuera, et le potentiel redox cytosolique augmentera. Ceci favorisera I'utilisation de la navette du

glycérol-3-phosphate.

Figure I.23 : Navette glycérol-3-phophate (G3P)
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Pour chaque molécule de NADH cytosolique consommée correspond une molécule de FADH, formée dans la
matrice. DHAP : dihydroxyacétone phosphate ; G3P : glycérol-3-phophate.

Le fonctionnement de la navette du glycérol-3-phosphate (figure I.23) diminue le rendement
de l'oxydation phosphorylante. En effet, a chaque molécule de NADH cytosolique consommée,
correspond une molécule de FADH, formée dans la matrice. Du fait que le FADH, court-circuite le
complexe |, le fonctionnement de cette navette entraine une diminution du nombre de protons
expulsés par oxygéne consommé a partir du NADH cytosolique. Les enzymes assurant le

fonctionnement de cette navette sont les glycérol-3-phosphate déshydrogénases cytosolique et
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mitochondriale. I semblerait que plus que la quantité d'enzyme, ce soit la quantité de substrat qui
contrOle cette voie (Meijer and Van Dam 1974). Ainsi, 'augmentation du potentiel redox cytosolique
stimule le fonctionnement de cette navette. Les deux navettes sont donc complémentaires et ne
fonctionnent pas dans les mémes circonstances. Si le potentiel de membrane est élevé, la navette
malate/aspartate tourne vite et la navette du glycérol-3-phosphate n’est pas stimulée, d’une part car
le NADH/NAD" cytosolique est bas, et d’autre part car le NADH/NAD" mitochondrial élevé inhibe les
déshydrogénases. A I'opposé, si le potentiel de membrane est bas, la navette malate/aspartate ne
tourne pas, et l'augmentation du potentiel redox cytosolique stimule la navette du glycérol-3-

phosphate.

2.5 Par /e volume cellulaire

Le volume mitochondrial est également un paramétre connu pour réguler I'oxydation
phosphorylante (McCormack 1985; Halestrap 1989; Espie, Guerin et al. 1995; Devin, Guerin et al.
1996; Devin 1997; Espie, Devin et al. 1997). En effet, il a été montré qu’une stimulation hormonale
(glucagon, vasopressine, a-adrénergique) induit une augmentation de la concentration calcique dans
la matrice qui, d'une part, stimule l'activité de certaines déshydrogénases, et d'autre part, inhibe
l'activité d’une pyrophosphatase matricielle (McCormack 1985). L’augmentation du pyrophosphate
dans la matrice induit une augmentation de la perméabilité mitochondriale au potassium. Par
conséquent, I'osmolarité de la matrice augmente et la mitochondrie gonfle aprés une entrée d'eau qui
tend a compenser cette osmolarité croissante. A ces mouvements d'eau et d'ions sont associés
d'importants changements du métabolisme mitochondrial, tels que I'activation de la B-oxydation et de
l'activité glutaminase, ainsi qu'une stimulation de la vitesse de respiration. L'augmentation du de la
concentration calcique dans la matrice permettrait donc de stimuler I'oxydation phosphorylante, afin
d’adapter la synthése d'ATP a l'augmentation des besoins énergétiques. Ainsi, une augmentation du
volume matriciel stimule de nombreuses activités mitochondriales. Par conséquent, il a été proposé
que la variation du volume mitochondrial per se soit responsable de modifications de I'oxydation

phosphorylante (Halestrap 1989; Devin, Guerin et al. 1996; Devin, Guerin et al. 1997).

3. Caractéristigues des membranes mitochondriales

L'efficacité de I'oxydation phosphorylante repose sur deux acteurs principaux: (i) les
complexes protéiques (pompes a protons) et (i) la structure phospholipidique de la membrane

mitochondriale interne (permettant de maintenir un gradient de protons de part et d’autre).

3.1 Composition membranaire

Les membranes biologiques sont des structures omniprésentes délimitant les cellules et les

organites intracellulaires. Leur role premier est de permettre la compartimentation, c’est a dire de
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maintenir une composition différente de part et d’autre de la membrane, générant par exemple un
gradient électrochimique. Les membranes sont constituées d’'une bicouche de phospholipides (figure

1.24).

Figure I.24 : Structure membranaire

mouvements des
phospholipides
dans la membrane

bicouche

acide gras
(hydrophobe)

protéine protéine téte phospholipidique
périphérique intégrale (hydrophile)

La membrane est constituée d'une bicouche phospholipidique dans laquelle sont enchdssées des protéines.
Les phospholipides sont animés de mouvements divers (rotation, diffusion latérale, mouvement de
balancier).

Les phospholipides possédent un péle hydrophile (téte polaire constituée d’un alcool ou d’'un
glucide) et un péle hydrophobe (acides gras), reliés a un squelette carboné (glycérol ou sphingosine).
On peut distinguer différents types de phospholipides en fonction du squelette carboné et de la nature
de la téte polaire. C'est cette derniére qui donne généralement son nom au phospholipide (par
exemple : phosphatidylcholine, phosphatidylglycérol,...). Les tétes polaires se trouvent sur la partie
externe, et les acides gras se font face les uns les autres au cceur de la bicouche. La composition
lipidique des membranes est caractéristique pour chaque espéce, chaque tissu et chaque organite a
lintérieur d’'un type cellulaire donné. Par exemple, la membrane mitochondriale interne est marquée
par une forte proportion de cardiolipines. Le cardiolipine est un type de phospholipide particulier
résultant de la condensation de deux molécules de phosphatidylglycérol. La composition protéique
des membranes provenant de différentes origines varie beaucoup plus que leur composition lipidique,
indiquant ainsi une spécialisation fonctionnelle. La membrane mitochondriale interne est caractérisée
par une grande richesse en protéines puisqu’elle contient 4 fois plus de protéines que la membrane

plasmique (Daum 1985).
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Des études se sont intéressées aux variations de la composition lipidique des tissus, en
réponse a des changements de l'alimentation. Chaque organe répond de fagon différente a des
modifications diététiques. Le foie répond rapidement a des changements dans la quantité ou la nature

des acides gras ingérés.

3.2 Fluidité membranaire

La membrane mitochondriale ne ressemble pas a une barriére rigide, mais plutét a une
« riviére qui coule », et a été décrit comme le modele de « mosaique fluide » (Singer and Nicolson
1972). La bicouche lipidique est fluide en raison des interactions entre lipides et protéines qui sont
non covalentes. Les molécules lipidiques et protéiques disposent donc d’'une grande liberté de
mouvement latéral au niveau de la membrane. La fluidité membranaire est trés régulée et dépend de
plusieurs facteurs. Le degré et le type d’insaturation des phospholipides est un facteur important. La
présence d’une double liaison en conformation cis entraine un changement de direction de la chaine
et augmente la fluidité en écartant les phospholipides les uns des autres, tandis que les doubles
liaisons en conformation trans n'ont pas cet effet. On pourrait donc s'attendre a ce que, plus il y a de
doubles liaisons, plus l'effet sur la fluidité soit grand. Pourtant, il a été montré que I'acide a-linolénique
(C18:3 n-3) avait moins d'effet sur la fluidité que I'acide linoléique (C18:2 n-6). Cela pourrait étre d0 a
un effet contractant des doubles liaisons, qui raccourcissent la longueur effective de la chaine en la
repliant sur elle-méme (Verma, Wallach et al. 1980). Cependant, ce fait est controversé car il a été
suggéré que la double liaison en n-3, située en position terminale, induisait une plus grande fluidité du
fait de son emplacement proche du centre de la bicouche membranaire (Rolfe, Hulbert et al. 1994).

La nature de la téte polaire influence également la mobilité des acides gras dans la bicouche
lipidique, car c'est la partie polaire qui détermine [l'orientation inclinée ou non des chaines.
L’inclinaison des chaines diminue les interactions hydrophobes entre les chaines et augmente ainsi la
fluidité. Ainsi, une diminution du rapport phosphatidyléthanolamine/ phosphatidylcholine (PE/PC)
augmente la fluidité (Gilmore, Cohn et al. 1979; Li, Agellon et al. 2006). La présence de cholestérol
dans la membrane a un réle régulateur. Le cholestérol peut constituer jusqu'a 50% des lipides totaux
de certaines membranes, mais il ne joue pratiquement pas de rdle dans la membrane mitochondriale

qui est trés pauvre en cholestérol.

3.3 Interactions lipides - protéines

Les lipides peuvent influencer d'une part la mobilité, et d'autre part I'activité des protéines. Par
exemple les cardiolipines ont une forte affinité pour la cytochrome oxydase, complexe enzymatique
de la chaine respiratoire au niveau de la membrane mitochondriale interne. Ceci pourrait avoir une
signification fonctionnelle, puisqu’on sait que les cardiolipines sont activateurs de la cytochrome
oxydase (Abramovitch, Marsh et al. 1990 ; Hoch 1992). D’autre part, il a été observé que les sites de

contact entre la membrane interne et la membrane externe de la mitochondrie sont enrichis en
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cardiolipines (Ardail, Privat et al. 1990). Ces sites de contacts entre les deux membranes
mitochondriales existent transitoirement, et sont plus nombreux en état 3 qu'en état non
phosphorylant. Ces contacts pourraient contribuer a la diminution du leak observée en état 3.

L'effet de changements de la composition lipidique des membranes sur les activités
d’enzymes membranaires a fait 'objet de nombreux travaux (Stubbs and Smith 1984; Daum 1985;
Hoch 1992 ). Il a été établi que l'activité de nombreuses enzymes membranaires dépendait du degré
d’insaturation, de la longueur des chaines d’acides gras et de la nature de la téte polaire des
phospholipides. En particulier au niveau de la membrane mitochondriale interne, la plupart des
enzymes interagissent fortement avec les lipides. Des expériences avec des protéines isolées de
membrane mitochondriale interne montrent que les cardiolipines se fixent a presque tous les

complexes protéiques de la membrane interne et les activent.

4. Relation entre la composition membranaire et la perméabilité passive aux protons

Les variations de la composition membranaire affectent donc notablement les caractéristiques
physiques des membranes. Or, I'efficacité de I'oxydation phosphorylante dépend au moins en partie

de 'imperméabilité de la membrane mitochondriale aux protons.

4.1 Perméabilité des membranes biologigues aux protons

Les membranes biologiques ont une trés faible perméabilité aux ions et a la plupart des
molécules polaires. Cependant, la perméabilité aux protons parait discordante par rapport a celle des
autres cations. En effet, la perméabilité aux H* mesurée dans différentes études est trés variable,
mais se situe dans tous les cas largement au dessus de celle des autres cations (Verkman and lves
1986; Deamer 1987 ; Gutknecht 1987 ; Nagle 1987 ; Deamer and Nichols 1989). La cause de cette
haute perméabilité n’est pas clairement établie. Selon la théorie « au fil de I'eau », les protons se
déplaceraient le long des liaisons hydrogénes des molécules d’eau dissoutes dans le noyau
hydrophobe de la bicouche lipidique (Nagle 1987; Deamer and Nichols 1989 ). L’autre possibilité
serait que les protons traversent la membrane grace a des acides faibles ou des acides gras libres
contaminants le noyau hydrophobe de la bicouche, qui agiraient comme des transporteurs de protons
(Gutknecht 1987; Deamer and Nichols 1989 ). Des anions superoxydes produits par la chaine
respiratoire pourraient également agir comme des protonophores en oxydant les lipides insaturés et
en créant ainsi un canal a eau (Carbonera and Azzone 1988). D’aprés le modéle de diffusion des
molécules a travers les membranes, une diminution de la fluidité membranaire devrait s’accompagner
d’'une diminution de la vitesse de diffusion de ces substances a travers la bicouche lipidique. Cela a
été confirmé par Lande et coll (Lande, Donovan et al. 1995). En effet, une étude menée sur des
vésicules unilamellaires artificielles montre qu’une diminution de la fluidité membranaire induite par

des variations de sa composition lipidique entraine une diminution de la perméabilité a différentes
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molécules (Lande, Donovan et al. 1995). Par contre, la perméabilité aux protons n’était que
faiblement corrélée a la fluidité. Ceci suggere que la diffusion des protons a travers les membranes
est peu influencée par la composition lipidique ce celles-ci. On ne peut cependant pas extrapoler ces
résultats a la membrane mitochondriale interne qui a une structure trés différente d'une membrane

artificielle.

4.2 Composition lipidigue mitochondriale et leak

La relation entre la perméabilité passive de la membrane mitochondriale interne aux protons
(leak) et la composition lipidique de celle-ci a été largement étudiée (Brand, Couture et al. 1991 ;
Brand, Chien et al. 1994 ; Rolfe, Hulbert et al. 1994; Porter, Hulbert et al. 1996; Brookes, Hulbert et
al. 1997; Brookes, Rolfe et al. 1997; Brookes, Buckingham et al. 1998 ). Il faut noter que la littérature
dans ce domaine ne concerne que la relation de la composition membranaire avec le leak, et non
avec l'autre cause possible de découplage c’est a dire le slip ((Pietrobon, Azzone et al. 1981;
Pietrobon, Zoratti et al. 1983; Pietrobon and Caplan 1985; Murphy and Brand 1987; Papa, Capitanio
et al. 1991; Schmehl, Luvisetto et al. 1995; Fontaine, Moussa et al. 1996; Rigoulet, Leverve et al.
1998). Parmi ces travaux, ceux de I'équipe de Brand sont effectués sur des mitochondries isolées et
la perméabilité aux protons n’est pas mesurée directement. Le paramétre mesuré est la respiration
insensible a oligomycine, qui est assimilée par ce groupe au leak. Une étude menée sur des reptiles,
qui ont une dépense énergétique différente de celle des mammiféres, a apporté des arguments en
faveur de I'existence d’une relation entre la permeéabilité aux protons de la membrane mitochondriale
interne et la composition lipidique de cette membrane. En effet, la dépense énergétique de repos d'un
rat est 7 fois supérieure a celle d'un dragon barbu, |ézard de méme masse et de méme température
corporelle. Ces différences de dépense énergétique ont été assimilées a une augmentation du leak
au niveau de la membrane interne des mitochondries de foie de rat par rapport a celles du lézard
(Brand, Couture et al. 1991). Parallelement, des différences dans la composition lipidique des
membranes ont été observées. L’étude de liposomes préparés a partir de phospholipides extraits de
mitochondries de ces rats ou Iézards a confirmé que les membranes provenant des rats étaient plus
perméables aux protons. De plus, le flux de protons a travers ces membranes était d’autant plus
élevé que la proportion d’acides gras polyinsaturés (AGPI) était grande, suggérant que le contenu en
AGPI était responsable, ou tout du moins impliqués, dans le phénoméne du leak (Brand, Couture et
al. 1994). Le mécanisme possible serait que les électrons délocalisés des doubles liaisons des acides
gras stabiliseraient les liaisons hydrogénes des molécules d’eau dissoutes dans le noyau hydrophobe
de la bicouche lipidique, favorisant ainsi le transport des protons « au fil de 'eau ».

Par la suite, 'analyse de mitochondries isolées d’'une quinzaine de vertébrés, de dépenses
énergétiques variées, a permis de confirmer cette corrélation entre le flux de protons a travers la
membrane interne et la composition en acides gras des membranes (Porter, Hulbert et al. 1996;
Brookes, Buckingham et al. 1998). Cependant la situation apparait plus complexe que ce qui avait été

initialement pressenti. En effet, le role des acides gras insaturés, notamment en n-3, précédemment
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suggéreé (Rolfe, Hulbert et al. 1994; Porter, Hulbert et al. 1996) n’est pas confirmé. Il apparait que
'acide docosaexaenoique (C22:6 n-3) est corrélé positivement au flux de protons, alors que
I'acide a—linolénique (C18:3 n-3) y est corrélé négativement. De méme dans la série n-6, il a été
observé que le rapport C20:4 n-6/C18:2 n-6 est d’autant plus élevé que le leak augmente (Brookes,
Buckingham et al. 1998). Malgré cela, la longueur moyenne des chaines hydrocarbonées n’est pas
significativement corrélée a la perméabilité aux protons.

Cette relation entre composition lipidique et leak est donc observée sur un modéle de
mitochondries isolées. Cependant prés de 50 % de la surface interne de la membrane mitochondriale
est constituée de protéines (Schwerzmann, Cruz-Orive et al. 1986), et afin de confirmer le réle de la
phase lipidique de la membrane dans la perméabilité aux protons, des expériences ont été effectuées
sur des liposomes. Le flux de protons a travers des liposomes issus de huit animaux, représentant un
panel de leak et de composition lipidique trés divers, a été mesuré (Brookes, Hulbert et al. 1997).
Etonnamment, tous ces liposomes avaient la méme perméabilité aux protons, et celle-ci n’était pas
corrélée a la composition lipidique des membranes. Brookes et coll. (Brookes, Rolfe et al. 1997) ont
alors comparé la perméabilité aux protons de mitochondries isolées avec celle de la bicouche
lipidique elle-méme, en utilisant des liposomes issus de ces mémes mitochondries. lls ont montré
gu’en appliquant un potentiel de membrane physiologique, le flux de protons a travers la bicouche
lipidique ne représentait que 5% du leak observé dans des conditions comparables sur mitochondries
isolées. Ces expériences indiquent que la fuite de protons a travers la membrane elle-méme participe
pour une trés faible part au leak, et que la présence des protéines membranaires est nécessaire pour
observer ce phénoméne. Plusieurs explications peuvent étre suggérées pour expliquer la différence

de leak entre les mitochondries isolées et les liposomes issus de ces mémes mitochondries.

= Les mitochondries et les liposomes présentent des propriétés de leur bicouche
phospholipidique différentes, comme la distribution asymétrique des cardiolipines. Celles-ci
prédominent sur la feuille interne de la mitochondrie (Hoch 1992), et cette répartition n’est pas
conservée dans les liposomes. D’autre part la courbure de la membrane, différente d’'un modéle a
lautre, peut influencer les interactions des tétes polaires entre elles ou avec le milieu. Enfin, la
présence de protéines peut modifier I'épaisseur de la membrane.

= |Les protéines membranaires pourraient avoir des effets non spécifiques sur la perméabilité
aux protons. En effet, la présence de nombreuses protéines dans la membrane peut altérer la
mobilité des phospholipides ainsi que la charge électrique présente a la surface membranaire. De
plus, il a été rapporté que lincorporation dans une bicouche lipidique de polypeptides, de
conformation en hélice a, permettaient la translocation de protons en formant un agrégat constituant
un canal a protons (Oliver and Deamer 1994).

Des protéines spécifiques a effet découplant pourraient étre responsables de la majeure partie
du leak. Cependant, la présence des protéines découplantes connues (UCP1, UCP2, UCP3...) dans

les hépatocytes sains reste encore controversée, notamment pour UCP2. En effet, UCP2 étant
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exprimée dans les macrophages, il est difficile de discriminer si la protéine se trouve au niveau de
ceux-ci ou au niveau des cellules parenchymateuses du foie (Mattiasson and Sullivan 2006). D’autre
part, la spécificité des anti-corps UCP2 commerciaux, utilisés pour la détection dUCP2 au niveau
hépatique, est largement discutée (Pecqueur, Alves-Guerra et al. 2001). Par ailleurs, en 2004, Tan et
coll. (Tan, Ooi et al. 2004) ont proposé une nouvelle protéine comme protéine découplante spécifique
du foie : HDMCP (Hepatocellular Carcinoma Down-regulated Mitochondrial Carrier Protein). Cette
protéine est exprimée spécifiquement dans le foie, au niveau mitochondrial. Elle présente une forte
homologie de séquence avec les protéines de la famille des transporteurs mitochondriaux, et, comme
les UCP, permet la dissipation du gradient de protons mitochondrial lorsqu’elle est surexprimée. Il a
été montré que la translocase (exportant ’ATP et important 'ADP) était impliquée dans le découplage
induit par les acides gras (Brustovetsky and Klingenberg 1994). Cependant, la surexpression de cette
enzyme sur des levures n’entraine pas d’augmentation de la respiration a I'état 4 (Sheldon, Williams
et al. 1996), suggérant que le role de la translocase dans le leak est limité.

= Les pertes de protons, en I'absence de phosphorylation, sont dues a la fois aux fuites
passives de protons a travers la membrane mitochondriale interne (leak), mais aussi a une perte
d’efficacité au niveau des pompes membranaires (slip). Le slip étant lié au fonctionnement des
pompes membranaires, il n’est par définition pas visible sur un modéle de liposomes. Il n’est donc
pas surprenant que le flux de pertes de protons de liposomes soit plus faible que celui de
mitochondries isolées. La différence observée entre ces deux modéles constitue un argument
supplémentaire en faveur de I'existence du slip. Il est clair que la composition lipidique membranaire
régule les activités des protéines membranaires. Au vu de ces résultats, il semble donc raisonnable
de suggérer qu'une ou plusieurs protéines responsables du slip soient sensibles a la composition

lipidique de la membrane.

Résumé (définition des termes)

Découplage de l'oxydation _phosphorylante : phénomene qui conduit a ce qu’une

consommation d’'oxygene par la chaine respiratoire ne soit pas associée a une synthése d’ATP. Ceci
se traduit par une baisse du rapport ATP/O (nombre de molécules d’ATP synthétisées divisées par le

nombre d’atomes d’oxygéne consommeés). Les mécanismes causals possibles sont multiples.
Leak ohmique : retour passif de protons a travers la membrane interne mitochondriale sans
passer par 'ATP synthase. La nature ohmique signifie que le processus suit la loi d’Ohm, c’est a dire

qu’il y a une relation linéaire entre les fuites de protons et la force protonmotrice.

Découplants protonophores : agents augmentant la perméabilité aux protons de la membrane

interne et générant un leak ohmique.

-68 -



Rappels bibliographigues

Leak non ohmique : perméabilité de la membrane aux protons variable en fonction de la force

protonmotrice. La membrane mitochondriale interne ne se comporterait pas selon la loi d'Ohm, mais
sa conductance serait variable et augmenterait avec la force protonmotrice. A partir d’une certaine
force protonmotrice (située au point d’inflexion de la courbe de Nicholls), la membrane deviendrait
plus perméable, comme si une soupape de sécurité s’ouvrait, et les fuites de protons augmenteraient.

Ce processus entraine un découplage dépendant de la force protonmotrice.

Slip (ou patinage) : Changement de stoechiométrie apparente (diminution de l'efficacité) des

pompes de la membrane mitochondriale interne (chaine respiratoire et/ou ATP synthase). Ce
processus, intimement lié au fonctionnement des protéines membranaires, entraine un découplage
dépendant a la fois des forces en présence (force protonmotrice, potentiel rédox, potentiel phosphate)
et du flux des réactions. Cette capacité de patiner permet d’augmenter trés rapidement l'efficacité du

systeme en diminuant le slip.
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Outils utilisés (inhibiteurs et découplants)

Dans ce travail, nous avons utilisé différents inhibiteurs ou découplants protonophores. Les

sites d’action sont schématisés dans la figure 1.25.

Figure I.25 : Sites d'action des inhibiteurs et découplants

\ INHIBITEURS ET DECOUPLANTS
l ATP
n H* FOF1-ATPase n He oligomycine (inhibe la FOF1-ATPsynthase)
ADP + Pi
nH = = -’ - —> Proton leak
) 2,4-dinitrophénol découplant
H,O

cyanure (inhibe le complexe VTI)

antimycine et myxothiazol
(inhibe le complexe III)

fumarate

malonate (inhibe le complexe IT)

succinate

roténone (inhibe le complexe I)
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VI. Métabolisme hépatigue

Les organismes vivants doivent adapter continuellement leur métabolisme a I'environnement
nutritionnel car la quantité et la qualité des nutriments disponibles varient au cours du temps et ne
permettent pas toujours de répondre correctement aux besoins énergétiques. Ceci est
particulierement vrai pour le glucose qui est utilisé en permanence chez les mammiféres par certains
organes ou tissus.

Le foie est I'organe principal intervenant dans le maintien de 'lhoméostasie glucidique et il peut
alternativement libérer du glucose dans la circulation sanguine ou en prélever et le stocker. Cette
balance entre utilisation et synthése du glucose est finement contrélée par une multitude de facteurs,
principalement les concentrations en substrats et produits des différentes voies métaboliques ainsi
que par I'environnement hormonal et nutritionnel de I'organisme (Hue 2001). Ainsi, en période post-
prandiale, lorsque la nourriture est en exces, le foie stocke le glucose sous forme de glycogéne,
principalement par une voie indirecte nécessitant sa conversion préalable en composés a 3 carbones
(lactate, pyruvate,...) (Katz and McGarry 1984 ; Newgard, Moore et al. 1984 ; Radziuk and Pye
2001), et peut aussi éventuellement le convertir en acides gras par la voie de la lipogenése de novo
(Hellerstein, Schwarz et al. 1996). Inversement, en période de jeline, le foie peut produire du glucose
pour maintenir la glycémie et 'approvisionnement des tissus extra-hépatiques, notamment ceux qui
utilisent le glucose comme substrat exclusif (rétine, globules rouges...).

Le glucose libéré par le foie peut provenir de deux sources différentes : du glycogene, a la
suite de sa dégradation par la glycogénolyse, et de certains précurseurs non glucidiques, qui
participent a la synthése de novo de glucose par la voie de la néoglucogenése.

Contrairement a la glycolyse, qui se déroule dans toutes les cellules vivantes, il est
généralement admis que la néoglucogenése a lieu exclusivement au niveau du foie et du cortex
rénal, les deux seuls tissus possédant I'équipement enzymatique nécessaire a ce processus.
Cependant, la démonstration récente de la présence de glucose 6-phosphatase au niveau de
l'intestin gréle fait de ce tissu un troisiéme site néoglucogénique hautement probable (Croset, Rajas
et al. 2001).

Les réserves en glycogéne hépatique étant limitée (environ 75 g chez '’homme sain) (Cahill
1970), la contribution relative de la néoglucogenése a la production hépatique de glucose augmente
au cours du jelne (Hellerstein, Neese et al. 1997). De méme, la participation relative du cortex rénal
et du foie au flux néoglucogénique total est également sujet a variation, avec cependant une
prévalence de ce dernier (70-75% vs 25-30%) dans les situations physiologiques normales (hors
jeGne a long terme) (Gerich, Meyer et al. 2001). En ce qui concerne la participation relative de
l'intestin a la production de glucose par la néoglucogeneése, les données disponibles chez le rat a jeun
72 heures montrent qu’elle peut apparemment représenter plus de 40% de la totalité du glucose

synthétisé par la voie métabolique (Mithieux 2001).
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A l'inverse de la glycolyse, qui permet de générer 2 & 3 molécules d’ATP par hexose oxydé
selon la provenance des carbones (glucose ou glycogéne respectivement), la néoglucogenése est un
processus consommateur d’énergie. En effet, 6 molécules d’ATP sont par exemple requises pour
synthétiser une seule molécule de glucose a partir d’hydrate de carbone comme le pyruvate ou le
lactate. En situation de jeline, la majeure partie de I'énergie nécessaire a cette voie endergonique
provient généralement de I'oxydation hépatique des acides gras par I'intermédiaire de la B-oxydation

mitochondriale.

1. Régulation des voies métaboligues

Les voies métaboliques de la glycolyse et de la néoglucogenése constituent des réseaux
enzymatiques complexes (Figure I.26) qui ne peuvent étre dissociés car ils possédent plusieurs
étapes communes catalysant des réactions réversibles proches de I'équilibre. L'orientation du flux
métabolique entre la glycolyse et la néoglucogenése est assurée par un nombre restreint d’enzymes
qui constituent les étapes clés du contréle de la voie en catalysant généralement des réactions

opposees et loin de I'équilibre thermodynamique.
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Figure I.26 : Relations entre quelques voies métaboliques.
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AAT : alanine aminotransférase ; BOHdH : B-hydroxybutyrate déshydrogénase ; F1,6bPase : fructose 1,6-
biphosphatase ; FK: fructokinase; GAPdH: glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase; 6K:
glucokinase ; G6Pase : glucose 6-phosphatase; G3PdH : glycérol 3-phosphate déshydrogénase; GlyK :
glycérol kinase; LDH: lactate déshydrogénase; MdH: malate déshydrogénase; PC: pyruvate
carboxylase ; PFK1; phosphofructokinase 1; PGK: phosphoglycérate kinase ; PGM : phosphoglycérate
mutase; PEPCK: phosphoénolpyruvate carboxykinase; PK: pyruvate kinase; PdH: pyruvate
déshydrogénase ; 1: citrate synthase ; 2 : aconitate ; 3: isocitrate déshydrogénase ; 4 : cétoglutarate
déshydrogénase ; 5: succinate thiokinase; 6 : succinate déshydrogénase; 7: fumarase; 8: malate
déshydrogénase ; 9: acyl CoA déshydrogénase; 10: énoyl CoA hydratase; 11: B-hydroxyacyl CoA
déshydrogénase ; 12 : cétothiolase ; 13: B-hydroxyméthylglutaryl CoA; 14: B-HMG CoA lyase; 15:
aldolase ; 16 : triose phosphate isomérase.
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Ainsi, un flux net dans un sens ou dans l'autre n’a lieu que lorsque la résultante des flux a
travers les étapes clefs des voies glycolytique ou néoglucogénique n’est pas nulle. L'existence de
cycles métaboliques constitue un systéme grace auquel la vitesse et la direction des flux peuvent étre
finement modulées par de subtiles variations au niveau de la concentration des différents effecteurs
d’une ou plusieurs des enzymes du cycle et/ou par une modification covalente de celles-ci (Figure
I.27). Ce systéme de régulation particulier a cependant un codt, le maintien d'une vitesse de

recyclage élevée a travers ces boucles métaboliques consommant de I'énergie (cycle futile).

Figure I.27 : Représentation schématique d'un cycle métabolique.
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A un état stable donné correspondant a un flux résultant identique (partie a), 'amplitude de I'effet d'une
modification covalente d'une des enzymes du cycle (partie b) aura d'autant plus de répercussion sur le flux
que la vitesse de recyclage initiale sera élevé. V1 et V2 : vitesse a travers chaque étape du cycle ; X1 et
X2 : concentrations des deux intermédiaires du cycle.

Trois boucles métaboliques peuvent étre localisées a différents niveaux de la voie de la
glycolyse/néoglucogenése : le cycle glucose 6-phosphate (G6P) - glucose, nommé « cycle des
glucoses », le cycle fructose 6-phosphate (F6P) - fructose 1,6-biphosphate (F1,6bP), appelé « cycle
des fructoses » et le cycle phosphoénolpyruvate (PEP) - pyruvate (Figure I.28). Chacun de ces cycles
constitue une étape sujette a de multiples régulations et joue un rdle potentiel déterminant dans le

contréle de ces deux voies métaboliques indissociables.
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Figure I.28 : Cycles métaboliques des voies glycolytique et néoglucogénique.
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F6P : fructose 6-phosphate ; F2,6bP : fructose 2,6-biphosphate ; F1,6bPase : fructose 1,6-biphosphatase ;
F2,6bPase : fructose 2,6-biphosphatase ; GK : glucokinase ; G6Pase : glucose 6-phosphatase ; G6P : glucose
6-phosphate ; OAA : oxaloacétate ; PC: pyruvate carboxylase ; PEP: phosphoénolpyruvate ; PEPCK :
phosphoénolpyruvate carboxykinase ; PFK-1: phosphofructokinase-1; PFK-2 : phosphofructokinase-2 ; PK :
pyruvate kinase ; PYR : pyruvate. Adapté de (Pilkis and Granner 1992).

Pour ajouter a la complexité structurelle de cette voie métabolique, plusieurs des
intermédiaires de la glycolyse/néoglucogenése sont communs a d’autres voies métaboliques
distinctes et certaines de ces enzymes clés sont également localisées dans des compartiments
intracellulaires autres que le cytosol (réticulum endoplasmique, noyau, mitochondrie), ce qui leur
confére des propriétés et/ou une régulation particuliéres.

Enfin, une zonation métabolique existe au niveau du foie ou la distribution quantitative des
enzymes des deux voies varie selon la localisation proximale (hépatocytes périportaux) ou distale

(hépatocytes périveineux) des cellules le long de I'axe vasculaire hépatique.

1.1 Le carrefour du glucose 6-phosphate et le cycle G6P-Glucose

Le cycle des « glucoses » ne constitue pas une boucle métabolique exclusive de la voie de la
glycolyse/néoglucogenése car le G6P est situé au carrefour de plusieurs autres voies métaboliques

de grande importance, principalement la voie de la glycogénolyse/glycogénogenése et celle des
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pentoses phosphates (Figure I.29). Ainsi, la concentration de ce métabolite n'est pas uniquement
contrOlée par l'activité des deux enzymes « miroirs » du cycle mais également par la vitesse des

autres réactions qui I'utilisent ou le produisent.

Figure I.29 : Organisation du carrefour du glucose 6-phosphate et principaux effecteurs du cycle
des « glucoses ».
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ac. arach. : acide arachidonique ; ATP : adénosine triphosphate ; a-CG : a-cétoglutarate ; F1P : fructose 1-
phosphate ; F6P : fructose 6-phosphate ; GK : glucokinase ; G6Pase : glucose 6-phosphatase ; G1P : glucose
1-phosphate ; G6P : glucose 6-phosphate ; GP : glycogene phosphorylase ; 6S : glycogéne synthase ; Pi:
phosphate inorganique ; PI3,45TP: phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate . UDP-Glc : uridine
diphosphate glucose. Adapté de (Pilkis and Granner 1992).

-G:'i,

Nous limiterons notre approche au cadre strict de la glycolyse/néoglucogenése et a la
régulation des deux enzymes constitutives du cycle G6P-glucose que sont la glucokinase (GK) et la

glucose 6-phosphatase (G6Pase).

1.1.1 Glucokinase

La GK hépatique est une protéine monomérique de 55 kDa et constitue la premiére enzyme
de la glycolyse. De la famille des hexokinases (hexokinase V), cette enzyme catalyse la
phosphorylation du glucose en G6P et posséde des caractéristiques cinétiques particuliéres. En effet,
a l'inverse des autres types d’hexokinases connus, la GK posséde un Km élevé pour le glucose (~10-
12 mM) et n’est pas directement inhibée, a concentration physiologique, par son produit le G6P (Ki =
60 mM) (Printz, Magnuson et al. 1993). L’activité de la GK semble donc directement dépendante de
la disponibilité en substrat a I'intérieur de I'hépatocyte. Cependant, avec des concentrations de
glucose relativement élevées, une inhibition indirecte de I'enzyme peut étre observée, consécutive a
une augmentation du F6P intracellulaire qui se lie avec la protéine de régulation et entraine une

élévation de son affinité pour la GK.
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1.1.2 Glucose 6-phosphatase

La glucose 6-phosphatase (G6Pase), du fait de sa position stratégique au niveau de I'étape
terminale des voies glycogénolytique et néoglucogénique, est une enzyme clé potentielle pour le
contrdle du métabolisme glucidique. La G6Pase semble posséder de multiples activités mais catalyse
principalement la réaction d’hydrolyse du G6P en glucose et Pi (Foster and Nordlie 2002). Il est
aujourd’hui reconnu par tous que la G6Pase est localisée dans le réticulum endoplasmique lisse et
rugueux. Du fait de son Km supérieur a la concentration intracellulaire de G6P, I'activité de la G6Pase
est uniqguement contrdlée par la disponibilité en substrat.

Plusieurs travaux réalisés in vitro sur microsomes isolés ont démontré que la G6Pase peut
étre inhibée par différents métabolites comme I'a-cétoglutarate (a-CG), le F1P, le citrate, I'acide
arachidonique ou certains esters d’acyl CoA a chaines moyennes ou longues supérieures a 10
atomes de carbone (Mithieux, Vega et al. 1990 ; Robbins, Foster et al. 1991 ; Mithieux, Bordeto et al.
1993; Mithieux and Zitoun 1996 ). Les hormones pancréatiques pourraient également modifier
l'activité de 'enzyme a la fois in vivo et in vitro : l'insuline exercerait un effet inhibiteur (Gardner, Liu et
al. 1993), probablement par I'intermédiaire du phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (P13,4,5TP)
(Mithieux, Daniele et al. 1998), alors que le glucagon pourrait éventuellement I'activer (Speth and
Schulze 1981 ; Striffler, Garfield et al. 1984). Enfin, la G6Pase est inhibée par 'ATP et le Pi ainsi que
par son produit, le glucose, avec toutefois un Ki pour ce dernier compris entre 50 et 200 mM (Arion,

Wallin et al. 1972), ce qui est trés supérieur aux concentrations physiologiques rencontrées in vivo.

1.2 Le cycle F1,6bP-F6P et I'enzyme bi-fonctionnelle
La fructose 1,6-biphosphatase (F1,6bPase) et la phosphofructokinase-1 (PFK-1) composent le
cycles des « fructoses » et sont la cible d’'un grand nombre d’effecteurs. Cependant, il est aujourd’hui
bien reconnu que la régulation de ce cycle est plutét assurée par une troisieme enzyme, nommée
enzyme bi-fonctionnelle, et dont la particularité repose sur le fait qu'elle catalyse deux réactions
opposées permettant de contréler la concentration du fructose 2,6-biphosphate (F2,6bP), un effecteur

allostérique majeur des deux enzymes précédentes (Figure I.30).

1.2.1 Phosphofructokinase-1

La phosphofructokinase de type 1 (PFK-1) est une protéine tétramérique de 340 kDa qui
constitue une des principales enzymes clefs de la glycolyse en catalysant la phosphorylation du F6P
en F1,6bP. Elle peut étre régulée de maniére allostérique par plusieurs effecteurs. En effet, 'enzyme
est principalement inhibée par 'ATP, mais également par le citrate, le PEP et le G3P, et ses
effecteurs positifs sont le F2,6bP, 'AMP ainsi que le Pi, ces derniers agissant en synergie avec le
substrat de la réaction, le F6P (Hue 1981). Initialement considéré comme un effecteur positif
potentiel, il semble que le produit de la réaction, le F1,6bP, n’exerce finalement qu’un faible effet
activateur sur la PFK-1 & concentration physiologique.
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Figure I.30 : Organisation du cycle des « fructoses » et principaux effecteurs.
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ATP: adénosine triphosphate; ADP: adénosine diphosphate; AMP: adénosine monophosphate ;
F1,6bPase : fructose 1,6-biphosphatase; F2,6bPase: fructose 2,6-biphosphatase; F6P: fructose 6-
phosphate ; F1,6bP: fructose 1,6-biphosphate; F2,6bP: fructose 2,6-biphosphate; G3P: glycérol 3-
phosphate ; PFK-1: phosphofructokinase-1; PFK-2 : phosphofructokinase-2 ; PEP : phosphoénolpyruvate ;
Pi : phosphate inorganique. Adapté de(Pilkis and Granner 1992).

1.2.2 Fructose 1,6-biphosphatase

La fructose 1,6-biphosphatase hépatique (F1,6bPase) est une enzyme tétramérique d’environ
140 kDa avec une localisation intracellulaire périnucléaire (Saez, Figueroa et al. 1996). Cette enzyme
clé de la néoglucogeneése catalyse la conversion irréversible du F1,6bP en F6P et en Pi et présente
une cinétique Mickaélienne avec un Km d’environ 5 uM pour son substrat. Les principaux facteurs qui
interviennent dans le contréle de son activité sont les concentrations de ses principaux inhibiteurs,
'AMP et le F2,6bP, qui agissent en synergie pour potentialiser leur action respective au niveau de
'enzyme. Ses produits, le Pi et le F6P ainsi que son substrat, le F1,6bP, inhibe également I'enzyme,
mais ce dernier uniquement a des concentrations supra-physiologiques (Hue 1981). Les rares

activateurs identifiés de la F1,6bPase sont le citrate et I'histidine.

1.2.3 Enzyme bi-fonctionnelle (PFK-2/F2,6bPase)

Il semble en fait que la régulation du cycle des « fructoses » repose essentiellement sur le

F2,6bP, un effecteur allostérique dont la concentration intracellulaire est finement contrdlée par
'enzyme bi-fonctionnelle PFK-2/F2,6bPase. Cette enzyme dimérique de 110 kDa peut étre
phosphorylée sur un résidu sérine par la PKA ce qui affecte I'activité de ses deux domaines
catalytiques, kinase et biphosphatase (Pilkis, Claus et al. 1995). En effet, la phosphorylation induit
une inhibition de la PFK-2, qui se traduit par une augmentation de son Km pour le F6P et d’'une
diminution de sa Vmax, couplée a une activation de la F2,6bPase entrainant une augmentation
exclusive de sa Vmax. Cette double action a pour conséquence une diminution de la concentration de
F2,6bP, cet effecteur allostérique agissant ensuite de maniére concomitante comme un puissant
activateur de la PFK-1 et un inhibiteur de la F1,6bPase (Pilkis, Claus et al. 1995). L'enzyme bi-
fonctionnelle peut également étre régulée par ADP-ribosylation sur résidu arginine, ce qui empéche
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sa phosphorylation et se traduit par une diminution de l'activité de PFK-2 (Kurland and Pilkis 1995).
La signification physiologique de ce mécanisme reste cependant floue.

De maniere individuelle, I'activité de la PFK-2, comme celle de PFK-1, est inhibée par ses
deux produits, I'ADP et le F2,6bP, ainsi que par le citrate, le PEP et le glycérol 3-phosphate (G3P). A
linverse, PFK-2 peut étre activée par 'AMP (van Schaftingen, Davies et al. 1982). De son cété, la
F2,6bPase est a la fois inhibée par le produit (F6P) et le substrat (F2,6bP) de la réaction qu’'elle
catalyse (van Schaftingen, Davies et al. 1982) et la modulation de son activité par le phosphate
inorganique (Pi) et le G3P varie en fonction de la concentration des deux effecteurs (inhibition a
concentration physiologique puis activation a concentration saturante) (Stewart, el-Maghrabi et al.
1985).

1.3 Le carrefour du pyruvate et le cycle PEP-Pyruvate

Le cycle PEP-Pyruvate, comme celui des « glucoses », n’est pas restreint a la voie de la
glycolyse/néoglucogenése car, outre sa carboxylation en oxaloacétate par la pyruvate carboxylase
(PC), le pyruvate peut également subir une décarboxylation oxydative en acétyl CoA par la pyruvate
déshydrogénase (PDH), étre transaminé en alanine par l'alanine aminotransférase (AAT) ou encore
réduit en lactate par la lactate déshydrogénase (LDH) en fonction du potentiel redox cellulaire.

On peut réduire grossiérement le cycle PEP-pyruvate (Figure I.31) a trois réactions distinctes,
la premiére étant catalysée par la pyruvate kinase (PK) et les deux autres par la pyruvate carboxylase
(PC) et la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK). Cependant, ce cycle métabolique, dont une
des particularités réside dans sa compartimentation (chez le rat, la PK et la PEPCK sont cytosoliques
alors que la PC est exclusivement mitochondriale), est également dépendant des transporteurs de

pyruvate et de glutamate.

Figure I.31 : Organisation du cycle PEP-pyruvate et principaux effecteurs enzymatiques.
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ALAT : alanine aminotransférase ; ATP : adénosine triphosphate ; ADP : adénosine diphosphate ; F1,6bP :
fructose 1,6-biphosphate; LDH: lactate déshydrogénase; OAA: oxaloacétate; PC: pyruvate
carboxylase ; PDH : pyruvate déshydrogénase ; PEP : phosphoénolpyruvate PEPCK : phosphoénolpyruvate
carboxykinase ; PK : pyruvate kinase ; PYR : pyruvate. Adapté de (Pilkis, Claus et al. 1995).

-79 -



Rappels bibliographigues

1.3.1 Pyruvate kinase

La L-pyruvate kinase est 'isoforme hépatique de la derniére enzyme de la glycolyse et peut
jouer de ce fait un réle potentiellement important dans le contréle de la voie métabolique. Cette
protéine tétramérique d’environ 250 kDa catalyse la réaction unidirectionnelle aboutissant a la
formation de pyruvate et d’ATP a partir de PEP et d’ADP. La PK, est finement régulée par un certain
nombre d’effecteurs allostériques qui modulent son activité en modifiant son affinité pour son
substrat. L’enzyme, dont l'activité requiert la présence de cations monovalents, est principalement
activée par le F1,6bP et inhibée par un de ses produits, 'ATP, ainsi que certains acides aminés
comme l'alanine, la sérine, ou la phénylalanine (Hue 1981).

Elle est la seule enzyme du cycle PEP-pyruvate pouvant étre phosphorylée et s’avére donc
une cible privilégiée de I'action des hormones. Elle est inhibée par phosphorylation sur résidu sérine
par la PKA, ce qui entraine une diminution de I'affinité de I'enzyme pour ses principaux effecteurs
positifs, le PEP et le F1,6bP (Engstrom 1978). Il a également été proposé que la modification de la
conformation de la PK par ses principaux effecteurs allostériques puissent influencer la vitesse de
phosphorylation de 'enzyme et donc son inactivation (Berglund, Ljungstrom et al. 1977 ; Feliu, Hue et
al. 1977). En effet, I'inhibition de la PK par phosphorylation est empéchée par ses deux principaux
effecteurs positifs, le PEP et le F1,6bP, mais également par son produit, le pyruvate, a des
concentrations élevées (Feliu, Hue et al. 1977). Ainsi, les effecteurs allostériques qui augmentent

I'activité de la PK sont également ceux qui préviennent son inactivation par phosphorylation.

1.3.2 Pyruvate carboxylase

La pyruvate carboxylase (PC) est une protéine tétramérique de 500 kDa et constitue, avec la
PEPCK, une des deux enzymes de la premiére étape de la néoglucogenése a partir du pyruvate
s’opposant a la PK. Chez 'homme comme chez le rat, la localisation de la PC est exclusivement
mitochondriale et I'enzyme, aprés transport intra-mitochondrial du pyruvate, catalyse la réaction
endergonique de conversion de ce dernier en oxaloacétate (OAA) (Jitrapakdee and Wallace 1999).
Le pyruvate est transporté du cytosol vers la mitochondrie par l'intermédiaire d’'un transporteur non
spécifique sensible au pH avec un Km apparent de 0.15 mM (Halestrap 1975). La synthése d’OAA
par la PC nécessite de la biotine ainsi que du Mg®* comme co-facteurs. L’enzyme posséde un Km
pour le pyruvate proche des concentrations physiologiques (0.14 mM) et son activité dépend donc
étroitement de la concentration de son substrat (Hue 1981). Elle est également régulée par des
effecteurs dont la majorité possédent des effets opposés sur la PdH. En effet, la PC est activée par
'acétyl-CoA et par un rapport ATP/ADP élevé. A linverse, il semble que le glutamate soit son
effecteur négatif le plus puissant. Enfin, 'enzyme n’est pas régulée par un mécanisme de

phosphorylation/déphosphorylation (Hers and Hue 1983).
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1.3.3 Phosphoénolpyruvate carboxykinase

La phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) est une protéine monomeérique de 74 kDa
qui catalyse la réaction endergonique aboutissant a la synthése du PEP a partir OAA et de GTP.
Elle est généralement considérée comme la seconde enzyme de la néoglucogenése contribuant a
contourner la barriére thermodynamique de la réaction catalysée par la PK.

Distribuée de maniére relativement équitable entre les compartiments cytosolique et
mitochondrial chez I'homme, il semble que la localisation de la PEPCK chez le rat soit
majoritairement cytosolique (Lardy and Hughes 1984). Son Km étant proche des concentrations
intracellulaires d'OAA (de I'ordre du micromolaire), I'activité de 'enzyme est principalement contrblée
par la disponibilité en substrat (Hue 1981). Bien que son activité catalytique puisse étre influencée par
I'état redox des groupements thiols de la protéine et par la présence de certains ions ferreux
activateurs (Lardy and Hughes 1984), la PEPCK, contrairement aux deux autres enzymes du cycle,

n’est régulée ni par phosphorylation, ni par des effecteurs allostériques.

2. Contréle de la néoglucogenése

La néoglucogenése hépatique est controlée par la fourniture et la disponibilité en substrats
glucoformateurs (la répartition du contréle entre les différentes étapes pouvant varier en fonction de la
concentration de substrat et du flux a travers la voie), par le glucose qui est son produit final, par

I'environnement hormonal de I'organisme ainsi que par I'état énergétique cellulaire.

2.1 A partir de différents substrats

Au cours du jeline, le foie synthétise du glucose a partir des différents précurseurs
néoglucogéniques en provenance des tissus extra-hépatiques : le lactate et le pyruvate, le glycérol.
De plus, certains autres substrats glucoformateurs peuvent étre apportés par I'alimentation, comme le
fructose et, dans un degré moindre, la dihydroxyacétone.

Tous ne rentrent pas au méme niveau dans la voie métabolique ce qui entraine donc des

différences en terme de controle.

2.1.1 Dihydroxyacétone

La dihydroxyacétone (DHA) est un substrat non physiologique que I'on peut toutefois retrouver
en faible quantit¢é dans lalimentation. Il constitue un outil de premier choix dans I'étude du
meétabolisme hépatique car ses carbones empruntent simultanément les voies de la néoglucogenése

et de la glycolyse en fonction de I'état énergétique cellulaire (Figure I.32).
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Figure I.32 : Schéma récapitulatif du métabolisme du DHA.
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ATP: adénosine triphosphate; ADP: adénosine diphosphate; DHA: dihydroxyacétone; DHAP:
dihydroxyacétone phosphate; 1,3-DPG: 1,3 diphosphoglycérate; 3-PG: 3 phosphoglycérate ; GlyK:
glycérol kinase; GAP: glycéraldéhyde 3-phosphate; GAPdH: glycéraldéhyde 3-phosphate
déshydrogénase ; NAD+: nicotinamide adénine dinucléotide oxydé; NADH: nicotinamide adénine
dinucléotide réduit ; PGK : phosphoglycérate kinase ; TPI : triose phosphate isomérase.

Le transport du DHA a l'intérieur de la cellule est mal caractérisé mais s’effectue probablement
par simple diffusion en fonction du gradient de concentration de part et d’autre de la membrane
plasmique. De méme, la premiére étape de phosphorylation du DHA en dihydroxyacétone phosphate
(DHAP) est également mal établie car la kinase catalysant la réaction pourrait ne pas étre unique. En
effet, la glycérol kinase (GlyK) et la triokinase (TK) sont deux enzymes qui ont été respectivement
identifiées comme des candidates potentielles (Lin 1977; Miwa, Kito et al. 1994 ). Toutefois, il est
généralement admis que la phosphorylation du DHA est plutét catalysée par la GlyK. La particularité
de cette enzyme est qu'elle posséde une faible élasticité pour son produit, c’est-a-dire que
'accumulation de DHAP n’exerce pas de rétrocontréle négatif sur 'enzyme.

Le controle du métabolisme du DHA est principalement exercé au niveau de plusieurs étapes
dépendantes de I'état énergétique cellulaire (assimilé au rapport ATP/ADP cytosolique) que sont la
phosphorylation du substrat par la GlyK, I'étape catalysée par la 3-phosphoglycérate kinase (PGK) et

celle de la PK.
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2.1.2 Glycérol

Bien que le transport du glycérol intracellulaire soit encore mal caractérisé (Lin 1977), ce
dernier ne semble pas étre contrélant pour son métabolisme.

Le glycérol entre dans la voie de la glycolyse/néoglucogenése au méme niveau que le DHA et
son métabolisme differe de ce dernier par la seule présence d’'une étape supplémentaire entre sa
phosphorylation par la GlyK et le DHAP (Figure I.33). Celle-ci catalyse I'oxydation du G3P en DHAP
par lisoforme cytosolique de la glycérol 3-phosphate déshydrogénase (G3PdH) et nécessite la
présence de NAD" comme co-facteur.

Le flux a travers la GlyK n’étant limité que par des diminutions importantes du rapport
ATP/ADP cytosolique, le controle de la néoglucogenése a partir du glycérol est majoritairement
exercé par I'étape de la G3PdH dépendante du potentiel redox cytosolique (rapport NADH/NAD)
(Berry, Kun et al. 1973).

En présence de glycérol, la ré-oxydation des équivalents réduits s’effectue majoritairement par
lintermédiaire de la navette G3P/DHAP, étroitement liée a la chaine respiratoire par l'isoforme
mitochondriale de la G3PdH.

Figure I.33 : Schéma récapitulatif du métabolisme du glycérol.
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ATP: adénosine triphosphate; ADP: adénosine diphosphate; DHA: dihydroxyacétone; DHAP:
dihydroxyacétone phosphate; 1,3-DPG: 1,3 diphosphoglycérate; 3-PG: 3 phosphoglycérate ; GlyK:
glycérol kinase; GAP: glycéraldéhyde 3-phosphate; GAPdH: glycéraldéhyde 3-phosphate
déshydrogénase ; G3PdHc : glycérol 3-phosphate déshydrogénase cytosolique ; G3PdHm : glycérol 3-
phosphate déshydrogénase mitochondriale ; G3P : glycérol 3-phosphate; NAD+: nicotinamide adénine
dinucléotide oxydé ; NADH : nicotinamide adénine dinucléotide réduit ; PGK : phosphoglycérate kinase ;
TPI : triose phosphate isomérase.
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2.1.3 Lactate et pyruvate

Avec du lactate et du pyruvate comme substrat, le contrdle de la néoglucogenése est réparti
entre un grand nombre d’étapes, notamment au niveau de la PC, de la PK, de la F1,6bPase ainsi que
d’autres étapes en dehors de celles classiquement identifiées, comme par exemple le transporteur
mitochondrial des nucléotides adényliques (Groen, van Roermund et al. 1986). Outre I'ATP, la
néoglucogenése a partir du cycle PEP/pyruvate nécessite la fourniture d'équivalents réduits. Or, si
I'entrée de lactate dans la voie permet de générer du NADH, le métabolisme a partir du pyruvate, en
revanche, est trés dépendant de la fourniture en équivalents réduits dans le cytoplasme qui, dans ces

conditions particulieres, s’effectue alors par un mécanisme de navette (Figure I.34).

Figure I.34 : Voie de la néoglucogenése a partir du lactate (a) et du pyruvate (b).

a GLUCOSE  LACTATE D GLUCOSE
A A

GTP GDP tNADH —/"d{ /
£~ NAD* i
\_ £, /PEP

i N f@ | = cop
PEPC

Trans / I\ GTP
( \ malate — NdH— OAA
glutamate o-CG
| malate PYRUVATE Cytosol PYRUVATE Cytosol
T I | \ |
Mitochondrie Mitochondrie
I at
g utam e a malate PYRUV ATE malate PYRUVATE
Trans AD*
MdH
aspart ate \ \ NADH
PC
OAA
ATP+CO, ATP+CO,

ATP : adénosine triphosphate ; ADP : adénosine diphosphate ; a-C6 : a-cétoglutarate ; GTP : guanidine
triphosphate ; GDP : guanidine diphosphate ; MdH : malate déshydrogénase ; NAD+ : nicotinamide adénine
dinucléotide oxydé ; NADH : nicotinamide adénine dinucléotide réduit ; OAA : oxaloacétate ; PC : pyruvate
carboxylase ; PEPCK : phosphoénolpyruvate carboxykinase ; PEP : phosphoénolpyruvate ; PK: pyruvate
kinase ; Trans. : transaminase. Adapté de (Hue 1981).

2.2 Les acides gras
Les effets des acides gras sur le métabolisme hépatique sont connus depuis longtemps
(Randle, Garland et al. 1965). Il est généralement admis que I'oxydation des acides gras modifie le
métabolisme du glucose en réduisant I'utilisation de celui-ci, principalement par une inhibition de la
glycolyse (Hue, Maisin et al. 1988), et en activant la gluconéogenése. Initialement décrite sur un
modéele de foie isolé perfusé (Struck, Ashmore et al. 1965), la stimulation de la gluconéogenése par
les acides gras a ensuite été confirmée par la majorité des travaux réalisés avec ce modéle (Soling,

Willms et al. 1968 ; Williamson, Scholz et al. 1969 ; Patel, Barron et al. 1984 ; Gonzalez-Manchon,
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Ayuso et al. 1989) ainsi que sur hépatocytes isolés (Blumenthal 1983 ; Ochs and Harris 1986 ; Berry,
Gregory et al. 1988 ; Morand, Remesy et al. 1993). L'effet des acides gras sur la gluconéogenése est
classiquement attribué a des modifications de la concentration intracellulaire d’acétyl-CoA, produit
terminal commun de la B-oxydation mitochondriale et de I'oxydation du pyruvate par la PdH. En effet,
cet intermédiaire métabolique constitue un puissant activateur de la PC (Williamson, Scholz et al.
1969 ; Brocks, Siess et al. 1980) et sa concentration ainsi que le rapport acétyl-CoA/CoA joue un rdle
important au niveau de la régulation de la PdH. L’'oxydation des acides gras pourrait également influer
sur la gluconéogenése par ses conséquences sur (i) I'état redox cellulaire, (ii) les concentrations
d’ATP et d’ADP et/ou le rapport ATP/ADP et (iii) la concentration intracellulaire de citrate, un effecteur
de la PFK-2 et de la F1,6bPase (Siess and Wieland 1976 ; Soboll, Seitz et al. 1984 ; Agius and Alberti
1985).

2.3 Par les hormones pancréatiques

La néoglucogenése est régulée par les hormones pancréatiques qui agissent par
intermédiaire d’'une modulation de la concentration intracellulaire en AMPc.

En situation de jeline, le glucagon, comme d’autres agonistes p-adrénergiques, stimule la
néoglucogenése par une cascade de phosphorylation dépendante de 'AMPc, ce qui entraine une
inactivation de la PK et de la PFK-2 et une activation de la F2,6bPase (Pilkis, el-Maghrabi et al.
1988). Cependant il semble que le contréle de la néoglucogenése en présence de glucagon differe en
fonction des substrats. Avec du lactate+pyruvate comme précurseur, Groen et al. ont calculé que la
majeure partie du contrdle est exercé par la PC (Groen, Vervoorn et al. 1983). A l'inverse, une étude
récente semble montrer qu’en présence de DHA comme substrat, les enzymes du cycle PEP-
pyruvate sont peu contrblantes et la répartition du contrdle s’effectue alors probablement entre le
cycle des « fructoses » et des « glucoses », (Ichai, Guignot et al. 2001). Dans cette derniére étude,
un effet du glucagon sur I'hydrolyse du G6P au niveau de l'étape de la G6Pase a été mis en
évidence, sans modification de I'activité intrinséque de I'enzyme.

En ce qui concerne linsuline, elle inhibe classiquement la néoglucogenése par un effet
antagoniste au glucagon au niveau de '’AMPc empéchant ainsi I'inactivation de la PK et de la PFK-2
et l'activation de la F2,6bPase (Pilkis, el-Maghrabi et al. 1988).

2.4 Par le métabolisme énergétigue
La cellule en aérobie produit de I'ATP principalement a partir de la phosphorylation oxydative
mitochondriale, mais elle peut également synthétiser cette molécule par I'intermédiaire de la glycolyse
en condition anaérobie ou lorsque la voie de phosphorylation mitochondriale est inhibée. Les
métabolismes énergétique et glucidique sont étroitement liés par les modifications des rapports
ATP/ADP et NADH/NAD" cytosolique.
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En condition physiologique, plusieurs des enzymes clés de la néoglucogenése peuvent étre
régulées par une modification du rapport ATP/ADP ou des concentrations des différents nucléotides
ce qui peut donc se répercuter sur le contréle du flux a travers la voie. Généralement, I'ATP et 'AMP
agissent en sens opposé : le premier stimule la néoglucogenése, par une augmentation du rapport
ATP/ADP au niveau de la PC et/ou une inhibition de la PK, tandis que le second l'inhibe, étant un
effecteur positif des deux phosphofructokinase (PFK-1 et PFK-2). De plus, la 3-phosphoglycérate
kinase (PGK) fonctionnant prés de I'équilibre, le sens de la réaction qu’elle catalyse entre le 1,3 DPG
et le 3-PG dépend étroitement du rapport ATP/ADP.

Des variations du potentiel redox cellulaire, se traduisant par une modification du rapport
NADH/NAD" cytosolique, peuvent également réguler la néoglucogenése au niveau de deux enzymes
: la glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (G3PDH) et la pyruvate carboxylase (PC). La
G3PDH étant une enzyme proche de I'équilibre avec le NADH et le NAD* comme co-facteurs, le
rapport de leurs concentrations détermine l'orientation du flux a travers I'enzyme. De plus, une
augmentation du potentiel redox peut également activer le flux a travers la PC, car le pyruvate et
l'oxaloacétate sont impliqués dans le transport des équivalents réduits entre le cytosol et la
mitochondrie.

Enfin, le citrate et I'acétyl CoA établissent un lien entre le cycle de Krebs et la néoglucogenése
en activant la néoglucogenése. Leurs actions sont complémentaires car leurs concentrations varient
le plus souvent en paralléle : le citrate agit sur le cycle des « fructoses » et inhibe les deux
phosphofructokinases (PFK-1 et PFK-2), diminuant ainsi la concentration en F2,6bP, et I'acétyl CoA a

une action sur le cycle PEP/pyruvate, en stimulant la PC et en inhibant la PdH (Hue 1981).

2.5 Contréle transcriptionnel de la néoglucogenése

En terme de physiologie intégrée, la régulation transcriptionnelle constitue également une
partie cruciale du contréle hormonal et nutritionnel de la glycolyse et de la néoglucogenése.
L’environnement nutritionnel de l'organisme ainsi que certaines hormones comme linsuline, le
glucagon ou les glucocorticoides entrainent une modification significative du contenu hépatique en
enzymes des voies glycolytique et néoglucogénique. Cette régulation a long terme est basée sur des
modifications transcriptionnelles. Il est aujourd’hui généralement reconnu qu’une période de jeline
induit I'expression des principales enzymes clés de la néoglucogenése (PEPCK, PC et G6Pase) et
diminue celle des enzymes glycolytiques (GK, PFK-2 et PK) (Pilkis and Granner 1992). De toute ces
enzymes, il apparait que la PEPCK est celle dont la demi-vie est la plus courte (6 heures) et de ce fait
elle a longtemps été décrite comme la principale étape limitante de la néoglucogenése. Les études
portant sur I'analyse du contrdole métabolique ont depuis permis de relativiser ce concept puisqu’il a
été montré que le contréle du flux a travers la voie de la néoglucogenése est en fait partagé entre la
PEPCK et d’autres enzymes toutes aussi importantes. De méme, le glucose induit également
'expression d’un certains nombre de génes, notamment ceux codant pour la PK et pour la G6Pase,

ce qui est plutdt paradoxal pour cette derniére et reste encore aujourd’hui mal compris (Girard, Ferre
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et al. 1997; Nordlie, Foster et al. 1999 ). Enfin, les hormones jouent également un réle important au
niveau de la régulation transcriptionnelle des voies métaboliques, I'insuline et le glucagon exercant
des effets antagonistes sur le niveau de I'expression de certains génes. En effet, I'insuline induit
I'expression de la PK et de la GK et réprime celle de la PEPCK et de la G6Pase (Barthel and Schmoll
2003) alors que le glucagon et 'AMPc fonctionnent a 'opposé en diminuant I'expression de la PK et
de la GK et en surexprimant la G6Pase (Nordlie, Foster et al. 1999). Toutefois, malgré un nombre
croissant d’études sur ce domaine, les mécanismes intracellulaires exacts liant I'environnement
nutritionnel et hormonal a la régulation transcriptionnelle du métabolisme hépatique sont encore
largement méconnus et nécessitent de plus vastes investigations. Des travaux ont cependant mis en
évidence le rble joué par une proteine nommée CREB (cyclic AMP response element binding protein)
dans le contrble a long terme de la néoglucogenése(Herzig, Long et al. 2001) par I'intermédiaire de
PGC-1 (peroxisome proliferator-activated receptor-1), un co-activateur de certains récepteurs
nucléaires et de plusieurs facteurs de transcription intervenant dans l'activation de I'expression des
génes codant pour les principales enzymes clés de la néoglucogenése (PEPCK, PC et G6Pase) en
situation de jelne (Yoon, Puigserver et al. 2001). SREBP-1c (sterol regulatory element-binding
proteins 1c), un autre facteur de transcription impliqué dans la régulation de I'expression des génes
(Becard, Hainault et al. 2001 ; Chakravarty, Leahy et al. 2001; Foufelle and Ferre 2002 ) en fonction

de I'environnement nutritionnel et hormonal semble également impliqué.
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II. MATERIEL & METHODES

Ces travaux reposent sur deux protocoles expérimentaux. La premiére étude (Etude I)

évalue les modifications métaboliques et la répartition tissulaire de rats aprés un régime

hyperlipidique, enrichi principalement en acides gras saturés.
La deuxieme étude (Etude IT) est subdivisée en deux « sous études ». La premiére consiste
en une étude du statut bioénergétique et métabolique de rats atteints de stéatohépatite non-

alcoolique (NASH) induite par un régime carencé en choline et en méthionine. La deuxiéme consiste

a étudier les effets de deux médicaments sur la NASH : la metformine et I'almitrine.

1. Traitement des animaux

Ces travaux ont été réalisés sur la souche de rats Wistar. Des rats de sexe male ont été
élevés dans des conditions standards d’alimentation. Ces expérimentations sont menées selon les
recommandations de la Convention Européenne de Protection des Animaux Vertébrés utilisés dans
un but Expérimental et Scientifique (Conseil Européen n°123, Strasbourg 1985). Les rats ont été

fournis par Charles Rivers (L’Arbresle, France).

11 Etude I : Régime enrichi en acides gras saturés
Pour cette étude les rats ont été élevés dans I'animalerie du laboratoire, a partir de géniteurs
provenant de la société Charles Rivers France. Aprés sevrage, a I'age de 27 jours, les ratons sont
répartis de fagon aléatoire en trois groupes expérimentaux, recevant chacun un régime alimentaire
spécial. Les animaux sont hébergés a 4 par cage, nourris ad libitum et ont un libre accés a la boisson.
Le groupe « Contréle » recoit I'alimentation standard (8% de I'énergie dérivée des lipides) utilisée en
animalerie (A04 - Scientific Animal Food & Engineering, France), les deux autres groupes recoivent

une alimentation enrichie en lipides a 45% (m/m) ou 67% des calories totales (tableau II.1).

Tableau II.1 : valeur énergétique des différents régimes alimentaires.

controle coco beurre
(kcal/kg) 2900 5500 5500
Protéines (% d'énergie) 20 13 13
Lipides (% d'énergie) 8 67 67
Carbohydrates (% d'énergie) 72 20 20

Deux sources de lipides différentes sont utilisées, de I'huile de coco (C1758 SIGMA) pour le

régime « coco » et du beurre alimentaire (Carrefour) pour le régime « beurre ». Ces deux sources
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lipidiques ont été choisies pour leur forte teneur en acides gras saturés (AGS). L’huile de coco est
composée a 86,5% d’AGS, dont majoritairement de l'acide laurique (C12) et de l'acide miristique
(C14). Le beurre est composé a 51,4% d’AGS, dont principalement de I'acide palmitique (C16) et de
l'acide stéarique (C18), et contient 0,2% de cholestérol. La composition de ces deux sources

lipidiques est détaillée dans le tableau Il.2.

Tableau IT.2 : composition des différentes sources lipidiques.

% Beurre Huile de coco
Acides gras saturés 51,4 86,5
10:0 12 6
12:0 25 446
14:0 74 16,8
16:0 21,7 8,2
18:0 10 2,8
Acides gras monoinsaturés 21 5,8
18:1 20 5.8
Acides gras polyinsaturés 3 1,8
18:2 2,8 18
18:3 0,3 0
Cholestérol 0,2 0

Les valeurs sont issues de l'united State Department of Agriculture, National Nutrient Database for
Standard Reference. (www.nal.usda.gov/fnic/foodcomp/search/)

La confection des régimes hyperlipidiques consiste en un mélange d’'une base alimentaire a
55% (m/m) et d’'un corps gras a 45%. Ce que 'on appelle la base alimentaire correspond au régime
standard (A04) sous forme de poudre auquel des protéines, des vitamines et des sels minéraux ont
été rajoutés afin de maintenir des niveaux identiques au régime contréle. Chaque semaine, 550g de
base est mélangé a 450g de beurre ou d’huile de coco. Les deux sources lipidiques sont laissées 2h
a température ambiante avant le mélange, afin de les rendre plus malléables. Le mélange est remué
manuellement jusqu’a obtention d’'une pate homogéne (30 min). Les deux régimes sont préparés
chaque début de semaine, conditionnés sous forme de petites croquettes de la taille des croquettes

standard, et stockées a -20°C. L’alimentation de nos trois groupes de rats est changée tous les jours
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a 18 H, juste avant I'extinction de la lumiére. La prise de poids de chaque rat, ainsi que la prise
alimentaire par cage (c'est-a-dire la prise alimentaire globale pour 4 rats) sont mesurées chaque jour.

Aprés 14 semaines de régime les rats sont sacrifiés pour les différentes études.

1.2 Etude IT : Induction dune NASH par un régime carencé en choline et méthionine

1.2.1 Régime « MCDD »

Pour cette étude les rats sont commandés a 'age de 7 semaines a la société Charles Rivers
France puis hébergés dans I'animalerie du laboratoire. Aprés deux semaines d’acclimatation les rats
sont répartis de fagon aléatoire en deux groupes expérimentaux. lls sont hébergés a 4 par cage,
nourris ad libitum et avec un libre accés a la boisson. Un premier groupe recgoit une alimentation
carencée en méthionine et choline (MCDD: Methionine and Choline Deficient Diet) (ICN
Pharmaceuticals France SA, ref n° 960439) pendant six semaines, le second groupe « Contréle »
recoit I'alimentation standard utilisée en animalerie (A04 - Scientific Animal Food & Engineering,
France) (tableau II.3). Au terme du régime, les rats sont utilisés, soit pour une étude sur

mitochondries isolées de foie, soit pour une étude sur hépatocytes isolés.

Tableau II.3 : composition des différents régimes alimentaires.

(9/kg) controle MCDD
kcal/kg 2900 3660
protéines 160 175"
lipides 27 100
carbohydrates 596 655
cellulose 44 30
sels minéraux 50 40
humidité 123

*: (exprimé en acides aminés)

1.2.2 Effet de I'Almitrine et de la Metformine

La deuxiéme partie de I'étude réalisée sur les rats MCDD consiste a étudier les effets de deux

médicaments sur la NASH : la metformine et I'almitrine.

= |la Metformine (Glucophage), qui est la molécule la plus largement utilisée dans le
traitement du diabéte de type Il. Elle posséde un effet hypoglycémiant, qui est médié par
'augmentation de I'utilisation du glucose par les muscles et la diminution de la production hépatique.
En activant la voie de 'AMPK, la Metformine module le métabolisme glucidique mais aussi le

métabolisme lipidique. Il a été démontré une diminution de l'activité¢ de I'acetyl-CoA carboxylase
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(ACC) sur des hépatocytes isolés de rats, ainsi qu’'une augmentation de I'oxydation des lipides (Zhou,
Myers et al. 2001). Le choix de la concentration de la drogue a été déterminé d’aprés des études
réalisées sur ce méme modele animal (Minassian, Tarpin et al. 1998; Owen, Doran et al. 2000;
Mithieux, Guignot et al. 2002; Guigas 2003). Il a ainsi été montré que I'administration de 50mg/Kg de
metformine permettait 'obtention d’'une concentration plasmatique relativement proche de celle
mesurée classiquement chez 'lhomme aprés ingestion orale du médicament (Wilcock, Wyre et al.
1991; Wilcock and Bailey 1994) et qu'une durée de traitement relativement courte était apparemment
suffisante pour induire des modifications significatives du métabolisme hépatique (Owen, Doran et al.
2000).

La Metformine a été utilisée pour son action stimulatrice sur l'oxydation lipidique. Son
utilisation sur les animaux atteints de NASH a pour but d’augmenter la p-oxydation et donc de

diminuer le stockage de lipides hépatiques.

= L’almitrine (vectarion), qui est utilisée dans le traitement d’insuffisances respiratoires
associées aux bronchites chroniques. L'Almitrine a pour effet d’augmenter la pression partielle en
oxygene au niveau artériel (Castaing, Manier et al. 1986). Il a également été décrit un effet sur le
couplage entre oxydation et phosphorylation de mitochondries isolées de levures et de rats. Un
changement de stoechiométie de 'ATPase/ATPsynthase a été montré, un transfert de protons plus
important est nécessaire pour obtenir un méme nombre de moles d’ATP formé, augmentant de ce fait
la respiration (Rigoulet, Ouhabi et al. 1989; Rigoulet, Fraisse et al. 1990; Jumelle-Laclau, Rigoulet et
al. 1993; Leverve, Sibille et al. 1998; Rigoulet, Leverve et al. 1998). Ce changement du ration H*/ATP

correspond a un slipping au niveau de 'ATPase.

L’almitrine, par son action au niveau de I'ATPase, a été utilisée dans le but d’augmenter la
respiration mitochondriale, afin de stimuler l'utilisation de substrats et donc l'oxydation des lipides

hépatiques.

Pour cette étude les rats sont divisés en trois groupes, et recoivent le méme régime que pour
l'étude 1.2.1. Aprés 10 jours de régime MCDD, le premier (MET) et le deuxiéme (ALM) groupe
recoivent soit de la Metformine, soit de I’Almitrine dans leur eau de boisson, et cela jusqu’a la fin du
régime. Les concentrations des deux solutions sont calculées de maniére a délivrer 50mg/Kg/j de
Metformine (Guigas 2003) ou 15mg/Kg/j d’Almitrine aux rats (Kreher, Keriel et al. 1996). Les biberons
contenant les deux solutions sont changés tous les deux jours. Le troisieme groupe, qui ne regoit que
le régime MCDD et de I'eau seule, sert de groupe contrble. Un suivi de la prise alimentaire et de la
prise de poids est effectué chaque semaine. Au terme des 6 semaines de régime les rats sont

sacrifiés pour une étude sur mitochondries isolées de foie.
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2. Mesure de la dépense énergétique

La dépense énergétique a été mesurée par calorimétrie indirecte a partir de la consommation
d’'O; et du rejet de CO, de 'animal.

Les rats sont placés dans une cage en verre fermée hermétiquement, dont le volume est
adapté a la morphologie de I'animal, afin de minimiser le volume mort (figure II.1). La cage posséde
un orifice assurant I'entrée d’air et un autre, assurant la sortie. Cette sortie est reliée a un systéme de
pompe qui aspire l'air a débit constant et I'envoie dans un circuit d’analyse de gaz. Le débit de la
pompe est fixé et mesuré par un débitmeétre, et est de 4 L/min. Le pourcentage d’'O, dans l'air est
mesureé par un analyseur paramagnétique d’O, (amplitude de mesure 20-21% ; délai de mesure 50s)
et le pourcentage de CO, est mesuré par un analyseur a infrarouge (amplitude de mesure 0-1% ;
délai de mesure 50s). Les analyseurs d’'O, et de CO; sont étalonnés avant chaque mesure avec de
l'azote pur afin de régler les zéros, et avec I'air atmosphérique (20,93% d’O;) et un mélange
contenant 0,6% de CO,. La cage est placée dans une enceinte fermée, isolée phoniquement et
thermiquement. La température ambiante (ta) est mesurée et maintenue a 22°C. Le rythme jour/nuit
de I'enceinte est identique a celui de la piece d’élevage. Dans la cage, le rat a libre accés a la

nourriture et a I'eau. Les mesures sont effectuées sur 24 heures.

Le systéme d’acquisition enregistre une mesure du débit d’air, de la ta, du pourcentage de
CO; (FICO,) et d'O, (FIO,) entrant et du pourcentage de CO, (FECO,) et d’O, (FEO,) dans l'air de
sortie toutes les 50 sec. Le calcul de la dépense énergétique exprimée en Watt/Kg pour chaque rat,

est effectué en utilisant la formule de Depocas et Hart (Depocas and Hart 1957).

Flo. - FEo,
1 - [1 = (FEco, - Fico,)/(Flo, - FEo,)]Flo,

Vo, = IATPD

Les mesures sont effectuées en condition standard de température et de pression, sur air sec

(STPD).

Lors de chaque expérimentation des prélévements tissulaires et sanguins sont effectués.
Aprés rupture cervicale, dans le cas de I'extraction de mitochondries, ou avant la perfusion du foie
pour I'isolement d’hépatocytes, un prélevement de sang (environ 2 mL) est effectué au niveau de la
veine porte a I'aide d’'une seringue rincée a I'héparine. Le sang est conservé dans la glace, puis
centrifugé 5 min a 5000g a 4°C afin de récupérer le plasma qui est ensuite congelé et conservé a -
80°C pour des dosages ultérieurs de glucose, insuline, transaminases (AST et ALT), triglycérides
(TG) et acides gras libres (AGL).
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Figure II.1: Schéma du circuit ouvert utilisé pour la mesure de la consommation d'oxygéne et de la
production de dioxyde de carbone.
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3. Préléevements tissulaires et sanguins

Des prélévements tissulaires (muscles soléaire, EDL ou extenseur du doigt long, plantaire ;
tissu adipeux blanc : épididymal et rétropéritonéal ; et le tissu adipeux brun interscapulaire: BAT),
sont effectués et congelés a -80°C pour la détection d’éventuelles modifications d’expression de
génes ou de protéines par des techniques de biologie moléculaire. Un prélévement hépatique est
également réalisé, une partie sera immergée dans du formol a 4% pour une analyse histochimique et

l'autre partie congelée a -80°C.

4. Préparation du matériel expérimental

4.1 Technigue d'isolement des mitochondries hépatigues

Les mitochondries sont isolées a partir de foies des différents groupes de rats. La procédure
d'isolement des mitochondries repose sur une technique de fractionnement des composés cellulaires
par centrifugation différentielle (Klingenberg and Slenczka 1959). Les rats sont assommés puis
sacrifiés par rupture cervicale (I'anesthésie modifiant les propriétés membranaires des
mitochondries).

Apres laparotomie médiane, le foie est immédiatement excisé et refroidi par immersion dans
du tampon d'homogénéisation a 4°C (saccharose 250 mM, KH,PO, 2 mM, Tris-HCI 20 mM, EGTA
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1 mM; pH = 7,25). Il est alors découpé en petits morceaux qui sont rincés abondamment avec le
méme tampon froid pour éliminer le maximum d'hématies et de dépbts lipidiques. Ces morceaux sont
homogénéisés a vitesse lente (600 rpm) a I'aide d'un Potter en verre type Elvehjem par 5-6 passages
de piston en teflon. |l s’ensuit alors une série de trois centrifugations a 4°C de cet homogénat. Une
premiére centrifugation de 10 min a 700 g permet d’éliminer par sédimentation les gros débris
cellulaires, les noyaux, le cytosquelette et les cellules intactes. Le surnageant, contenant les
mitochondries, est réparti dans deux tubes, et est centrifugé 10 minutes a 7000 g. Cela permet
d’obtenir deux culots mitochondriaux, les surnageants contenant les composants solubles et les
organites plus petits comme les microsomes. Ces culots sont alors remis délicatement en suspension
dans le tampon d'homogénéisation et réunis. La suspension est a nouveau centrifugée 10 minutes a
7000 g afin de rincer les mitochondries. Enfin le culot mitochondrial est suspendu dans un minimum

de tampon d’homogénéisation (500 pL a 1 mL) et conservé a 4°C.

4.2 Détermination de la quantité de protéines

L’ensemble des résultats obtenus avec les mitochondries isolées est exprimé par mg de
protéines. La méthode du Biuret (Gornall 1949), qui repose sur la formation d'un complexe entre du
sulfate de cuivre et les protéines, permet de doser quantitativement la concentration en protéines de
la suspension mitochondriale. Pour cela, 10 yL de la suspension mitochondriale sont solubilisés par
500 L de désoxycholate de sodium a 3%. Aprés avoir été vortexé, I'échantillon, additionné de réactif
de Biuret, est incubé pendant 1 minute a8 100°C. Aprés retour a la température ambiante du mélange,
la densité optique est lue @ 540 nm contre un blanc ne contenant pas de suspension mitochondriale.
La quantité de protéines contenues dans [I'échantillon est déterminée a laide d’une courbe
d’étalonnage réalisée avec des quantités connues d'albumine de sérum de veau (BSA pour Bovine
Serum Albumin) en solution dans du tampon d'homogénéisation (milieu de I'échantillon). La
détermination de la concentration de la suspension de mitochondries est effectuée avant chaque

manipulation afin d'utiliser une concentration connue de mitochondries.

4.3 Les hépatocytes isolés intacts

4.3.1 Préparation

Les animaux sont mis a jeun 24 heures avant 'expérimentation afin de dépléter les réserves
de glycogéne hépatique et d’étudier uniquement l'effet des substrats exogénes utilisés sur le
métabolisme. Les hépatocytes sont isolés a partir de foies de rats méles selon la méthode de Berry et
Friend (Berry 1969) modifiée par Groen (Groen, Sips et al. 1982). Cette technique d’isolement repose
sur la digestion enzymatique sélective du collagéne de la matrice extra-cellulaire par la collagénase.
Cette technique consiste en une perfusion du foie en deux temps, d’abord avec du Krebs sans
calcium (solution I) puis ensuite avec du Krebs additionné de calcium et de collagénase (solution III).

Dans un premier temps, I'absence de calcium dans le liquide de perfusion altére les jonctions
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intercellulaires de type desmosomes dont le fonctionnement est dépendant du calcium, ce qui permet
a terme une meilleure action de la collagénase. Dans un deuxiéme temps la présence de calcium est

indispensable a l'action de la collagénase.

Quatre milieux sont utilisés :

- solution | - Krebs-Ringer-bicarbonate: NaCl 119,8 mM, KCI 4,8 mM, MgSO, 1,2 mM,
KH,PO,4 1,2 mM, NaHCO; 24 mM.

- solution Il - Krebs-Ringer-bicarbonate-calcium: Solution | additionnée de CaCl, 1,3 mM

- solution Il - Krebs-Ringer-bicarbonate-calcium-collagénase: 25 mg de collagénase type
IV (sigma C5138) pour 100 mL de solution Il.

- solution 1V - Krebs-Ringer-bicarbonate-calcium-BSA 1%: 5 mL de BSA délipidée a 20%
(p/v) pour 100 mL de solution II.

Les solutions utilisées sont saturées en carbogéne (95% O, / 5% CO,) et maintenues a 37°C,
pH 7,4. Les perfusions sont réalisées a des débits suffisants pour éviter toute anoxie des
hépatocytes.

Les rats sont anesthésiés par une injection intra-péritonéale de thiopental sodique (12,5 mg /
100 mg de masse corporelle). Aprés une laparotomie médiane, une ligature non serrée est placée sur
la veine cave inférieure au-dessus de la veine rénale. En amont de la ligature, il est effectué une
injection d’héparine (500 U.l diluées dans 0,3 mL de solution I) dans la veine cave inférieure afin
d’éviter la formation de thromboses intra-hépatiques qui nuiraient a 'oxygénation de I'organe. Une
ligature est posée et serrée au niveau du lobe caudal afin de réaliser une biopsie du foie. L’extrémité
du lobe est alors coupée a I'aide d’un ciseau et mis immédiatement dans du formol a 4%. La veine
porte est ensuite cathétérisée pour perfuser le foie dans le sens antérograde ce qui permet de rincer
I'organe (le foie se décolore) et de prévenir la formation de micro-caillots. La section immédiate des
vaisseaux pelviens empéche toute hyper-pression hépatique. Cette premiére perfusion, avec la
solution I, est réalisée a un débit de 25 mL/min durant 2 min environ. Durant ces deux minutes, une
rapide thoracotomie permet la mise en place d'une ligature non-serrée sur la veine cave inférieure
sus-hépatique. Le sens de perfusion est ensuite inversé, c’est-a-dire qu’il est réalisé dans le sens
rétrograde a partir de la veine cave inférieure sus-hépatique rendue accessible grace a une incision
dans l'oreillette droite. Les deux ligatures préalablement mises en place sont alors serrées induisant
un gonflement du foie et maintenant une pression de perfusion intra-hépatique suffisante. Cette
perfusion en circuit ouvert avec la solution | dépourvue de calcium, maintenue durant 20 min a 37°C a
un débit de 25 mL/min, permet de rincer le foie de ses hématies, d’éviter 'anoxie cellulaire et d’altérer
les jonctions intercellulaires dépendantes du calcium. Pendant ce temps, le foie est extrait de I'animal
par dissection, en prenant soin de ne pas léser la capsule de Glisson, et est placé sur une potence
(figure II.2). Il s’ensuit une perfusion en circuit fermé avec la solution Ill, comprenant de la

collagénase et du calcium nécessaire a I'activité de I'enzyme et limitant la déplétion des hépatocytes
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en calcium (figure II.2). Cette perfusion est effectuée pendant les 10 premiéres minutes jusqu’a un
débit de 25 mL/min. Celui-ci est ensuite augmenté progressivement a 40 mL/min, et est maintenu 15
a 20 min en fonction de I'efficacité de la collagénase. L'observation de la texture et de la morphologie

du foie permet de juger de I'état de digestion.

Figure II.2 : Systéme de perfusion rétrograde du foie.

A B

25 ml/min 40 ml/min

T

collagénase

Une fois disséqué, le foie est placé sur une potence et perfusé en circuit ouvert avec la solution T
thermostatée & 37°C et saturée en carbogéne (95% O, - 5% CO,) a un débit de 25 mL/min pendant 20
minutes (A). Dans un deuxiéme temps, le foie est perfusé en circuit fermé avec de la solution IT dans un
bécher ou la solution est thermostatée a 37°C et saturée en carbogene (95% O, - 5% CO;) (B). Au bout de

10 minutes le débit est augmenté jusqu'a 40 mL/min.

Au terme de la perfusion, le foie est séparé des structures vasculaires et du diaphragme,
placé dans un bécher puis fragmenté en petits morceaux a l'aide de ciseaux afin de détruire la
capsule de Glisson et libérer les hépatocytes. La suspension cellulaire obtenue est ensuite transférée
dans un erlen et agitée en présence d’'un mélange 95% O, / 5% CO, durant deux minutes, ceci
permettant d’oxygéner les cellules et de poursuivre I'action de la collagénase. Les fragments non-
digérés sont ensuite éliminés par filtration. Le filtrat obtenu est divisé en deux fractions égales qui
sont centrifugées a 50 g et 4°C pendant 2 minutes. Aprés cette premiére centrifugation, les
surnageants sont éliminés et les culots sont délicatement remis en suspension dans la solution Il
(préalablement saturée en carbogéne et conservée a 4°C dans de la glace). Au terme d’une

deuxieme centrifugation les surnageants sont a nouveau éliminés et les culots sont resuspendus

-97 -



Matériels et Méthodes

dans la solution IV et poolés pour une derniére centrifugation. Les cellules sont enfin suspendues
dans un faible volume de solution IV (10-13 mL). Cette suite de centrifugations a basse vitesse
permet I'élimination de la collagénase résiduelle ainsi que des débris cellulaires et des cellules mortes
ou non parenchymenteuses (comme les cellules de Kupffer ou les cellules endothéliales). La
suspension est filtrée puis saturée par le mélange 95% O, / 5% CO; pendant 2 min puis mise au

repos durant 1 heure a 4°C avant son utilisation.

4.3.2 Appréciation de la qualité de la suspension cellulaire

De nombreux paramétres sont susceptibles d’influer sur I'intégrité des hépatocytes et sur le
rendement de la préparation. Les principaux sont : la qualité de la technique opératoire et la rapidité
de son exécution, I'oxygénation, la température, le pH, le débit de perfusion, le temps de contact
entre le foie et la collagénase. Un foie mal perfusé présente des taches brunatres témoignant de la
formation de micro-thrombus suite a une injection d’héparine mal effectuée ou a une mauvaise
cathétérisation de la veine porte, ou encore des taches blanchatres reflétant une anoxie. De tels
signes se traduiront par un faible rendement de la préparation. La viabilité des cellules est appréciée
par examen microscopique de l'exclusion du bleu de Trypan 0,1% (m/v) ou un taux de plus de 85%
des cellules excluant le colorant atteste de la bonne qualité de la préparation.

La concentration cellulaire est évaluée par la pesée du culot d’hépatocytes obtenu aprés
centrifugation (7600 g, 2 minutes) de 250 pL de suspension cellulaire et est exprimée en mg
d’hépatocytes de poids sec estimé par mL. Pour cela, on admet que les cellules sont composées a 75
% d'eau. Cette approximation a I'avantage de donner une valeur immédiate, a 10 % prés, du poids
sec de la suspension cellulaire. Le poids sec final est obtenu par la différence, aprés dessiccation a
I'étuve (24 heures a 100°C), entre le poids d’un volume de 500 pL de suspension cellulaire et celui
d’'un méme volume de solution IV ayant servi a reprendre le culot cellulaire final aprés centrifugation.
De facon habituelle, il est obtenu entre 600 et 1000 mg de poids sec d’hépatocytes par foie isolé.
Sachant que 1 mg de poids sec correspond a 465 000 cellules (valeur obtenue par comptage sur
grile de Malassez), la perfusion d'un foie permet donc d’obtenir entre 280 et 465 millions
d’hépatocytes. Les résultats obtenus sur hépatocytes isolées sont exprimés en mg de poids sec

d’hépatocytes (mgps) dans la partie Ill Tome 1 et par 10° cellules dans la partie Il Tome 3.

4.4. Les adjpocytes isolés

En paralléle de la préparation de mitochondries, des adipocytes sont isolés. Aprés laparotomie
et excision du foie, les tissus adipeux blancs épididymal et rétropéritonéal sont rapidement prélevés
et pesés. Entre 1 et 2 grammes de tissu sont placés dans un milieu de culture type « Eagles »
contenant 2% de BSA et de la collagénase type | (1mg/7,5 mL), le reste étant congelé a -80°C. Les
tissus adipeux sont finement émincés a I'aide de ciseaux puis transférés dans un tube de 50 mL. Les

tubes sont placés de maniére inclinée dans un bain-marie thermostaté a 37°C sous agitation lente (80
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cycles/min) pendant 30 minutes. Au terme de I'incubation, les cellules sont dissociées par « va et
viens » avec une pipette, 10-15 mL de milieu « Eagles » sont ajoutés a la suspension cellulaire (c.a.d.
deux fois le volume initial), cela afin de diluer la collagénase et ainsi stopper son action. La
suspension est homogénéisée puis passée sur un filtre en nylon de 250um. Aprés 5 minutes de
décantation, les adipocytes sont remontés a la surface, et le milieu d’incubation, en dessous, est
éliminé par aspiration. 5 mL de milieu « Eagles » sont ajoutés aux cellules afin de rincer celles-ci de
la collagénase pouvant encore restée dans le tube. Aprés 5 minutes de décantation, le milieu est

aspiré, et 15 mL de milieu d’incubation sont ajoutés pour diluer la suspension.

5. Techniques d'étude utilisées sur mitochondries isolés

5.1 Analyse de la composition en acides gras des phospholijpides membranaires

5.1.1 Extraction et purification des lipides

Les lipides mitochondriaux sont extraits dans du chloroforme-méthanol (2:1, v/v) pendant 12 h
a température ambiante suivant la méthode de Folch (Folch, Lees et al. 1957). Aprés plusieurs
lavages et évaporations, les lipides sont récupérés et leur masse est déterminée. Les lipides sont
recueillis dans des tubes a bouchons téflonés et stockés a -30°C dans du benzéne-méthanol (2 :1,
v/v) jusqu’a leur analyse ultérieure. Les quantités de phospholipides totaux sont déterminées apres
minéralisation et dosage du phosphore libéré selon la méthode décrite par Fisk et Subbarow (Fisk
and Subbarow 1925)et modifiée par Abdul-Malak? (Abdul-Malak 1978).

5.1.2 Chromatographies sur Couche Mince (CCM) et en Phase Gazeuse (CPG)

Séparation bidimensionnelle des phospholipides : Les phospholipides sont séparés par
chromatographie sur couche mince bidimensionnelle. Cette séparation des phospholipides est
réalisée selon la technique décrite par Portoukalian et al. (Portoukalian, Meister et al. 1978) sur des
plagues de gel de silice G60 (Merck, Darmstad - Allemagne) de 10x10 cm. Une premiére migration
est réalisée dans I'éther diisopropylique afin de séparer les lipides neutres (cholesterol, triglycérides,
acides gras libres) des phospholipides. Une seconde migration est réalisée dans le systéme de
solvant chloroforme — acétone — méthanol — acide acétique — eau (50 :20 :10 :15 :5, v/v/viviv). Les
phospholipides (LPC, SM, PC, PI, PS, PE, DPG) sont ainsi révélés par le réactif de Dittmer et Lester
(Dittmer and Lester 1964), puis sont grattés dans des tubes a essai et minéralisés.

Méthylation des acides gras : Aprés la CCM, le dépét, contenant les phospholipides qui ne
migrent pas dans I'éther, est gratté dans un tube en verre a bouchon téfloné. La méthylation des
acides gras est réalisée dans du méthanol contenant du chlorure d’acétyle (0.5M), additionné de
benzéne — chlorure d’acétyle (2 :1, v/v). La réaction de trans-esterification est réalisée a 90 °C

pendant 2 heures. Les acides gras méthylés sont ensuite extraits et dissous dans de I’hexane.
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Séparation des acides gras méthylés par CPG: La séparation est réalisée sur un
chromatographe Chrompack CP 9001 (Les Ulys, France) équipé d’'un détecteur a ionisation de
flamme et d’'une colonne capillaire (0.25mm x 30 m) Omegawax 250 (Supelco, Saint Quentin
Fallavier - France). Le gaz vecteur utilisé est I'azote, avec un programme de température variant de
180°C a 250°C. L’intégration des résultats se fait a l'aide du logiciel d’acquisition Maestro de

Chrompack.

5.1.3 Fractionnement des différentes classes de lipides par extraction en phase solide

Les lipides totaux sont fractionnés par extraction en phase solide sur des colonnes
aminopropyle. La colonne est éluée successivement par différents systémes de solvants. Apres
évaporation des solvants sous azote, les différentes fractions ainsi obtenues sont déposés sur plaque
de chromatographie sur couche mince afin de séparer les différentes classes de lipides. Les lipides
sont déposés sur CCM dans du chloroforme-méthanol (2 :1, v/v) et séparés. Aprés développement et
séchage des plaques, les différents « spots » de lipides sont révélés par carbonisation a 180°C en

présence de 3% d’acétate de cuivre dissous dans de I'acide orthophosphorique a 8%.

5.1.4 Dosage des protéines

Les protéines sont dosées sur des aliquotes prélevés a partir de 'homogénat tissulaire obtenu
apres extraction des lipides. Le dosage est réalisé suivant la méthode de Bradford (Bradford 1976),

une solution d’albumine sérique bovine étant utilisée pour la gamme étalon.

5.2 Mesure de la Consommation d' Oxygéne

La consommation d'oxygéne par les mitochondries isolées est mesurée dans une chambre
d'oxygraphie thermostatée (37°C), fermée et agitée, munie d'une électrode de Clark mesurant en
continu la concentration d'oxygéne dans le milieu. L'électrode de Clark est composée d'une cathode
en platine polarisée a - 0,6 Volts et d'une anode en argent, immergées dans une solution a demi-
saturée de KCI, et isolées de la cuve de mesure par une membrane de téflon laissant diffuser
l'oxygéne. Dans ces conditions, les variations de courant induites par la réduction de I'oxygéne au
niveau de la cathode sont directement proportionnelles aux variations de la quantité d'oxygéne
dissoute dans le milieu d’incubation.

Au contact de la cathode (platine), 'oxygéne provenant du milieu a tester est réduit selon la

réaction suivante:

0O, +2H,O0+4e —» 40H

La réaction d’oxydation correspondante au niveau de I'anode (argent) est :
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4Ag +4CIF —»  4AgCl + 4¢

Il y a donc un faible courant électrique entre les 2 électrodes (4 électrons transférés par O,
réduit) proportionnel a la pression partielle d’O, dans le milieu électrolytique. Il est donc possible de
mesurer directement la vitesse de respiration des mitochondries en fonction des différents produits
ajoutés.

La consommation d’oxygéne est donc mesurée en continu dans un oxygraphe préalablement
calibré en effectuant un « zéro » sur de I'eau et un « 100% » d’oxygéne sur le milieu respiratoire. Le
« 100% » est obtenu aprés équilibration du milieu de respiration avec I'air atmosphérique par bullage
et correspond a la saturation du milieu en oxygéne dissout a cette pression atmosphérique (440
nanoatomes d’oxygene/mL, a 37°C dans un milieu KCI). Le « zéro » est le point correspondant a une
pression partielle en oxygéne nulle. Cette condition est obtenue par ajout de bisulfite de sodium

(NaSO;) dans de I'eau, lequel « consomme » I'oxygéne du milieu selon la réaction :

S0, +0, —» 2S0,*

Les mitochondries isolées de foie sont incubées a une concentration de 1 mg/mL dans un
tampon a pH 7,25 contenant 125 mM de KCI, 1 mM EGTA, 20 mM de Tris-HCI, 2 mM KH,PQO, avec,
ou sans, BSA délipidée (concentration finale de 0,3%). A ce tampon de respiration sont ajoutés
différents substrats respiratoires en concentrations saturantes, permettant d’isoler fonctionnellement

les différents sites de couplage de la chaine respiratoire.

= Pour le complexe | : 5 mM de glutamate / 1,25 mM de malate. Le malate génére du NADH
au sein de la matrice mitochondriale par I'intermédiaire de la malate déshydrogénase. Il est associé
au glutamate en raison du mode de transport de ces substrats (navette malate-aspartate).

= Pour le complexe Il: 5 mM de succinate / 0,5 mM de malate (maintient le niveau
d’oxaloacétate, inhibiteur de la succinate déshydrogénase) plus 1,25 uM de roténone (permet d’éviter
un flux inverse des électrons vers le complexe I). Le succinate est réduit en fumarate par la succinate
déshydrogénase, formant par cette réaction du FADH,.

= Pour le complexe IV: TMPD (N,N,N’ N tétraméthyl-1,4-phénylénediamine) 1-2 mM,
ascorbate 5 mM, myxothiazol 3,8 uyM et DNP (2,4-dinitrophénol) 75 uM. L’ascorbate céde ses
électrons au TMPD qui va réduire le cytochrome c, substrat de la cytochrome c oxydase. Le
myxothiazol permet d’éviter un flux inverse des électrons en inhibant le transfert d’électrons vers le
complexe lll, et le DNP permet d’apprécier la vitesse maximale de la cytochrome ¢ oxydase en

découplant I'oxydation des phosphorylations.
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= 100 uM d’octanoyl-carnitine: dérivé d’acides gras, sous leur forme active. lls vont étre
oxydés au niveau de la matrice et fournir des équivalents réduits (NADH et FADH,) aux complexes |
etll.

En présence de substrats les mitochondries respirent sous un état non-phosphorylant. L’état 3
ou phosphorylant est obtenu par ajout de 1mM d’ADP. L'état découplé est obtenu par I'ajout de
75 uM de DNP, ce découplant protonophore provoque une diffusion facilitée des protons dans le sens
de leur gradient de concentration, c’est-a-dire dans le sens de la dissipation du gradient électro-
chimique de protons. L’ajout du DNP stimule ainsi la vitesse de respiration de fagon maximale (figure
IT.3). L’état 4 est obtenu aprés addition d’oligomycine (1,25ug/uL), un inhibiteur de 'ATPsynthase, et

permet d’apprécier la respiration « résiduelle » due aux pertes énergétiques.

Figure II.3: Sites d'action des inhibiteurs et découplants de |'oxydation phosphorylante. Tiré de
(Nogueira 2001).

INHIBITEURS ET DECOUPLANTS

ATP

!TPase n H* oligomycine (inhibe la FOF1-ATPsynthase)

n H* FOF1-
ADP +Pi

-—> Proton leak

o 2,4-dinitrophénol découplant

nH <€ cyanure (inhibe le complexe VI)

X antimycine et myxothiazol
nH €— (inhibe le complexe IIT)

fumarate

malonate (inhibe le complexe IT)

succinate

NAD* roténone (inhibe le complexe I)
NADH + H*

-102 -



Matériels et Méthodes

5.3 Détermination du rapport ATP/O

Le rapport ATP/O correspond au rapport entre le flux de synthése d'ATP et celui de
consommation d'oxygéne. Il permet d’apprécier le rendement de I'oxydation phosphorylante, c'est-a-
dire I'efficacité avec laquelle I'énergie redox provenant de I'oxydation des substrats est convertie en
énergie permettant la synthése d'ATP.

Nous avons étudié ce rendement en concentrations sous-saturantes d’ADP (Fontaine,
Moussa et al. 1996), avec le systéme hexokinase, en présence de succinate/malate. En pratique, le
milieu de respiration KCI est supplémenté par 20 mM de glucose, 1 mM de MgCl, et 125 uM d’ATP.
La respiration est alors stimulée par I'addition de concentrations croissantes d’hexokinase (0,2-2
U/mL). L'ATP est utilisé par I'hexokinase, générant ainsi de I'’ADP qui secondairement stimule la
respiration. La quantité d’ATP utilisé est fonction de la concentration d’hexokinase, la synthése de
glucose-6-phosphate qui en résulte correspond a la synthése d’ATP par 'ATPase mitochondriale
(figure II.4).

La mesure des flux de synthése d'ATP et de consommation d'oxygéne est réalisée
simultanément dans un milieu KCI classique thermostaté a 37°C, avec une concentration finale de
BSA délipidée de 0,3%, et de mitochondries isolées de 1 mg/mL. Une mesure continue de la
respiration permet de vérifier que celle-ci reste constante durant la période étudiée. La production
d’ATP a été mesurée indirectement par la mesure de la production dans le temps de glucose-6-

phosphate.

Figure II.4 : Principe de mesure du rapport P/O.

Hexokinase
Glucose m————) Glucose-6-Phosphate

MgCl2
n ;P ATP A DP nH+

- ) /l
I Chdine respiratoire E %
ATPase
Substrats
+1/2 0, ADP

Substrats
+ H,0

ATP
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On enregistre la consommation d’oxygéne pendant 1-2 minutes, puis on effectue des
prélevements de la suspension mitochondriale, directement dans la chambre d’oxygraphie, a
intervalles réguliers (toute les 30 sec.), afin de quantifier la production d’ATP. Ces prélévements sont
immédiatement déposés dans un mélange d'acide perchlorique (10%) et d’EDTA (25 mM) et
maintenus a 4°C afin d'arréter les réactions enzymatiques. Aprés neutralisation par un mélange de
potasse (KOH 2 M) et de MOPS (0,3 M), les échantillons sont centrifugés 5 minutes a 13000g et a

4°C. Les surnageants sont conservés a -20°C pour des dosages ultérieurs.

5.4 Dosage du glucose-6-phosphate
Le dosage du glucose-6-phosphate est réalisé de maniere enzymatique selon la méthode
décrite par Bergmeyer (Bergmeyer 1974). Le principe de ce dosage repose sur la transformation du

NAD" en NADH lors d’une réaction catalysée par la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PdH).

G6PdH

glucose-6-phosphate + NAD*——> gluconolactone-6-phosphate + NADH,H"

La détermination de la concentration de NADH, qui présente un pic d'absorption maximal a la
longueur d'onde de 340 nm, est réalisée par un spectrophotométre avant et aprés I'action d'enzymes
dans un milieux de dosage de composition standardisée contenant les échantillons a analyser.

Selon la loi de Lambert-Beer :
=¢l.C

ou l'absorbance (A) est fonction de la concentration molaire (C) en NADH dans la cuve, | est la
longueur du trajet optique (largeur de la cuve = 1 cm) et ¢ est le coefficient d'extinction molaire du
NADH (6.22.10° M™.cm™).

350 pL des prélévements neutralisés sont placés dans 2 mL dun milieu de dosage
comprenant de la triéthanolamine chlorhydrate (50 mM), du chlorure de magnésium (7,5 mM), de
I'EDTA (3,75 mM) tamponné a pH 7,4 (pH optimum des réactions enzymatiques ci-dessus) par du
NaOH, et supplémenté avec 0,5 mM de NAD". Une premiére lecture de densité optique a 340 nm est
effectuée afin d'obtenir la valeur du blanc, puis il est ajouté 0,5 U.l de G6PdH. La cuve est

homogénéisée puis une deuxieme lecture de densité optique est réalisée 60 minutes plus tard.

5.5 Mesure de la conductance membranaire protonigue : proton leak

L’énergie libérée par I'oxydation des équivalents réduits au niveau de la chaine respiratoire,
sert a déplacer les protons de la matrice vers I'extérieur de la mitochondrie. Ce mouvement de
protons a deux conséquences: i) il crée un gradient de pH a travers la membrane interne
mitochondriale, avec une concentration de protons plus faible dans la matrice, donc un pH plus
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alcalin que dans le reste de la cellule. Il crée également ii) un gradient de potentiel électrique a
travers la membrane interne. La résultante de ces deux gradients constitue un gradient

électrochimique de protons (AuH") et correspond a une force appelée protonmotrice (Ap).

5.5.1 Principe de la mesure de Ap

Les lois de la thermodynamique imposent que lorsqu’un soluté S portant une charge z est
soumis a un potentiel de membrane AW, la variation d’énergie libre accompagnant le transport d’'une

mole de S est :
[S1]

AG =-RT In +zF AWY

[S2]

Avec R = constante des gaz parfaits ; T = température en degrés Kelvin ; F = constante de

Faraday ; z = la valence du soluté S.

Quand le soluté S est un proton, z est égale 8 1. On a donc :

[H+]dépar1
AG= -RTIn —————— +FAVY
[H+]arrivée

En remplagant le logarithme népérien par le logarithme décimal (facteur de correction = 2,3) et en

résolvant I'équation (log a/b = log a — log b) on obtient :

AG=FAY — 2,3 RT (Iog [H+] départ — |Og [H+] arrivée)

En remplacant — log [H+] parpHon a:

AG =F AY - 2,3 RT (pH arrivée — pH départ)

En d’autres termes, I'énergie stockée dans le gradient de protons est :

AG =F AY - 2,3 RT ApH

Dans ce cas, le gradient de protons est exprimé en Kcal/mol et est noté AuH+. Pour exprimer

la force protonmotrice en mV, il faut diviser par F. L’équation finale qui caractérise Ap est :

AuH+/F = Ap = AW — z ApH.
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Mesurer Ap reviendrait donc a mesurer simultanément AW et ApH.

5.5.2 Mesure de AY avec une électrode a TPMP*

Dans la pratique, on s’affranchit de la mesure de -zApH en convertissant le gradient de pH en
gradient électrique a l'aide d’un échangeur antiport K*/H*. Ainsi, en ramenant le gradient de pH a 0,
Ap se trouve inchangé mais s’exprime entierement sous la forme de AW.

Cette condition est obtenue en ajoutant un ionophore : la nigericine (65 ng/mL) a la
suspension de mitochondries.

La méthode quantitative utilisée repose sur la mesure de la concentration d’'une sonde
moléculaire chargée positivement, le cation triphénylméthyl phosphonium (TPMP?), dont la
distribution de part et d’autre de la membrane interne dépend du potentiel électrique. AW est calculé a
I'aide de I'équation de Nernst & partir de la mesure de la quantité de TPMP" présent dans le milieu
d'incubation ou milieu extra-matriciel (TPMPey;a). Connaissant la quantité initiale de TPMP" ajoutée
(TPMPgjous) dans le milieu et en appliquant un facteur de correction Bf (Binding factor) qui tient
compte de la fraction de TPMP* liée aux membranes et aux protéines ainsi que du volume des
mitochondries, on peut alors déterminer la concentration de TPMP" intra matricielle (TPMPj..) et

appliquer la relation :

RT [TPMPJintra
In
F [TPMP]extra

AW

Avec : [TPMPJintra = (TPMPgjouts -TPMPeyira) X Bf / [mitochondries]

On a donc la relation :

RT I ([TPMP]ajouté' [TPMP]mesuré) X Bf
n
F 0,001 X [TPMP]mesure X [Mitochondrie]

AW (mV) =

Avec In RT/F =61,7 a 37°C (R = 8,314 J/K/mol, T = 273 + t(°C) K et F = 96500 C/mol ).
La valeur de Bf est de 0,38 uL/mg de protéines pour le foie (Espie, Guerin et al. 1995).

5.5.3 Obtention d'une droite de calibration

Avant chaque mesure, un étalonnage est réalisé afin de prendre en compte les variations de
sensibilité de la membrane de I'électrode & TPMP" au cours du temps.

1 mg/mL de protéines mitochondriales hépatiques sont incubés a 37°C dans le méme milieu
respiratoire que précédemment en présence de 0,3% de BSA. En absence de substrat, I'activité de la

chaine respiratoire est nulle, il n’y a pas de potentiel de membrane proton dépendant.
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L’'ajout de 4 fois 0,5uM de TPMP" permet d’obtenir la réponse logarithmique observable sur le
tracé légendé de la figure 11.5. On construit alors la droite de calibration en mesurant les déflexions
D4, D, et D; observées aprés chaque addition et en appliquant la relation :

déflexion (mm) = f(log[TPMP]) (figure I1.5)

Figure II.5: Mesure simultanée de l'intensité de la respiration et du potentiel.électrique

oxygéne 1007m - — ——— — - -

k .
Succinate

TPMP*

D, {EBL=;
Nigéricine '
Malonate
Oxygéne
(% de saturation)
Log[TPMP] .
v 1
_“JOxygéne 0% m extra-matriciel min
I (mm)
TPMP+

La consommation d'oxygéne par les mitochondries (orange) conduit a une déflexion vers le bas. Pour le
tracé en noir (TPMP") une dérivation vers le haut traduit une augmentation de TPMP* dans le milieu.
Lorsque les mitochondries disposent de substrat (succinate) le fonctionnement de la chdine respiratoire
conduit a générer un potentiel de membrane provoquant une entrée de TPMP" dans la matrice chargée
négativement (dérivation vers le bas). Chaque ajout de malonate inhibe le complexe II ce qui conduit a
réduire la respiration et le potentiel de membrane; le TPMP* est progressivement libéré, le tracé remonte
jusqu'au niveau basal initial. Les variations de potentiel sont mesurées en mm (d1,d2,..dn) et traduite en
mV d l'aide de la droite de calibration. En paralléle, la valeur de respiration est obtenue en mesurant X et
Y (consommation d'oxygéne par unité de temps) comme précédemment décrit dans les mesures de
respiration conventionnelles.
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5.5.4 Variation de la force protonmotrice par titration au malonate : obtention des courbes de

Nicholls.

L’'ajout de succinate 5 mM (substrat du complexe Il) entraine I'activation de la chaine

respiratoire et de ce fait la création d’'un potentiel électrique transmembranaire AW. Les cations
TPMP* vont donc se répartir de part et d’autre de la membrane interne, motivés par le gradient de
charge, ce qui se traduit au niveau de I'électrode par une diminution de la concentration de TPMP”
dans le milieu.

L’addition séquentielle de malonate jusqu’a 3 mM (inhibiteur du complexe 1) ralentit peu a peu
I'activité de la chaine respiratoire induisant une diminution du potentiel trans-membranaire et donc le
re-largage de TPMP™ dans le milieu.

En fin de titration, une addition d’un ionophore (FCCP 0,4 uM) permet d’effondrer totalement
le potentiel de membrane donc de relarguer la totalité du TPMP* matriciel a I'exception de la fraction
liée aux mitochondries.

On mesure alors les déflexions d1, d2, ...dn traduites en variations de concentration de
TPMP* extramatriciel & I'aide de la courbe de calibration. AW est enfin calculé en appliquant
I'équation de Nernst (voir ci dessus). Le résultat (pertes énergétiques en fonction de AW) apparait
sous la forme d’une relation non linéaire caractéristique décrite pour la premiére fois par Nicholls en
1974 (Nicholls 1974).

5.5.5 Détermination du volume matriciel

La suspension mitochondriale (3 mg/ml) est incubée dans le méme tampon que pour la
respiration, supplémenté en *H,0 (2,25 uCi/mL) marqueur de I'espace total et en [*C]-mannitol (0,45
MCi/mL) marqueur de l'espace extra matriciel (le mannitol traverse la membrane mitochondriale
externe et évite une surestimation du volume mitochondrial). Aprés équilibration (4 minutes), un
aliquot de 450 L est prélevé et centrifugé (15000g, 1 minute), 100 uL de surnageant sont placé dans
4 ml de liquide de scintillation. Le reste du surnageant est aspiré et le culot est remis en suspension
dans 300 pL d'acide perchlorique a 7%. Aprés centrifugation (15000g, 2 minutes), 250 uL sont
prélevés et placés dans 4 ml de liquide de scintillation. Le double comptage "C/*H permet de
déterminer (s = surnageant; c = culot):

*Hc . Vs
le volume d'eau dans le culot = 3Hs

“Cc . Vs

I'espace extra matriciel = —-, Cs

et le volume matriciel = Vs [ (*Hc/*Hs) - ("*Cc/™Cs) ]
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avec *Hc = dpm tritium contenus dans le culot; *Hs = dpm tritium contenus dans le surnageant; "*Cc =
dpm "C contenus dans le culot; “Cs = dpm "C contenus dans le surnageant; et Vs = volume de
surnageant prélevé. Le volume matriciel peut étre exprimé en uL/mg de protéine en divisant le

volume par la quantité de mitochondries présente dans le culot.

5.5.6 Détermination de ApH avec des radioéléments

La suspension mitochondriale était incubée dans le méme tampon que pour la respiration,
supplémenté en [°H]-acétate (2,25 uCi/mL) et en ["*C]-mannitol (0,45 pCi/mL). Aprés équilibration on
détermine le rapport d’accumulation des formes ionisées de I'acide de part et d'autre de la membrane
selon le méme principe que pour le volume matriciel, rapport qui est ramené a un rapport de

concentration en utilisant le volume matriciel. A I'équilibre, on a:

(*Hc/PHs) — (**Cc/'Cs) }

ApH= log<Vs
P { Vm

5.5.7 Détermination de AW avec des radioéléments

La suspension mitochondriale (3 mg/ml) est incubée dans un tampon supplémenté par [*H]-
TPMP* (2,25 uCi/ulmL) et [**C]-mannitol (0,45 pCi/mL). Aprés équilibration (4 minutes), et ajout de 1
mM d’ADP, 2 aliquots de 450 uyL sont prélevés et centrifugés (15000g, 1 minute), 100 pyL de
surnageant sont placé dans 4 ml de liquide de scintillation. Les culots sont remis en suspension dans
300 pl d'acide perchlorique a 7%. Aprés centrifugation (15000g, 2 minutes), 250 uL sont prélevés et
placés dans 4 ml de liquide de scintillation. Le double comptage '“C/*H permet de déterminer (s =

surnageant; ¢ = culot):

(*Hc/PHs) x 0,38 - (*Cc/'Cs)
AY = -60log JVs
Vm

avec °Hc = dpm tritium contenus dans le culot; *Hs = dpm tritium contenus dans le surnageant; "*Cc =
dpm ™C contenus dans le culot; ™Cs = dpm 'C contenus dans le surnageant; Vs = volume de
surnageant prélevé, 60 = rapport 2,3RT/F (mV), et 0,38 = coefficient d’activit¢ du TPMP™ (Espie,
Guerin et al. 1995).

5.6 Mesure de la production mitochondriale de ROS par fluorimétrie

5.6.1 Principe
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La mesure de la production endogene d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) s’effectue
indirectement en mesurant 'apparition de peroxyde d’hydrogéne (H.O) issu de la dismutation (par la
SOD mitochondriale) de I'anion superoxyde produit par la chaine respiratoire.

Cette méthode a déja été utilisée au laboratoire dans le cadre d’autres expérimentations
(Servais, Couturier et al. 2003). En présence de la peroxydase de raifort (« horse raddish
peroxydase », HRP), I'acide homovanillique (acide 4-hydroxy-3-methoxy-penylacétique, HVA) réagit
avec le H,O, pour former un dimére fluorescent : I'acide 2,2dihydroxy-3,3'dimethoxydiphenyl-5,5'-

diacetique (A excitation : 312 nm, A émission : 420 nm) selon la réaction suivante :

2HVA + H,0, — HVA-HVA

La fluorescence est détectée a l'aide d’un fluorimétre puis traduite en pmoles d’'H,O, a l'aide

d’'une gamme étalon réalisée a partir d’'une solution mére de H,O, a 30% (v/m)

5.6.2 Mode opératoire

L’équivalent de 0,35 mg de protéines mitochondriales est placé dans une cuve en quartz avec
2 mL du méme milieu respiratoire que lors de la mesure de consommation d’oxygéne, a 30°C, en
présence de HVA (0,1 mM) et HRP (6 U/mL) sous agitation magnétique permanente. La chaine
respiratoire est alimentée par du succinate 5 mM (substrat du complexe Il) ce qui permet une
production de ROS par le complexe Il et, en absence de roténone, par le complexe | grace au flux
inverse d’électrons.

Les mesures étaient réalisées en l'état non phosphorylant (en absence d’ADP) a une
température de 30°C (imposée pour des raisons techniques de stabilité du signal généré en présence
de HVA/HRP et également pour limiter les fuites de protons au travers de la membrane interne, qui
augmentent avec la température), avec et sans roténone (5 uM).

Les mesures de respiration sont réalisées par polarographie dans les mémes conditions, a
30°C, a l'aide d’'un oxygraphe comme décrit précédemment, permettant de rapporter la production
d’'H,O, a la consommation d’0O, et donc d’exprimer les résultats en pmoles d’'H,O, par natomO

d’oxygéne consommeé et par mg de protéine.

5.7 Dosages spectrophotométrigues dactivités enzymatigues
Les échantillons de tissus (foie ou tissu adipeux brun) sont broyés dans un potter en verre a
4°C, dans un tampon de broyage (KH,PO, 100 mM, DTT 1 mM, EDTA 2 mM, pH 7,4) pour les
dosages de l'activit¢ de la catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPx) et la superoxyde
dismutase (SOD), ou dans un tampon phosphate (0,3mM, pH 7,7) + 10% de BSA pour la citrate
synthase (CS) et la 3-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase (HAD). Trois cycles de congélation
décongélation, a -80°C, sont effectués afin de rompre les membranes et ainsi libérer les enzymes

dans le milieu. Les tubes sont centrifugés a 3000 g pendant 5 minutes. Le surnageant est récupéré
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pour le dosage des activités enzymatiques. La concentration de protéine est déterminée sur le

surnageant par la méthode de Lowry (Lowry, Rosebrough et al. 1951).

5.7.1 Dosage de I'activité de la superoxyde dismutase (SOD ; EC.1.15.1.1)

La méthode spectrophotométrique utilisée permet une mesure de l'activité de la SOD de
maniére indirecte, en utilisant le systéme xanthine / xanthine oxydase comme producteur d'O,", et le
cytochrome ¢ oxydé (Flohe and Otting 1984). La réduction du cytochrome c¢ par I'O," est mesurée a
550 nm. La SOD issue des extraits entre en compétition pour l'utilisation du O," et donc limite la

réduction du cytochrome c.

xantine oxydase Générateur
xantine \ >  Acide urique D'02-
\ SOD
2 02_ > H202 + OZ
+2H"
Mesuré a

v

Cytochrome c oxydé Cytochrome c réduit

550 nm

La mesure est effectuée dans un tampon de réaction (xanthine [0,5mM], cytochrome ¢ 0,2mM,
KH,PO, 50mM, EDTA 0,1mM, pH 7,8) a 25°C. Le volume de xanthine oxydase a ajouter (0,01 U),
pour avoir une réduction du cytochrome c suffisante, est ajusté préalablement pour que la réduction
du cytochrome c, sans extrait, provoque une diminution de la DO de 0,025/minute.

La SOD cytosolique (CuSOD) a la particularité d’étre inhibée par le cyanure (1mM). Ainsi nous
distinguons les deux isoformes par une mesure en présence et en absence de cyanure, sans séparer
les mitochondries du cytosol. L’activité de la forme cytosolique est calculée en retranchant I'activité de
la SOD mitochondriale (MNnSOD) a l'activité de la SOD totale. Une gamme étalon de SOD est
effectuée dans les mémes conditions. Une unité d’'activit¢ de SOD est définie comme la quantité
d’enzyme nécessaire pour inhiber de 50% la réduction du cytochrome c. Les activités sont exprimées

en U/100 mg de protéines totales.

5.7.2 Dosage de I'activité de la glutathion peroxydase (GPx ; EC.1.11.1.9)

L’activité de la GPx est déterminée via la formation du glutathion oxydé (GSSG) a partir de
glutathion réduit (GSH) (Tappel 1978). Le systeme nécessite la présence d’un oxydant (cuméne-
H,0,) et de la glutathion réductase (GR) qui réduit le GSSG, en oxydant le NADPH en NADP.
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Cuméne-H,0, + 265H — 2% 6556 + H,0 oR 265H
umene- 2 2+ > + 2 m}

NADPH NADP

La mesure consiste donc a suivre, par spectrophotométrie, la disparition du NADPH a 340 nm,
a 37°C, dans un tampon réactionnel contenant : GSH 0,25mM, NADPH 0,12mM, GR 1U/mL et NaCN
10mM. Une mesure en présence du tampon réactionnel et de cuméne-H,O, (1mg/mL) est
préalablement effectuée. L’extrait est ensuite ajouté et la DO enregistrée. Le calcul de I'activité est fait
a partir du coefficient d’extinction molaire (€) du NADPH = 6,22.10°M™".cm™. L’activité est exprimée en

U/100 mg de protéines totales.

5.7.3 Dosage de I'activité de la catalase (CAT ; EC.1.11.1.6)

La méthode utilisée est basée sur la propriété de la catalase a dégrader le peroxyde
d’hydrogéne (Aebi 1984). Nous mesurons la disparition du H,O, par spectrophotométrie a 240 nm.
Les extraits (200uL) sont incubés 30 minutes & 0°C avec 2 pyL d’éthanol 95%. 2 uL de Triton a 1%
sont ensuite ajoutés et les homogénats sont centrifugés a 5000 g pendant 5 minutes. Le surnageant
ainsi récupéré sera utilisé tout d’abord seul. Cette mesure correspond au blanc. Puis 50 pyL de H,O,
(180 mM) sont ajoutés pour déclencher la réaction.

La constante de vitesse est définie telle que : K=2,3/At*log10(DOzéro/DOt) (Aebi 1984). Les

résultats sont exprimés en unité (U ou K)/mg de protéines totales.

5.7.4 Dosage de I'activité de la citrate synthase (CS ; EC.9.1.3.7)

La citrate synthase est une enzyme présente dans la matrice mitochondriale. Elle initie la
synthése de citrate a partir d’oxaloacétate (OAA) et d’acétyl-CoA. Elle est spécifique des
mitochondries. La mesure de l'activité de la citrate synthase (CS) est effectuée selon la méthode de
Srere (Srere 1969).

La CS a été mesurée sur les suspensions d’hépatocytes isolés. 50uL de surnageant est
prélevé et dilué dans 50uL de tampon Tris (100mM ; pH 8) et 10uL de Triton X100. 10uL de cette
solution dilué sont mélangés au milieu réactionnel (tampon Tris 100mM, acide 5,5’ dithio bis-2
nitrobenzoique (DTNB) 1mM, acétyl-CoA 3mM) pour le dosage de la CS. Une premiére lecture DO a
420nm et a 25°C, correspondant a l'activité basale, est réalisée. La réaction est initiée par ajout
d’OAA (1mM). Une deuxiéme lecture de DO, correspondant a I'apparition du TNB est effectuée toutes

les 30 sec. pendant 3 min.
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citrate synthase
2 acétyl-CoA + 2 OAA > 2 citrate + 2 CoA-SH

2 CoA-SH + DTNB » CoA-S-5-CoA + 2 TNB

Le calcul de formation de TNB est réalisé suivant la loi de Beer-Lambert, en utilisant le

coefficient d’extinction molaire (¢) du TNB (13,6 mM™".cm™). Les résultats sont exprimés en nmol/min.

5.7.4 Dosage de l'activité de la 3-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase (HAD; EC.1.1.1.35)

Les échantillons de tissu adipeux brun (40-50 mg) sont broyés dans un tampon phosphate
(0,3mM, pH 7,7) + 10% de BSA. La 3-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase est la troisieme enzyme d’un
cycle de p-oxydation des acides gras saturés. Le principe du dosage de l'activité repose sur la
mesure de la décroissance du NADH au cours de la réaction enzymatique. Les variations de DO sont

mesurées par spectrophotométrie 8 340 nm et a 25°C (Lowry and Passonneau 1973).

HAD
S acétoacétyl-CoA + NADH =) L-3 hydroxybutyryl S-CoA + NAD

10uL de I'échantillon sont mélangé au milieu réactionnel (EDTA 200mM, imidazole 40 mM,
NADH 10 mM, pH 7) a 25°C. Une lecture de DO est effectuée toutes les 5 sec. pendant 1 min. La
réaction est initiée par I'ajout de S acétoacétyl-CoA (5 mM). La lecture de DO de la réaction,
correspondant a la disparition de NADH, est réalisée a 340 nm et a 25°C. Le calcul de la disparition
du NADH est réalisé suivant la loi de Beer-Lambert, en utilisant le coefficient d’extinction molaire (¢)

du NADH (6,22.10° M".cm™). Les résultats sont exprimés en pmol/min/g prot.

5.8 Détermination de la concentration des cytochromes (aa3, b, ccl)

La détermination de la concentration en cytochromes de la chaine respiratoire a été faite par
spectrophotométrie (Williams 1964). Le spectre d’absorption des cytochromes varie selon leur degré
d’oxydoréduction. La suspension mitochondriale (5 mg/mL de protéines mitochondriales) est diluée
dans 2 mL de tampon sodium phosphate 0,1 M, 1% Triton 100X, pH 7,4, puis est répartie dans deux
cuves (1 mL par cuve) qui sont placées dans un spectrophotométre (double faisceau, thermostaté a
30°C). Dans la cuve échantillon, 10 uL d’ascorbate de sodium a 0,05 M sont ajoutés. Les cuves sont
homogénéisées par renversement, et aprés 1 minute les premiers spectres dits « basal » sont lus.
Les cytochromes sont ensuite réduits dans la cuve échantillon par addition de quelques cristaux de
dithionite de sodium et dans la cuve référence, les mitochondries sont oxydées par 10 uL de

ferricyanure de potassium a 0,5 uM. Les cuvettes sont a nouveau homogénéisées et aprés 1 minute
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une deuxiéme lecture de spectres est effectuée. Les spectres de base sont soustraits a leur spectre
oxydé ou réduit respectif.

La différence de densité entre les spectres réduits et oxydés a des longueurs d’onde précises
permet de calculer la concentration en cytochromes des mitochondries. La concentration en
cytochrome a+a; est déterminée par la différence entre Agys nm et Agzo nm (¢ =24 mM'1.cm'1), les
concentrations en cytochromes b entre Asgz nm et As7s nm (¢ =18 mM'1.cm'1), et c+c4 des différences

respectives entre Asso nm et Aszs nm ou Assq Nm et Asqyg Nm (e =18 mM'1.cm'1).

6 Techniques d'étude utilisées avec les hépatocytes isolés

6.1 Incubation en flacons fermés

Les hépatocytes isolés (entre 7 et 10 mg/mL dans 1,3 a 1,7 mL de milieu) sont incubés dans
des flacons en polypropyléne fermés contenant la solution IV (voir page 88), saturée en carbogéene
(95% 0O, -5% CO,). Le milieu contenant les différents substrats est thermostaté a 37°C a l'aide d’un
bain-marie, et maintenu en agitation permanente. Un prélévement de la suspension cellulaire (700
ML) est effectué a to et t3p. Cela permettra de doser I'accumulation extracellulaire des principaux
métabolites dans les différentes conditions étudiées (figure II.6).

Les prélevements cellulaires sont immédiatement acidifiés dans des tubes eppendorf
contenant de I'acide perchlorique (4% final, m/v), afin de précipiter les protéines et stopper ainsi les
activités enzymatiques, puis conservés a 4°C. Une centrifugation a 13500 g pendant 5 min permet
ensuite d'éliminer les protéines précipitées par l'acide perchlorique. Le surnageant est alors prélevé
(550 L) puis neutralisé avec un mélange de potasse (2 M KOH) et d'acide morpholino-
propanesulfonique (0,3 M MOPS). Les tubes sont conservés a 4°C pour les dosages enzymatiques

des métabolites qui sont effectués le jour méme, le pyruvate étant instable a la congélation.

Figure II.6 : Schéma d'un protocole d'incubation d’hépatocytes isolés.
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Les avantages immédiats de cette technique d’incubation résident dans la possibilité de
réaliser un grand nombre d’expérimentations en testant plusieurs conditions différentes de maniére
simultanée et assez simple. A I'inverse, les inconvénients majeurs de ce systéme sont principalement
liés a la nécessité d'utiliser des concentrations saturantes de substrats pour ne pas étre limitant au
cours du temps du fait de leur disparition progressive. Dans ces conditions particuliéres, les
hépatocytes n’approchent jamais de I'état stationnaire en raison, notamment, de I'accumulation des
produits du métabolisme qui peuvent exercer un rétrocontréle sur certaines voies métaboliques ou

étre réutilisés par la cellule.

Le foie étant le siege d’'un métabolisme important (néoglucogenése, lipogenése, ...), plusieurs

paramétres permettant de le quantifier sont mesurés :

1. le flux de glucose ou néoglucogenése [GIc]

2. le flux lactate + pyruvate ou glycolyse [L+P]

3. le rapport lactate/pyruvate (L/P) (état d'oxydo-réduction cytosolique a une constante prés)
(Williamson, Lund et al. 1967). NADH/NAD* oo = 1,1 10 X lactate/pyruvate

4. quantité de substrat métabolisé (2G+L+P)

5. les corps cétoniques, c’est a dire 3-hydroxybutyrate + acétoacétate ou cétogenése [CC]
(oxydation partielle des lipides)

6. le rapport 3-OHBut/AcAc (BOH/AcAc) (état d’oxydo-réduction matriciel) NADH/NAD" i = 4,93.107 X
3-OHBuUt/AcAc

Nous avons choisi deux types de substrats différents (hydrate de carbone et acide gras) pour

nos expériences.

=  Le dihydroxyacétone (DHA=condition contréle). Ce substrat, bien que non physiologique,
entre au niveau des trioses phosphates et est phosphorylé par la glycérokinase (GK) en DHAP. Les
carbones de ce composé vont s’orienter soit vers la glycolyse soit vers la néoglucogenése en fonction

de I'état énergétique de la cellule, c'est-a-dire du rapport ATP/ADP cellulaire.

= Le glycérol qui est catalysé dans un premier temps en glycérol-3-phosphate par la
glycérokinase (GK), puis en DHAP par la glycérol-3-phosphate déshydrogénase (G3PdH).
L’'orientation de ce composé vers I'une ou l'autre des voies métaboliques va dépendre du rapport
NADH/NAD".

=  Le lactate + pyruvate associé a un acide gras. La formation de glucose a partir de lactate et
pyruvate représente la voie « classique » de néoglucogenése, c’est in vivo la voie métabolique
physiologique essentielle des hépatocytes qui regoivent de grandes quantités de lactate provenant de
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l'intestin, des globules rouges ou des muscles. Elle est régulée au niveau du cycle PEP/pyruvate et le
cycle des fructoses (Groen, Vervoorn et al. 1983; Groen, van Roermund et al. 1986). De plus la
lactate déshydrogénase étant proche de I'équilibre, le rapport des concentrations de lactate et

pyruvate est proportionnel au rapport des concentrations de NADH/NAD" cytosolique.
=  L’octanoate est un acide gras a chaine moyenne (C8). Il est activé en acyl-coA dans la
mitochondrie ou il subit la B-oxydation qui conduit a la production d’acétyl-coA et d’équivalents réduits

(NADH et FADH.,).

= L’oléate est un acide gras a chaine longue (C18) qui entre dans la matrice mitochondriale via le

systéme de la carnitine transférase, pour étre p-oxydé et ainsi produire du NADH et FADH,.

Tableau II.3: liste des différents substrats et inhibiteurs utilisés sur hépatocytes isolés.

Inhibiteurs / Substrats Concentration utilisée

DHA 20 mM
octanoate 4 mM
DHA + octanoate 20/4 mM
oléate 2 mM
DHA + oléate 20/2 mM
Lactate  +  pyruvate

10/1/4 mM
octanoate
glycérol 20 mM
Roténone 5-10 uM
DNP 75 uM
Oligomycine 6,25 pg/ml
Myxothiazol 3,8 UM
TMPD 1-2 mM
Ascorbate 5mM
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6.2 Oxygraphie

Les mesures de consommation d’oxygéne sur hépatocytes intacts sont réalisées aprés
incubation des cellules (7 -10 mg/mL) en pots fermés dans de la solution IV selon un protocole
identique a celui décrit précédemment.

Aprés 15 minutes d’incubation dans les conditions a étudier et en présence des différents
substrats, 1,3 mL de suspension cellulaire, préalablement saturée avec du carbogene pendant 30
secondes, est prélevée et immédiatement transférée dans la chambre d’oxygraphie thermostatée a
37°C et agitée en continu. Aprés stabilisation de la respiration des hépatocytes, différents inhibiteurs
sont introduits dans la cuve a l'aide d’une seringue Hamilton évitant ainsi toute ré-oxygénation du
milieu par ouverture de la cuve. Les substrats et inhibiteurs utilisés sur hépatocytes sont indiqués

dans le tableau ci-dessus.

6.3 Dosage enzymatigue des métabolites extracellulaires

Les dosages des principaux métabolites extracellulaires sont réalisés par les meéthodes
enzymatiques décrites par Bergmeyer reposant sur la transformation de NAD® en NADH ou
inversement (Bergmeyer 1974).

La détermination de la concentration de NADH, qui présente un pic d'absorption maximal a la
longueur d'onde de 340 nm, est réalisée par un spectrophotométre avant et aprés I'action d'enzymes
dans des milieux de dosage de composition standardisée contenant les échantillons a analyser.
Aprés soustraction de I'absorbance du blanc, réalisé sur du milieu de dosage sans enzyme, a celle de
I'échantillon, la quantité de NADH calculée correspond stoechiométriquement a celle de produit
transformé par I'enzyme utilisée. Les concentrations des métabolites dans la cuve sont rapportées au

poids sec d'hépatocytes, en tenant compte de toutes les dilutions effectuées.

6.3.1 Dosage du glucose
Le dosage du glucose repose sur la transformation du NAD" en NADH lors d’une réaction

catalysée par la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PdH).

HK
glucose + ATP == glucose 6-phosphate + ADP

G6PdH
glucose 6-phosphate 7-? gluconolactone 6-phosphate

NAD(P)* NAD(P)H + H*

L’échantillon (60 uL) a doser est placé dans une cuve plastique contenant 2mL de milieu de
dosage standardisé (0,5 mM NAD", 0,625 mM ATP, 0,5 U.l. G6PdH NAD*-dépendante, 50 mM TRA-
HCI, 7,5 mM MgCl; et 3,75 mM EDTA ; pH 7,4 avec NaOH). Une premiére lecture de densité optique
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a 340 nm est effectuée afin d'obtenir la valeur du blanc puis, 0,3 U.I d'hexokinase est ajouté. La cuve

est homogénéisée puis une deuxiéme lecture de densité optique est réalisée 60 minutes plus tard.

6.3.2 Dosage du lactate
Le dosage du lactate repose sur la transformation du NAD* en NADH lors d’une réaction

catalysée par la LDH.

LDH
lactate 7-7 pyruvate

NAD* NADH

L’échantillon a doser (150 uL) est placé dans une cuve plastique contenant 1,5 mL de milieu
de dosage standardisé (0,75 mM NAD+, 0,4 M d’hydrate d’hydrazine et 0,4 mM glycine). La présence
de glycine rend le milieu de dosage basique (pH 9) et permet ainsi d’orienter la réaction dans le sens
du pyruvate. Une premiére lecture a 340 nm est réalisée puis la réaction est initiée par ajout de 5 U.I
de LdH. La cuve est agitée pour homogénéisation puis une seconde lecture est réalisée 90 minutes
plus tard.

6.3.3 Dosage du pyruvate

Le dosage du pyruvate repose sur la transformation du NADH en NAD". On mesure donc une
diminution du NADH lors de la réaction inverse de celle du dosage du lactate, également catalysée
par la LDH.

LDH
pyruvate 7‘? lactate

NADH NAD*

L’échantillon a doser (150 uL) est placé dans une cuve plastique contenant 1,5 mL de milieu
de dosage standardisé (0,2 mM NADH ; pH 7,4 avec un tampon phosphate 50 mM K;HPO4/KH,POy,).
Une premiére lecture a 340 nm est réalisée puis la réaction est initiée par adjonction de 1,25 U.l de
LdH. La cuve est agitée pour homogénéisation puis une seconde lecture est réalisée 15 minutes plus
tard.

6.3.4 Dosage du B-hydroxybutyrate

Le dosage du B-hydroxybutyrate (3-OH) repose sur la transformation du NAD* en NADH lors
d’une réaction catalysée par la 8 -hydroxybutyrate déshydrogénase (3-OHdH).
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S OHdH ] ]
-hydroxybutyrate acétoacétate
B-hyd butyrat 7'7 t tat

NAD* NADH

L’échantillon a doser (150 pL) est placé dans une cuve plastique contenant 1,5 mL du méme
milieu de dosage que celui utilisé pour le lactate. Le dosage du 3-OH peut ainsi étre réalisé sur le
méme échantillon a la suite de celui du lactate. Une premiére lecture a 340 nm est réalisée puis la
réaction est initiée par adjonction de 80 mU.l. de B-OHdH. La cuve est agitée pour homogénéisation

puis une seconde lecture est réalisée 90 minutes plus tard.

6.3.5 Dosage de I'acétoacétate
Le dosage de I'acétoacétate (AA) repose sur la transformation du NADH en NAD" lors de la

réaction inverse de celle du dosage du (-OH, également catalysée par la 3-OHdH.

] ] S OHdH
acétoacétate 7? B-hydroxybutyrate
NADH NAD*

L’échantillon a doser (150 yL) est placé dans une cuve plastique contenant 1,5 mL du méme
milieu de dosage que celui utilisé pour le pyruvate. Le dosage de I'AA peut ainsi étre réalisé sur le
méme échantillon a la suite de celui du pyruvate. Une premiére lecture a 340 nm est réalisée puis la
réaction est initiée par ajout 24 muU.I. de B-OHdH. La cuve est agitée pour homogénéisation puis une

seconde lecture est réalisée 45-60 minutes plus tard.

7 Techniques d'étude utilisées avec les adipocytes isolés

7.1 Cellularité

Une fois l'isolement des adipocytes effectué, la cellularité de la suspension est estimée. Un
comptage cellulaire est effectué sur une lame de Mallassez afin de déterminer la concentration de la
solution d’adipocytes. La mesure de la taille et du diamétre des cellules est également réalisée grace
a un micrométre monté sur le microscope (théoriquement, le diameétre d’'un adipocyte est en moyenne

de 60 um chez un Wistar).
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7.2 Lipolyse
Les adipocytes de chaque tissu (1 mL de suspension) sont incubés 30 min. a 37°C avec
différentes hormones dans des tubes eppendorf. 4 conditions d’incubations sont réalisées :
= un temps zéro, qui correspond a des tubes non incubés (quantité de glycérol présent dans la
solution a tp).
= une lipolyse basale, qui correspond a une incubation de 30 min. sans hormones.
= Une lipolyse en présence d’isoprotérénol (107 M), un agoniste B-adrénergique, connu pour
stimuler la lipolyse.
= Une lipolyse en présence d’isoprotérénol et d’insuline a deux concentrations différentes

(20pU/mL ou 100uU/mL). L'insuline est un inhibiteur de la lipolyse.

A la fin de I'incubation, les tubes sont centrifugés 10 sec. a 1000g afin de faire remonter les
adipocytes a la surface. La lipolyse est stoppée par aspiration des cellules. Un prélévement (50 uL)
est effectué a ty, et un deuxiéme au terme des 30 min. d’incubation (t3). Le glycérol est ensuite dosé
dans le milieu d’incubation. La différence de concentration entre les échantillons a t; et t3p nous
donnant ainsi un reflet de la lipolyse. Le dosage consiste en une méthode colorimétrique directe,
utilisant un systéeme chromogénique quinonéimine (ACSB) en présence de glycérol kinase,
peroxydase et glycérol phosphate oxydase. La quantité de glycérol produit est calculée a partir d’'une
gamme étalon réalisée a partir d’'une solution mére de glycérol a 1 mM.

Le dosage est réalisé avec un kit Randox. 50 pyL de milieu d’incubation sont mélangés a 1 mL

de réactif de dosage. Aprés 30 min. a température ambiante, la DO de la solution est lue a 520 nm.

glycérokinase

glycérol + ATP ==———=3 glycérol-3-phosphate + ADP

Glycérol-3-phosphate ,
glycérol-3-phosphate + O, phosphate dihydroxyacétone + H, O,

oxydase
Acide 3,5-dichloro-2-hydroxybenzene M} n-(4-antipyryl)-3-chloro-5-
sulphonique + 2H, O, + 4-aminophénazone sulphonate-p-benzoquinonéimine

Pour les expériences préliminaires, nous admettrons que le rendement d'isolement des
adipocytes est d'environ 60% et donc que la digestion de 1g de tissu adipeux donne finalement 600 pl
de cellules. La lipolyse est donc exprimée en nmoles de glycérol libéré par 100 pl d'adipocytes et par

heure.
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8 Techniques de biologie moléculaire

8.1 Extraction et dosage des ARN totaux

Environ 80 mg de tissu ont été broyés 15 secondes a l'aide d’un ultraturax dans 1 mL d’'une
solution Trizol (Invitrogen, France). L’extraction des ARNs totaux est obtenue par séparation de
phase (organique et aqueuse), les ARNs étant solubilisés dans la phase aqueuse. La concentration
en ARN a été dosée par spectrophotométrie en mesurant la densité optique a 260 nm et leur pureté
vérifiée par la mesure du rapport des densités optiques a 260 et 280 nm (supérieur a 1,8). L'absence

de dégradation des ARN a été vérifiée par électrophorése sur minigel d’agarose a 1 %.

8.2 Rétro transcription des ARN messagers et réaction de polymérisation en chaine (RT-PCR)
Cette étape permet de synthétiser des ADNc a partir d'ARNm. Pour cela, nous avons utilisé la
M-MLV RT (Moloney-Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) (Promega, France) en présence
d’oligo(dT) servant d'amorce et permettant la complémentarité avec la queue poly (A) de I'ARNm. En
effet, 1 ug d'ARN en présence d'1 pg d’oligo(dT) sont chauffés a 70°C pendant 5 minutes dans un
volume final de 17,5 pL. Cette étape permet la déstabilisation des structures secondaires, favorisant
ainsi la linéarisation des ARNm. Ensuite, 7,5 yL d'un mélange de RT sont ajoutés a chaque
échantillon. Ce mélange est constitué de 5 yL de Tampon M-MLV RT (5X), 20 U de Rnasin Inhibitor,
15 nanomoles de dNTP, 100 U de M-MLV RT. L'ensemble est incubé pendant 1h30 a 42°C,
permettant ainsi la transcription inverse, puis pendant 10 min a 70°C, favorisant la dénaturation de

I'enzyme.

8.3 Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Les différents jeux d'amorces ainsi que les nombres (n) de cycles utilisés sont répertoriés
dans le tableau 11.4.

L’amplification par PCR des ADNc est réalisée a partir 2,5 uL de produits de RT obtenus
précédemment mélangés a 5 pyL de tampon 10X, 2 yL de MgCl, (25 mM), 2,5 U de EurobioTaq Pol
(Eurobio, les Ullis, France), 1,5 uyL de dNTP (10 mM) et 1,5 uL d'amorces sens et antisens (15 uM)
(InVitrogen, Cergy Pontoise, France), pour un volume final de 47 pL. Aprés une dénaturation initiale a
94°C pendant 2 min, chaque échantillon subit un nombre de cycles de PCR (n) variable en fonction
des cibles. Chaque cycle comprend 1 min a 94°C (dénaturation), 1 min & 60°C (hybridation) et 1 min
a 72°C (élongation). Une étape finale de 10 min a 72°C est réalisée pour terminer I'amplification.
L’appareil utilisé est un thermocycleur Thermo Hybaid (Ashforf, UK). Un mélange de 1,5 yL d'amorce
sens et 1,5 uL d'amorce antisens de cyclophiline (15 uM) est ajouté dans chaque tube contenant les
amorces cibles de fagon a ce que cette derniére subisse toujours 23 cycles de PCR. La cyclophiline
sert dans ce cas de standard interne a I'’échantillon et est utilisée pour quantifier les ARNm cibles de

maniere semi-quantitative.
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Tableau IT.4: sequences des primer utilises pour la RT-PCR

Sense (' — 3') Antisense (5° — 3') taille (bp) n
(cycles)
cyclophiline | - - 4 AGT CCA TCT ACE GAG | CCA CAG TCE GAG ATE 6TE ATC 265 23
(9i62666570)
IL-6 GAC TEA TET TET TGA CAG CCA | CCA TTA G6A GAG CAT T66 AAG | 482 36
(9i7549768)
TNF-a
ATE AGC ACE GAA AGC ATE AT | CCT TET CCC TTE AAG AGA AC 442 32
(9i82524821)
TNF-R
GETCCEATCETC TTACTTCA | G6A GAA ATC TCC ACC T66 AA 443 27
(9i207361)
UCP1
GTE AAG ETCAGA ATE CAAGC | AGE 6CCCCC TTC ATE AGE TC 197 21
(NM_012682)
HDMCP
AAT CAA GAC TEA G6C CAA GTA | TETETC TEC AGE C66 AGT TT 302 24
(NM_001001509)
FAS GECCTE GAC TCE CTCATE 66 | TB6 6CC TEC AGC T66 GAG CA 514 26
(X62888)
ACC1
GTTECACAA AAG GAT TTCAG | C6CATT ACCATE CTC C6C AC 504 28
(J03808)
ANT 1
AGE GCTTTCTCTCCT TCT 66 | CCC TEC ACA GAG ACA CTE AA 355 30
(D12770)
ANT 2
TTCETA TCCCCA AGE AACAG | GAA GTT AGE CCA 6CA ACA 6C 508 30
(D12771)

8.4 analyse des produits PCR
L’analyse des produits de RT-PCR est faite par électrophorése sur un gel d’agarose a 1,5%
contenant du bromure d’éthidium. Aprés migration a 70 V pendant 30 min, les produits séparés sont
visualisés sous UV et le gel est photographié a I'aide d’un systéme d’analyse d’'images Kodak Digital
ScienceTM camera (DC120) qui permet de mesurer l'intensité lumineuse des bandes. L'analyse
semi-quantitative de I'expression du gene cible est déterminée par le calcul du rapport entre l'intensité

de la bande du géne cible et celle de la cyclophiline.

8.5 Western blot

Les protéines mitochondriales sont séparées par électrophorése au travers d'un gel de
polyacrylamide en présence de Sodium DodécylSulfate (SDS-PAGE: SDS-PolyAcrylamide Gel

Electrophoresis), détergent anionique qui confére une charge négatives les protéines.
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Pour une bonne séparation de la protéine étudiée par rapport aux autres protéines, nous
utilisons un gel a 13% d’acrylamide. Les protéines mitochondriales (20 pug pour le BAT) ont été
placées dans un tampon de charge (Tris 100 mM, glycérol 12,5%, B-mercaptoéthanol 2%, SDS 2% et
bleu de bromophénol 0,05%). Les échantillons sont ensuite chauffés a 95°C pendant 5 min, afin
d’assurer la dénaturation des protéines. Les protéines sont séparées par SDS-PAGE pendant environ
90 minutes a 110V, a température ambiante, dans un tampon Tris 25 mM, glycine 192 mM, SDS
0,1%. Sous l'action du champ électrique, les protéines chargées négativement se dirigent vers
I'électrode positive, I'anode.

Une fois I'électrophorése terminée, les protéines sont transférées du gel sur la membrane de
polyvinylidene fluoride (PVDF, Immobilon-P, Millipore), sous Il'action d’'un champ électrique. Le
transfert est réalisé pendant 1 heure a 300 mA et a 4°C dans un tampon contenant 50 mM de Tris,
386 mM de glycine, 20% de méthanol et 0,1% de SDS. Avant immunodétection, les sites de fixation
potentiels non utilisés de la membrane sont bloqués 12 heures a 4°C sous agitation douce avec une
solution a pH 7,4 de PBS (Phosphate Buffered Saline) 0,1%Tween 20 (polyéthyléne sorbitan
monolaurate, détergent non ionique) et 5% de lait écrémé en poudre.

La protéine d’intérét est détectée par immuno-marquage. L’anticorps primaire, anti-UCP1
(alpha-diagnostic, 1/15000) est dilué dans une solution de PBS-0,1%Tween 20 (pH 7,4) contenant
1% de lait, et mis en contact avec la membrane 1 heure a température ambiante sous agitation
douce. La membrane est ensuite lavée 2 fois 10 min et 1 fois 15 min avec une solution de PBS-
0,1%Tween 20 (pH 7,4) sous agitation vigoureuse. L’anticorps secondaire lié de maniére covalente a
I'enzyme HorseRadish Peroxidase (HRP) est préparé et utilisé comme l'anticorps primaire (dilution
1/5000). La membrane est ensuite lavée 4 fois 5 min et 1 fois 15 min avec une solution de PBS-
0,1%Tween 20 (pH 7,4) sous agitation vigoureuse. Puis la membrane est lavée 10 min dans une
solution de PBS sans Tween 20.

La détection de l'activité enzymatique de la HRP est réalisée gradce a une méthode de
chemiluminescence améliorée (Enhanced ChemiLuminescence, ECL plus, Amersham) permettant de
révéler la position des complexes antigéne-anticorps. La membrane est placée 1 min en présence
d’ECL puis une autoradiographie de la luminescence émise est réalisée. Les autoradiographies des
membranes sont analysées a I'aide d’un logiciel d’analyse d’images (Image J, NIH). Les bandes sont
quantifiées en unités arbitraires (UA).

La membrane est ensuite colorée avec un colorant spécifique des protéines (amido-black
0,1% dilué dans 25% d’isopropanol et 10% d’acide acétique). Cette opération permet de vérifier
’lhomogénéité de la charge des protéines dans les différents puits et de vérifier si I'électrophorése et

le transfert se sont bien déroulés.
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9. Dosages plasmatiques et tissulaires

9.1 Le glucose plasmatigue

La concentration plasmatique de glucose a été déterminée de maniére enzymatique selon la
méthode décrite par Bergmeyer (Bergmeyer 1974). Le principe est le méme que celui décrit
précédemment (6.3.1).

La glycémie est mesurée sur 50 uL de plasma. Les résultats sont exprimés en mM, et calculés

a partir d'une gamme étalon de glucose (0-1-5 mM).

9.2 Les acides gras libres (AGL) plasmatigues

Les AGL ont été dosés par une technique enzymatique grace a un test Nefa-C (Wako). Le

principe de dosage est le suivant :

Acyl-CoA
synthétase

AGL + CoA + ATP =———————> Acyl-CoA + AMP +Pyrophosphate

Acyl-CoA
oxydase

Acyl-CoA + O, enoyl-CoA + H,0,

3-méthyl-N éthyl-N (6 hydroxyéthyl) aniline  peroxydase
(MEHA) + 2H,0, + 4-amino-4-antipyrine

Chromogéne + 4 H,0

Les AGL sont convertis en Acyl-CoA par I'enzyme Acyl-CoA synthétase en présence des co-
facteurs CoA et ATP. La deuxiéme étape consiste en la formation de peroxyde d’hydrogéne par
I'Acyl-CoA synthétase aprés interaction entre I'Acyl-CoA et 'oxygéne. Dans la derniére étape, le
peroxyde d’hydrogéne transforme le MEHA et la 4-amino-4-antipyrine en un chromogéne, en
présence de peroxydase. Une coloration pourpre, proportionnelle a la quantité d’AGL, se développe.
L’intensité de la coloration est mesurée par spectrophotométrie a une longueur d’'onde de 550 nm.

Pour chaque dosage, 50 uL de plasma ont été nécessaire. Les résultats sont exprimés en
mM a partir d’un standard d’acide oléique (1mM).

9.3 Le glycérol (Gly) plasmatigue

Le glycérol a été dosé par une technique enzymatique grace a un test Randox. Le

principe de dosage est le suivant :
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glycérokinase

glycérol + ATP =————> glycérol-3-phosphate + ADP

Glycérol-3-phosphate
glycérol-3-phosphate + O, =——==3 phosphate dihydroxyacétone + H, O,

oxydase
Acide 3,5-dichloro-2-hydroxybenzéne M} n-(4-antipyryl)-3-chloro-5-
sulphonique + 2H, O, + 4-aminophénazone sulphonate-p-benzoquinonéimine

Le glycérol est converti en glycérol-3-phosphate par la glycérol kinase, en présence d’ATP. La
deuxiéme étape consiste en la formation de peroxyde d’hydrogeéne par la glycérol phosphate oxydase
aprés interaction entre le glycérol-3-phosphate et 'oxygéne. Dans la derniére étape, le peroxyde
d’hydrogéne transforme le DCHBS et la 4-aminopnénasone en un chromogéne (ACSB), en présence
de peroxydase. Une coloration rose, proportionnelle a la quantité de glycérol, se développe.
L’intensité de la coloration est mesurée par spectrophotométrie a une longueur d’'onde de 520 nm.

Pour chaque dosage, 30 uL de plasma ont été nécessaires. Les résultats sont exprimés en

mM a partir d’un standard de glycérol (100 pM).

9.4 Les triglycérides (TG)

La concentration en TG hépatique est estimée aprés extraction préalable des lipides du tissu.
50-100mg de foie sont broyé dans 1mL de potasse alcoolique (KOH 0,5 M, éthanol 95%) dans un
potter en verre. Le broyat obtenu est chauffé au bain-marie a 70°C sous agitation pendant 20
minutes. Les tubes sont ensuite laissés 10 minutes a température ambiante, puis 2 mL de MgSQO,,
7H,0 (0,15 M) sont ajoutés. Les tubes sont vortexés puis centrifugés 5 minutes a 10000g. Le dosage

est ensuite effectué sur la surnageant.

Pour le dosage, 10 uL de plasma ou 5 pL du surnageant de I'extraction hépatique sont
utilisés. Les TG sont dosés par une technique enzymatique a I'aide d’un kit Biomérieux. Le principe

de dosage est le suivant :

3 4 . I' ’ 3
triglycérides —== glycérol + acides gras

glycérokinase

glycérol + ATP =————> glycérol-3-phosphate + ADP

Glycérol-3-phosphate
glycérol-3-phosphate + O, phosphate dihydroxyacétone + H, O,

oxydase

peroxydase o
parachlorophénol + H, O, =2 quinonéimine + HCl+ 2H, O

+ amino-4-antipyrine
Les TG sont convertis en glycérol et acides gras par une lipase. La mesure de la

concentration de TG repose en fait sur le dosage du glycérol. La deuxiéme étape consiste donc en la
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conversion du glycérol en glycérol-3-phosphate par la glycérol kinase, en présence d’ATP. Le
peroxyde d’hydrogéne issu de l'interaction entre le glycérol-3-phosphate et 'oxygéne par la glycérol
phosphate oxydase, va transformer le parachlorophénol et 'amino-4-antipyrine en quinonéine, en
présence de peroxydase. Une coloration fuschia, proportionnelle a la quantité de glycérol, se
développe. L'intensité de la coloration est mesurée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de
505 nm.

Les résultats sont exprimés en yM pour le sérum et en mg/g pour le tissu, a partir d’'un

standard de glycérol (2,29 mM ou 2 g/L).

10. Analyse des Résultats et Statistiques

Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne +/- un écart standard a la moyenne
(sem). Les comparaisons statistiques ont été effectuées par un test d'analyse des variances
(ANOVA) pour comparer les groupes entre eux lorsque leur nombre était supérieur a 2, suivi d'un
test post hoc de PLSD Fisher. Les variations au sein d’'un méme groupe ont été comparées par un

test t de Student. Les analyses statistiques ont été réalisées grace au logiciel Statviews.
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III-1. Effets dun régime alimentaire enrichi en ljpides saturés

1. Introduction

Certaines études laissent supposer que si I'incidence de la stéatohépatite non alcoolique
(NASH : non alcoholic steatohepatitis) a augmentée au cours des derniéres années, parallélement
a l'obésité et au diabéte de type Il, cela est d0 a un changement de mceurs. En effet, avec la
« modernisation » et la sédentarisation, ’homme a changé son mode de vie et d’alimentation. Il est
devenu moins actif et a changé son alimentation riche en fruits et en Iégumes par une alimentation
riche (trop) en lipides. Cela est appuyé par une étude menée sur l'alimentation de patients atteints
de NASH (Musso, Gambino et al. 2003). Dans cette étude, effectuée sur 25 patients et sur une
durée d'une semaine, une augmentation de la quantité de lipides ingérés a été observée,
notamment en acide gras saturés (AGS), ainsi qu’une diminution des apports en fibre et vitamines
CetE.

A ce jour, I'étude de la NASH, que se soit au niveau des mécanismes de mise en place ou
une fois la pathologie bien établie, reste relativement limitée de part la difficulté de détection de la
maladie, méme si d’énormes progrés ont été réalisés au cours des derniéres années, et par un
manque de modeles d’étude. Il est trés difficile de se procurer du tissu hépatique frais humain en
quantité suffisante pour réaliser des études approfondies. Les modeéles animaux, et notamment
murins, nous permettent donc d’avancer dans I'étude de la NASH. Cependant, beaucoup sont des
modéles de la pathologie une fois celle-ci établie, mais peu, permet une étude de la pathogenése
de la NASH et donc des modifications impliquées dans le développement de celle-ci. Plusieurs
équipes ont travaillé sur des régimes alimentaires enrichis en lipides de durées plus ou moins
longues. Certains régimes induisent une stéatose sans autres complications, d’autre une NASH
mais peu développent simultanément les autres caractéristiques du syndrome métabolique qui

sont une obésité abdominale, une hyperlipidémie, une insulino-résistance etc.

Le premier objectif de cette étude a été de mettre au point un régime alimentaire enrichi en
lipides, notamment en acides gras saturés, dans le but d’'induire une NASH « physiologique » chez
le rat Wistar. Pour cela, deux corps gras différents ont été utilisés, contenant chacun un
pourcentage de lipides saturés différent. L’huile de coco (86% AGS) et du beurre alimentaire (51%
AGS et 0,2% cholestérol).

Le deuxiéme objectif était d’étudier les modifications hépatiques induites par la NASH, au

niveau cellulaire et mitochondrial.
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2. Composition des régimes

Afin de se rapprocher des habitudes alimentaires des patients atteints de NASH décrite par
I'équipe de Musso (Musso, Gambino et al. 2003), nous avons élaboré deux régimes alimentaires
enrichis a 45% (m/m) ou 67% (kcal total) en lipides saturés a partir de deux types de graisse
différentes (tableau ITI.1). Le premier régime est a base d’huile de coco, composé a environ 86%
de lipides saturés dont principalement d’acide laurique (C12 :0) et le deuxiéme a base de beurre,
comprenant 51% d’acide gras saturés dont principalement de d’acide palmitique (C16 :0) et une
petite quantité de cholestérol.

Des ratons au sevrage (3-4 semaines) ont regus I'un ou l'autre de nos régimes et cela

pendant 14 semaines. A 'age de 17-18 semaines les rats ont été sacrifiés pour permettre une

étude du métabolisme hépatocytaire et de la bioénergétique mitochondriale.

Tableau III.1

: composition des différents régimes alimentaires.

(9/kg) contrdle coco beurre
kcal/kg 2900 5600 5600
protéines 160 170 170
lipides 27 460 460
AGS (ac.slf)c;ir'/:que) (ac. I’E-)cxlliifique)
AGMI (ac. %?é/ioque) (ac. éllzque)
AGPT (ac. L?fol/;ique) (ac. Lii:l,éique)
carbohydrates 596 250 250
cellulose 44 20 20
sels minéraux 50 50 50
humidité 123 50 50

AGS : acides gras saturés ; AGMI : acides gras mono-insaturés ; AGPI : acides gras poly-insaturés

Les acides gras présents majoritairement sont notés entre parenthese. Les valeurs sont issues de I
United State Department of Agriculture, National Nutrient Database for Standard Reference.
(www.nal.usda.gov/fnic/foodcomp/search/)
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3. Problémes rencontrés

Plusieurs problémes ont été rencontrés au cours de cette étude, notamment au niveau de
la préparation et de la stabilité des régimes, mais également vis-a-vis de I'appétence de ces
aliments pour les rats. Le premier probléme auquel nous nous sommes heurté a été la
température de liquéfaction de notre huile de coco (25°C). Au dessus de cette température I'huile
devenait liquide et nos croquettes se répandaient dans la cage. Nous avons donc du réaliser toute
notre étude a une température de 22-23°C.

Le deuxiéme probléme rencontré se situait au niveau de I'état de conservation de la
nourriture une fois déposée dans la cage, en particulier pour le régime enrichi en beurre. Nous
avons remarqué une oxydation du beurre aprés deux jours passé dans les cages avec
dégagement d’'une odeur apre ayant pour conséquence une diminution de la prise alimentaire de
nos rats. Pour pallier a tout cela, nos deux régimes étaient préparés chaque début de semaine,
conditionnés sous forme de petites croquettes, et congelés afin d’avoir une forme, une taille et une
texture dure identique aux croquettes contrdle. Les aliments étaient changés tous les jours a 18h
juste avant I'extinction des lumiéres.

Enfin, le dernier probléme auquel nous avons du faire face a été un refus de s’alimenter de
la part des rats lorsqu’on ne leur présentait que le régime enrichi en lipides. En effet, nous avons
constaté la nécessité de maintenir une certaine quantité de croquettes standards dans nos cages,
en plus de nos croquettes enrichies en lipides, sans quoi les rats ne se nourrissaient pas.
Cependant nous avons observé une préférence croissante de nos animaux envers les régimes
enrichis durant les 14 semaines de I'étude. En effet au début du régime les rats mangeaient
environ 80% de régime standard et donc 20% de régime enrichi en lipides, alors qu’a la fin des 14
semaines leur alimentation ne comprenait plus que 60% de régime standard et 40% de régime
coco ou beurre (données non montrées). Pour chaque groupe, la quantité de chaque régime

ingéré est calculée par une pesée quotidienne de la nourriture.

4. Prise alimentaire

La prise alimentaire est mesurée tous les jours durant les 14 semaines de régime. Elle
correspond a la quantité de régime standard additionné ou non au régime hyperlipidique pour
chaque cage et par jour (contréle vs contréle+coco vs contrdle+beurre), nous permettant ainsi de
mesurer I'ingestion de chaque constituant du régime respectivement (lipides, glucides, protéines).
Les rats étant hébergés a quatre par cage, les résultats présentés ici sont en fait une estimation de
la prise alimentaire individuelle (prise alimentaire totale/4). Les résultats sont détaillés dans la

figure ITI.1 et sont exprimés en grammes par jour et par rat (g/j/rat).
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Figure III.1 : prise alimentaire des trois groupes de rats étudiés.
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La prise alimentaire est mesurée quotidiennement pour les rats contrdles, coco et beurre. Les résultats
sont exprimés en moyenne + SEM (g/jour/rat), n=10 pour le groupe contréle et le groupe coco, n=4 pour
le groupe beurre. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par une ANOVA suivie d'un test post hoc de
PLSD Fisher. $: coco vs. contréle ; £: beurre vs. contrdle ;%: coco vs. beurre.

Les trois groupes de rats présentent une augmentation de leur prise alimentaire identique
au cours des trois premiéres semaines de régime. A partir de la quatriéme semaine on observe
que les rats contrbles stabilisent leur prise alimentaire a environ 22 g/j/rat alors que les groupes
beurre et coco présentent une augmentation significative de la quantité de nourriture ingérée qui
va se stabiliser a environ 32 g/j/rat et rester stable jusqu’a la semaine 10. Au cours des 4 derniéres
semaines on constate une diminution de la prise alimentaire de ces deux groupes. Les valeurs du
groupe beurre tendent a rejoindre les valeurs contrbles alors que les valeurs du groupe coco
restent significativement supérieures (35-40 g/j/rat). Cette baisse s’explique par un probléeme de
stabulation au niveau de I'animalerie. En effet, les rats ont été en contact avec des rats d’'une autre
expérimentation ou ceux-ci déclaraient des crises récurrentes d’épilepsie, perturbant ainsi cette
étude. Nous pouvons supposer qu’en conditions « normales », la prise alimentaire du groupe
beurre serait restée stable aux environs de 32 g/j/rat. Il faut tout de méme remarquer que la prise
alimentaire des rats coco est significativement supérieure a celle des rats du groupe beurre au

cours des 4 derniéres semaines (p<0,05).

De maniere générale, lorsque l'on compare les évolutions des prises alimentaires de
chaque groupe, il apparait que les groupes ayant un régime enrichi en lipides ont une prise

alimentaire supérieure aux rats recevant un régime contréle (coco : p< 0,005 et beurre : p<0,05).
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5. Prise calorique

Les rats coco et beurre ayant un libre accés a l'alimentation standard ET enrichie en
lipides, nous avons voulu savoir si 'augmentation de la prise alimentaire était di a une ingestion
accrue de I'un ou de l'autre des régimes ou des deux. Nous avons également voulu savoir
I'influence propre de I'huile de coco et du beurre sur les préférences alimentaires des rats et leurs
répercussions en terme de calories ingérées.

La prise calorique est alors calculée sachant la valeur énergétique de chaque régime :
contréle = 2900 kcal/kg et régimes coco et beurre = 5500 kcal’kg. Comme pour les prises
alimentaires, les valeurs sont une estimation de la prise calorique individuelle (prise calorique
totale/4). Les résultats sont détaillés sur la figure III.2 et sont exprimés en kilocalories par jour et

par rat (kcal/j/rat).

Figure III.2 : prise calorique des trois groupes de rats étudiés.
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La prise calorique est calculée quotidiennement pour les rats contréles, coco et beurre. Les résultats
sont exprimés en moyenne + SEM (kcalories/jour/rat), n=10 pour le groupe contréle et le groupe coco,
n=4 pour le groupe beurre. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par une ANOVA suivie d'un test
post hoc de PLSD Fisher. $: coco vs. contréle ; £: beurre vs. contrédle ; %: coco vs. beurre.

Tout d’abord on observe que les rats contrdles stabilisent leur prise calorique a environ 69
+ 1 kcallj/rat aprés deux semaines de régime (figure III.2). Dés la premiére semaine on observe
une prise calorique supérieure chez les deux groupes de rats recevant un régime enrichi en
lipides. Les deux courbes se superposent jusqu’a la 3-4°™ semaine pour ensuite se stabiliser en
moyenne a 101 + 2 kcallj/rat pour le groupe recevant le régime enrichi en beurre, alors que la
courbe des rats coco continue a augmenter pour atteindre une prise calorique moyenne de I'ordre
de 166 + 7 kcal/j/rat au cours des quatre derniéres semaines. On observe donc ici une

augmentation de la prise calorique journaliére de nos deux groupes de rats recevant une
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alimentation enrichie en lipides. Cette augmentation est de + 143% (178 VS 73 kcall/j/rat ; p< 0,001)
pour le groupe coco et de +30% (95 VS 73 kcall/j/rat; p<0,05) pour le groupe beurre au cours de la

derniére semaine de régime.

Tableau ITIT.2: pourcentage calorique des lipides, protéines et carbohydrates dans chacun des trois

régimes étudiés.

semaine 3 16
contrdle  coco  beurre controle coco beurre

kcal/rat/ jour 45 64 62 73 178 95
% lipides 7 29 47 45 42
% AGS 0,8 26,6 320 413 28,0
% AGMI 2,2 18 13,0 2,8 12,0
% AGPT 4,0 0,6 2,0 0,9 2,0
% dérivé du régime contrdle 4 2 3 3
% dérivé du régime « high fat » 25 45 42 39
% protéines 16 14 13 13 13
% dérivé du régime contrdle 10 6 6 6
% dérivé du régime « high fat » 4 7 7 7
% carbohydrates 77 57 40 42 45
% dérivé du régime contrdle 48 25 27 31
% dérivé du régime « high fat » 9 15 15 14

Les résultats sont exprimés en % de calories totales.

L’augmentation de la prise calorique de nos deux groupes de rats coco et beurre est la
conséquence d'une ingestion accrue de nourriture, mais surtout d’'une augmentation de la
proportion de lipides absorbés. En effet, lorsque I'on calcule le pourcentage énergétique di a
ingestion de matiére grasse, on observe une nette augmentation de celui-ci chez les groupes
coco (45%) et beurre (42%) au terme des 14 semaines de régime, en comparaison au groupe
contréle (7%) (tableau IIT.2). On constate également que le groupe beurre, bien qu'en ayant

augmenté son ingestion calorique, maintient le pourcentage d’énergie provenant des lipides entre
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le début (47% kcal totale) et la fin du régime (42% kcal totale). Ce qui n’est pas le cas du groupe

coco qui a multiplié son pourcentage de calorie provenant des lipides par 1,5 (29% vs 45%).

Il apparait ici, que des rats soumis a un régime enrichi en lipides saturés ont une prise
énergétique augmentée. Cette augmentation semble étre fonction de la quantité et/ou du type
d’acides gras ingérés. Dans cette étude, ce sont les rats nourris avec un régime enrichi en huile de
coco (86% d’acides gras saturés dont une majorité d’acide laurique : C12 :0) qui présentent la
prise alimentaire et calorique la plus importante. Au terme du régime les 2 groupes de rats

recevant un régime enrichi en lipide ingérent en moyenne 45% (kcal totale) de graisse.
6. Poids des animaux et répartition tissulaire

Nous avons ensuite étudié les conséquences de cette augmentation de la prise alimentaire
sur I'organisme des rats. Un suivi de la masse corporelle des trois groupes de rats a donc été
effectué au cours des 14 semaines de régime. Au début de I'étude, les rats (méme &ge et méme
masse corporelle) sont répartis aléatoirement en trois groupes, recevant chacun un régime

alimentaire différent (contrdle, coco, beurre).

Tableau ITI.3: Evolution des masses corporelles et tissulaires des rats soumis a un régime enrichi
en lipides (coco ou beurre) pendant 14 semaines.

masse contrdle coco p beurre p
initiale (g) 101+5 96 + 4 100 +1
finale (g) 480+9 492 +5 544 + 22
foie (9/100g) 34+0,1 33+0,1 32+0,1

tissu adipeux blanc (g/100g)
24+0.2 38+02 * 40+06 *

(épididymal + rétropéritonéal)

muscle (mg/100g)
172 + 2 148+6 * 157 +4

(Soléaire + plantaris + EDL)

La
masse des tissus est exprimée par 100g de masse corporelle. Les résultats sont exprimés en moyenne +

SEM, n=10 pour le groupe contréle et le groupe coco, n=4 pour le groupe beurre. Les comparaisons
(p<0,05) sont réalisées par une ANOVA suivie d'un test post hoc de PLSD Fisher. % vs. contrdle.

Au terme des 14 semaines de régime, les rats ont pris entre 400 et 450g. Malgré un régime
alimentaire différent, la masse moyenne des trois groupes de rats n’est pas significativement

différentes (tableau III.3). A noter tout de méme une tendance, bien que non significative, a
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'augmentation chez les rats ayant regu le régime enrichi en beurre. On peut supposer que la non
significativité de ce résultat soit due au faible nombre de rats dans ce groupe (n=4). Lors de
chaque expérimentation, différents organes ont été prélevés et pesés. Les masses du foie, du
tissu adipeux blanc (épididymal plus rétropéritonéal), ainsi que la masse musculaire (soléaire,
plantaris et EDL) sont évaluées et exprimées par 100g de masse corporelle (tableau IIT.3).

Une augmentation significative de la masse du tissu adipeux blanc est observée chez les
groupes de rats coco et beurre (+58% et +67%, p<0,005) en comparaison aux rats contrdles. Les
régimes enrichis en lipides entrainent donc une augmentation de la masse des tissus de stockage
des lipides chez les rats coco et beurre. Parallélement a cela les deux groupes de rats, coco et
beurre, présentent une diminution de leur masse musculaire, qui est représentée dans notre étude
par la somme du muscle soléaire, du plantaire et de 'EDL de chaque patte postérieure. Cette
masse musculaire est significativement diminuée chez les rats coco (p<0,001), et cette diminution
est due principalement a la diminution des masses du soléaire et de 'EDL. Une tendance a la
diminution de la masse musculaire est également observée chez les rats beurre mais de maniere
non significative, certainement du fait du faible effectif de ce groupe. Enfin on n'observe aucune
variation de la masse du foie dans les trois groupes de rats.

Ces modifications de répartition tissulaire en réponse a une alimentation enrichie en lipides
ne sont pas surprenantes et sont en accord avec des études antérieures. En effet, il a été
démontré une réaction immédiate des rongeurs en réponse a une alimentation enrichie en lipides,
qui se traduit par une augmentation de I'ingestion calorique, de la dépense énergétique et de la
répartition tissulaire (Rothwell, Stock et al. 1982 ; Rothwell, Stock et al. 1985 ; lossa, Lionetti et al.
2003). De nombreuses autres études ont également décrit une augmentation du tissu adipeux
blanc de leurs animaux en réponse a un régime supplémenté avec diverses huiles (huile de coco,
huile d’olive, huile de Menhaden etc.) (Yagoob, Sherrington et al. 1995; Bizeau and Hazel 1999;
lossa, Lionetti et al. 1999). Cette augmentation du stockage des lipides a été associée a une
augmentation des capacités d’exportation des lipides hépatiques vers le tissu adipeux. En effet,
une étude (Srivastava 1996) menée avec des rongeurs nourris avec un régime contenant 20%
d’huile de coco montre une augmentation des VLDL et des LDL de 15-17% chez le rat et de 44%
chez la souris, cela est accompagné par une augmentation des apo E et B au niveau plasmatique.
Les capacités d’exportation des rats de cette étude seront mesurées et discutées plus loin dans le
manuscrit.

L’augmentation de la dépense énergétique en réponse a un régime enrichi en lipides, ou de
type « cafétéria », a été largement étudiée par I'équipe de Rothwell (Rothwell and Stock 1979;
Rothwell and Stock 1979; Rothwell and Stock 1982; Rothwell and Stock 1983; Rothwell and Stock
1985; Rothwell, Stock et al. 1985). Les auteurs ont ainsi démontré que des animaux recevant ce
type de nourriture montrent une réponse thermogéne accrue, une augmentation de la masse du

tissu adipeux brun (TAB) et de son contenu en protéines, notamment en UCP1 (Rothwell, Stock et
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al. 1985) en comparaison a des animaux contrdles (Yaqoob, Sherrington et al. 1995; Bizeau and
Hazel 1999; lossa, Lionetti et al. 1999). Les mammiféres possédent un tissu thermogéne
spécifique, le TAB, qui est caractérisé par une grande quantité de mitochondries et de protéine
découplante (UCP1) et qui par un mécanisme de découplage va permetire de dissiper I'excés
d’énergie sous forme de chaleur (Cannon and Nedergaard 2004). Le TAB est sous le contréle du
systéme nerveux sympathique via des neurones adrénergiques ((Himms-Hagen 1990). La
consommation d’un simple repas stimule l'activité sympathique du TAB, provoquant ainsi une
réponse thermogénique (Glick, Teague et al. 1981). C’est ce qui est appelé la « diet-induced
thermogenesis » ou thermogenése induite par I'alimentation. De plus, il a été montré qu’une
activation chronique du systéme nerveux sympathique, par un régime de type cafétéria de longue
durée, provoque une hypertrophie du TAB et une augmentation de la réponse thermogéne, cela
dans un but de protection contre I'obésité (Rothwell and Stock 1979 ; Brooks, Rothwell et al. 1980 ;
Glick, Teague et al. 1981 ; Richard, Boily et al. 1988). Les variations d’expression de la protéine

UCP1 dans les rats coco et beurre seront discutées plus loin dans ce manuscrit.

Malgré une masse corporelle identique, les rats soumis a un régime alimentaire enrichi en
lipides présentent une modification de la répartition des masses de leurs tissus. En effet, on
observe une augmentation de la masse des tissus de stockage, comme le tissu adipeux blanc, et
des tissus de « dissipation d’énergie », comme le tissu adipeux brun, ainsi qu'une diminution des

masses musculaires. La masse du foie reste inchangée.

7. Etude sur adipocyte isolés

7.1. Morphologie

En général, lorsqu’une masse adipeuse est augmentée en raison d’'une accumulation de
lipides, cela est di soit a une augmentation du nombre de cellule (hyperplasie) soit a une
augmentation de la taille des cellules (hypertrophie), soit les deux. Nous avons voulu savoir si
'augmentation de tissu adipeux observée suite au régime coco était due, au moins, a I'un de ces
phénomeénes. Des adipocytes ont été isolés a partir des tissus adipeux rétropéritonéal et
épididymal des rats contrOles et coco. Ces cellules ont ensuite été observées au microscope
optique afin de pouvoir mesurer leur diamétre et calculer leur volume (tableau IIT.4). Les
adipocytes des tissus épididymal et rétropéritonéal des rats contrdles présentent un diamétre quasi
identique. Par contre, il apparait, suite au régime coco, que ce diamétre est largement augmente,
+28% pour le tissu épididymal et +30% pour le rétropéritonéal. De ce fait les adipocytes des rats

coco ont un volume supérieur aux rats controles (tableau III.4), +112% dans le tissu adipeux
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épididymal et +113% dans le rétropéritonéal, indiquant une augmentation du stockage de lipides
sous forme de triglycérides au sein de ces tissus. Le régime supplémenté en beurre n’ayant pas
était réitéré lors de cette expérimentation, les mesure de diamétre et de volume n’ont pas été

réalisées sur les rats du groupe beurre.

Figure IIT.3: Détermination de la taille des adipocytes de tissu adipeux épididymal et
rétropéritonéal de rats soumis a un régime enrichi en lipides (coco) pendant 14 semaines.

controle |

rétropéritonéal

| épididymal
Diamétre (um) Volume (mm°)
contrdle  coco contrdle coco
rétropéritonéal 78+ 4 102:2 * 252 + 39 538+31 *
épididymal 71+3 91:6 * 190 + 22 403 +73 *

Le diametre des cellules des groupes contrdles et coco est mesuré sous microscope a l'aide d'un
micromeétre intégré, permettant ainsi le calcul du volume de chaque adipocyte. Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM, n=3. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par un test t de Student. %
vs. contréle.

Il ressort de cette étude que I'augmentation du tissu adipeux blanc des rats recevant un
régime enrichi en huile de coco est due, au moins en partie, a une hypertrophie des adipocytes.
Cela est en accord avec une étude menée sur trois espéces différentes, et qui a montré qu’'une
augmentation du tissu adipeux épididymal est due a une hypertrophie chez le rat et le hamster,
contrairement au cochon d’Inde (Di Girolamo and Mendlinger 1971). Plus récemment, ces mémes
auteurs ont réalisé une étude dans laquelle elle a déterminé la proportion d’hyperplasie et
d’hypertrophie impliquées dans le développement de quatre tissus adipeux différents au cours du
temps (Di Girolamo, Fine et al. 1998). Il apparait que chez un rat contréle de masse moyenne de
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489g, le tissu adipeux blanc représente 5,6% de cette masse, répartie entre les tissus
mésentérique (15,3%), épididymal (30,3%), rétropéritonéal (23,3%) et inguinal sous-cutané
(31,1%). Or si I'on considére les deux tissus qui nous intéresse dans notre étude, il ressort de cette
étude que la « croissance » du tissu adipeux épididymal est la conséquence a 65% d’une
hypertrophie et a 35% d’une hyperplasie, alors que la répartition est de 42% vs 58%
respectivement pour le tissu adipeux rétropéritonéal. Ces deux études confirment bien la capacité
de stockage de lipides, en augmentant la taille de leur adipocytes, des tissus adipeux épididymal

et rétropéritonéal.

7.2. Lipolyse

Si le tissu adipeux « viscéral » a la capacité d’augmenter le volume de ses cellules et donc
de stocker les lipides sous forme de TG, on peut se poser la question de sa capacité a mobiliser et
hydrolyser ces méme TG. Une expérience préliminaire, sur quelques rats des groupes coco et
contrOle, a été réalisée afin d’évaluer la lipolyse des deux types de tissus adipeux blancs : le
rétropéritonéal et I'épididymal, ainsi que leur sensibilité a I'insuline. Les adipocytes des rats des
groupes contrdle et coco sont isolés et incubés avec de I'isoprotérénol (107 M), un agoniste B, en
présence ou non d’insuline (20pU/mL ou 100pU/mL). Un premier prélévement est effectué (t=0)
puis un deuxiéme aprés 30 min d’incubation (t=30). La production de glycérol pendant les 30
minutes, reflétant la lipolyse, est mesurée dans chaque condition. Les résultats sont présentés
figure IIIL.3.

Régulation de la lipolyse isoprotérénol

Fa

k. B-odréncrgique R. insuline

% L'isoprotérénol est un agoniste béta,
qui stimule la synthese d'’AMPc, et donc aprés
une cascade de réactions stimule la
dégradation de triglycérides en acides gras +
glycérol

AMPg L a0
Fp

PK4 mactive — PK4, active

R/

% L'insuline est un inhibiteur de la

lipolyse. Elle stimule une phosphodiéstérase LHS inective 55 '-"':_"'"‘.-
(PDE) qui en dégradant 'AMPc en AMP va “i,w T6
inhiber la lipolyse. .
4G + ghycerol
adipocyte

On observe, chez les rats contrbles, une stimulation de la lipolyse par I'ajout d’isoprotérénol

(10 M) au niveau du tissu adipeux rétropéritonéal (+45%) par rapport a la lipolyse basale (figure
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ITI.3). Au niveau du tissu adipeux épididymal, la stimulation observée en présence de I'agoniste
béta est beaucoup plus faible (7%). Cependant, il faut noter que la lipolyse basale présente un
niveau haut, ainsi qu’une trés forte dispersion des valeurs. L’absence de stimulation observée est
donc peut étre due a une lipolyse basale trop élevée. Une autre possibilité serait que le tissu
adipeux épididymal requiére une dose d’isoprotérénol supérieure pour observer les mémes effets
que sur le tissu rétropéritonéal.

Sur les adipocytes de rats coco, bien que les résultats soient non significatifs en raison du
faible nombre d’animaux, on observe une lipolyse basale inférieure a celle des rats contrbles, quel
que soit le tissu (rétro: 11 £ 2 vs 6 £ 2 et épi 13 £ 12 vs 6 = 4 nmol/100uL¢/h). L’incubation des
adipocytes en présence d’isoprotérénol induit également une stimulation de la lipolyse, tant au

niveau du tissu adipeux rétropéritonéal (+66%) que du tissu adipeux épididymal (+50%).

Figure III.4: Effet d'un régime enrichi en lipides (huile de coco) sur la lipolyse d'adipocytes en
présence d'isoprotérénol plus ou moins insuline.

30 - ftissu adipeux rétropéritonéal 30 + tissu adipeux épididymal
25 - 25 -
< < [] groupe contrdle
S 20 - S 20 -
2 g' [l 9roupe coco
o
g 15 § 15 -
o °
£ 10- £ 10 -
5 5
0] 0
basal Iso basal Iso
20 tissu adipeux rétropéritonéal 20 - tissu adipeux épididymal
15 15
= =
s s
- |
Y 3
o
8 10 - S 10 -
N N
o o
£ £
5 5
0 0
Iso Iso + Ins20 Iso + Ins100 Iso Iso + Ins20 Iso + Ins100

Les adipocytes de rats contrdle ou coco sont incubés en présence de 107M d'isoprotérénol (iso) +
20pU/ml ou 100pU/ml d'insuline (Ins20, Ins100). La production de glycérol est déterminée au terme
des 30 min d'incubation. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. n=3-4.
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L'effet de l'insuline sur la lipolyse est ensuite mesuré sur des adipocytes contrbles. Deux
doses d’insuline ont été testées (20uU/ml ou 100pU/ml) sur les adipocytes incubés en présence
d’isoprotérénol (figure III.3). L’incubation des adipocytes contréles avec la premiére dose
d’insuline (Ins20) induit une inhibition de 13% sur le tissu adipeux rétropéritonéal et de 50% sur le
tissu épididymal par rapport a la lipolyse en présence d’isoprotérénol. Cette inhibition de la lipolyse
est d’autant plus importante que I'on augmente la dose d’insuline (Ins100) avec 25% et 57%
d’inhibition respectivement.

L’incubation d’adipocytes de rats coco avec de I'insuline (Ins20) induit une inhibition de la
lipolyse de 10% sur tissu adipeux rétropéritonéal et de 22% sur épididymal (figure ITI.3). L’action
de l'insuline sur le tissu rétropéritonéal est identique entre les adipocytes coco et contrbles, par
contre celle-ci est 2 fois plus faible sur le tissu épididymal par rapport au tissu contréle (-22% vs -
50%). De plus, on observe dans les adipocytes coco que, méme en augmentant la dose d’insuline
(Ins100), linhibition de la lipolyse naugmente quasiment pas et reste de 10% sur le tissu
rétropéritonéal et de 11% sur I'épididymal. Il semble que, dés la premiére dose d’insuline, nous
ayons atteint une inhibition maximale de la lipolyse chez les rats coco.

Il ressort de cette expérience préliminaire plusieurs constats. Tout d’abord, il semblerait
que la sensibilité a I'insuline soit différente entre le tissu adipeux épididymal et rétropéritonéal.
Cela s’observe dans les deux groupes de rats. Deuxiemement, les adipocytes de rat coco
semblent présenter une sensibilité moindre a I'isoprotérénol et a l'insuline en comparaison aux
adipocytes controles. Cela pourrait s’expliquer par une diminution de la quantité, ou de l'affinité
des récepteurs B-adrénergiques et des récepteurs a l'insuline. En effet, de récentes études ont
démontré une modulation de I'expression et de la fonction des récepteurs adrénergiques du tissu
adipeux blanc chez des souris obéses ob/ob ou chez des souris ou des rats, recevant un régime
« high fat » (Collins, Daniel et al. 1994 ; Llado, Rodriguez-Cuenca et al. 2002). De méme, il a été
montré, chez 'homme et sur l'animal obéses, que la diminution de la sensibilit¢ a l'insuline
observée sur tissu adipeux, était associée a une diminution du nombre de récepteurs (Kahn,
Neville et al. 1973 ; Olefsky 1976 ; Alemzadeh, Jacobs et al. 1996). Il semble donc que les rats
coco, tout en conservant une masse totale identique aux contréles, présentent un tissu adipeux
blanc «viscéral » avec des caractéristiques dobéses, dont la mise en place d'une
insulinorésistance. Il faut tout de méme rappeler que ces résultats ne sont que des expériences
préliminaires réalisées sur trés peu de rats. Cela explique aussi les forts SEM et la non
significativité des résultats. D’autres expériences de ce type avec plus d’effectif, doivent donc étre

réalisées pour confirmer ou infirmer ces résultats.

Les résultats préliminaires de la mesure de la lipolyse du tissu adipeux « viscéral » des rats

coco semblent montrer une diminution de celle-ci en comparaison a des rats contréles. De plus,
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cela semble étre accompagné par une insulinorésistance des adipocytes de ce groupe. Le tissu
adipeux « viscéral » des rats coco semble donc présenter les caractéristiques typiques du tissu

adipeux d’obeses.

8. Profil plasmatique

Au vu de la modification de répartition des masses grasses induite par le régime enrichi en
lipides, nous avons voulu établir le profil plasmatique des rats. Les mesures ont été effectuées a
I'état nourri ou aprés 24h de jelne. Or, il apparait que les rats contréles maintiennent leur glycémie
et leurs concentrations plasmatiques d’acides gras non estérifiés (AGNE) et de triglycérides (TG)
au méme niveau quel que soit le statut nutritionnel. Ce résultat est étonnant, on s’attendait a une
diminution de la glycémie aprés 24h de jeGne. Le manque de différence de glycémie entre les
statuts nutritionnels pourrait est di au moyen de sacrifice des animaux. En effet, pour des raisons
expérimentales, les animaux a jeun sont anesthésiés avec du thiopental sodique au moment du
sacrifice, alors que ceux nourris ne le sont pas. Or il a été démontré un effet hyperglycémiant de
certains anesthésiques de la famille des barbituriques, comme le pentobarbital (Penicaud, Ferre et
al. 1987), famille a laquelle appartient le thiopental. Ce facteur pourrait expliquer le fait que les rats
contréles aient une glycémie identique dans les deux conditions nutritionnelles. Les rats coco ont

une glycémie similaire aux rats contréles (nourri et a jeun).

Tableau III.4: Variables plasmatiques des rats soumis a un régime enrichi en huile de coco
pendant 14 semaines

contrdle coco
a jeun nourri a jeun nourri
glycémie (mmol/L) 7,4+09 81x+1 90+0,3 83+05

AGNE (mmol/L) 0,7+01 06+01 09+0,1% 08+0,1 %

TG plasm (mmol/L) 10+01 16+0,2 14+01 24 +0,1%£

AGNE : acide gras non estérifié, TG : triglycéride nd : non déterminé.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n=4-5. % Significativement différent des contréles; £:
a jeun vs nourri (p<0,05).

Le profil lipidique plasmatique des rats contrdles est également surprenant entre I'état
nourri et a jeun. En effet, les concentrations en AGNE et en TG sont identiques dans ces deux

conditions (tableau III.4). Pourtant, il est classiquement observé une augmentation des AGNE et
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une diminution des TG lors du jeQine (Letexier 2004). Cela est di a une stimulation de la lipolyse
adipocytaire et a une diminution de la lipogenése hépatique, afin de fournir des substrats aux
différents tissus. A la vue de ces résultats on peut donc se poser la question de la validité des
ceux-ci. La raison pourrait étre la non intégrité du plasma. En effet, on peut supposer que les
congélations/décongélations successives des échantillons pourraient provoquer la dégradation des
TG, faussant ainsi les résultats. Les mesures obtenues sur plasma de rats coco ayant été
réalisées en méme temps que celles des rats contréles, la validité de celles-ci est donc également
discutable.

Cependant, si on se base sur les résultats préliminaires de la lipolyse, on aurait pu
s’attendre a observer a un taux d’AGNE supérieur et de TG inférieur aux contrdles en raison de
insulinorésistance du tissu adipeux, ce qui correspond au profil plasmatique classiquement
observé chez des animaux obéses. Des dosages a partir de plasma frais seraient tout de méme

nécessaires afin de vérifier cela.

9. Etude hépatique

9.1 Analyse histologigue et triglycérides hépatigues

Lors de chaque expérience des petits morceaux de foie sont prélevés pour étre congelés a
-80°C ou fixés dans du formol a 4%. Une analyse histologique est réalisée afin de mettre en
évidence la présence de stéatose et de fibrose sur les foies des différents groupes de rats (figure
III.5) afin de vérifier si les régimes hyperlipidiques induisent ou non une NASH.

Le seuil inférieur de présence de stéatose a été fixé a 5% des hépatocytes touchés.
Quelques gouttelettes lipidiques sont observables chez les groupes coco et beurre (indiquées par
les fleches rouges sur la figure I11.5), mais dans des proportions largement inférieure a 5%. Aprés
analyse histologique, il apparait qu’aucun des trois groupes ne présentent de stéatose hépatique.

De plus, aucune inflammation ni fibrose ne sont observées dans les groupes étudiés.
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Figure III.5: Analyse histologique de coupe de foie des rats soumis a un régime enrichi en lipides
(coco ou beurre) pendant 14 semaines

Aprés fixation dans du formol, les coupes de foie de rats contrdles (A), coco (B) et beurre (C) sont
colorées avec de I'hématoxyline & éosine ainsi que la réticuline et observées a un grossissement de 10X.
Les fléches rouges indiquent la présence de microvésicules lipidiques. n=10 pour les groupes contréle et
coco, et n=4 pour le groupe beurre.

Les observations histologiques sont confirmées par un dosage hépatique de triglycérides
(figure III.6). Les rats nourris avec un régime enrichi en lipides ne présentent aucune modification
significative du contenu en TG hépatiques par comparaison aux rats contréles. On peut noter tout

de méme une tendance a une augmentation du contenu en TG chez le groupe beurre, mais de

maniére non significative.

Figure III.6: Evolution du contenu en triglycérides hépatique des rats soumis a un régime enrichi
en lipides (coco ou beurre) pendant 14 semaines.
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Le contenu en TG hépatique est mesuré chez les groupes contrdle, coco et beurre. Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM, n=10 pour le groupe contréle et le groupe coco, n=4 pour le groupe beurre.
Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par une ANOVA suivie d'un test post hoc de PLSD Fisher. %

vs. contrdle.

Malgré une ingestion de lipides (kcal tot) trées augmentée au terme des 14 semaines de
régime enrichi en huile de coco ou en beurre (+143% et +30% respectivement), les rats de ces

deux groupes ne développent pas de stéatose hépatique ni de NASH. La question se pose donc
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du devenir des lipides ingérés, puisque ceux-ci ne sont pas stockés au niveau du foie. Plusieurs
hypotheses peuvent étre proposées afin d’expliquer cela. Tout d’abord, si les lipides ne sont pas
stockés au niveau du foie, ils sont peut étre exportés et stockés au sein d’un autre tissu. Cette
hypothese est renforcée par I'observation d’une augmentation du tissu adipeux blanc chez les rats
coco (+58%) et beurre (+67%). Une deuxieme hypothése peut également étre proposée pour
expliquer I'absence de stéatose. Si les lipides ne sont pas stockeés, ils pourraient étre utilisés et

oxydés de maniere accrue au niveau du foie.

9.2 Respiration mitochondriale

Les rats recevant un régime enrichi en lipides ne développent pas de stéatose hépatique
malgré une ingestion lipidique largement augmentée par rapport aux rats contréles. L’hypothése
d’'une oxydation lipidique accrue au niveau hépatique est donc proposée. Nous avons dans un
premier temps étudié les conséquences des régimes beurre et coco sur ['oxydation
phosphorylante des mitochondries hépatiques de nos trois groupes de rats.

Les paramétres de I'oxydation phosphorylante des mitochondries isolées de foie des trois
groupes de rats sont présentés dans le tableau Il1.5. L’'osmolarité du milieu dans lequel se trouvent
les mitochondries in situ étant maintenu par du potassium, les mesures ont été réalisées dans un
milieu KCI. De méme, pour se rapprocher des conditions physiologiques, nos mesures ont été
réalisées a 37°C. Les substrats respiratoires utilisés sont le succinate/malate, producteur de
FADH,, et le glutamate/malate qui produit majoritairement du NADH.

Tout d’abord, on observe chez le groupe de mitochondries contrbéles que la respiration est
supérieure en absence de BSA pour un méme substrat. Les acides gras sont considérés comme
un découplant naturel de l'oxydation phosphorylante. En effet, il a été démontré que l'ajout
d’acides gras sur des mitochondries provoque une léger découplage (Polcic, Sabova et al. 1997;
Korshunov, Korkina et al. 1998 ; Samartsev, Simonyan et al. 2000; Popova, Bodrova et al. 2004;
Di Paola and Lorusso 2006). De plus, les acides gras présents dans le milieu peuvent également
étre utilisés comme substrats par les mitochondries, augmentant d’autant leur fourniture en
équivalent réduits, induisant ainsi une stimulation de la respiration a I'état 3. Afin de pallier a cela,
de la BSA-FFA (0,3% final) est ajoutée afin de chélater les lipides.

Dans nos expérimentations le succinate et le glutamate sont additionnés de malate. Celui-
ci fixe la concentration d’oxaloacétate, évitant ainsi I'accumulation d’a-cétoglutarate, métabolite qui
inhibe la respiration cellulaire en inhibant la succinate déshydrogénase. On plus, on observe dans
le groupe contréle que la respiration est supérieure en présence de succinate/malate, qu’en
présence de glutamate/malate. Cela s’explique par le fait que le glutamate fourni du NADH qui est
oxydé au niveau du complexe |, tandis que le succinate fournit du FADH, qui entre au niveau du

complexe I, court-circuitant ainsi le complexe I. De ce fait, en comparaison a I'utilisation du NADH,
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le nombre de protons expulsés lorsque la chaine respiratoire oxyde du FADH, est plus faible pour
une méme quantité d’'oxygéne consommé. De maniére simplifiée, la mitochondrie doit respirer plus

vite avec du succinate, pour maintenir un méme gradient de protons qu’avec du glutamate.

Tableau III.5: Effet d'un régime enrichi en lipides (huile de coco ou beurre) sur la respiration
mitochondrial en présence de succinate/malate ou glutamate/malate + BSA.

JO; (natomO/min/mg prot) avec succ/mal

- BSA + BSA
état non état 4 état non état 4
état 3 état 3
phosphorylant oligo phosphorylant oligo
contrale 43+ 2 37 +1 168 + 9 32+2 24 +1 155+ 10
coco 42 +2 361 157 + 9 33+2 26+ 2 £ 170+ 6
beurre nd nd nd 27 + 1 19+1 157 + 14

JO; (natomO/min/mg prot) avec glut/mal

- BSA + BSA
état non état 4 état non état 4
état 3 état 3
phosphorylant oligo phosphorylant oligo
controle 231 18 +1 129+ 6 16 +1 13+1 113 +12
coco 24 + 1 19+1 129+5 20+ 2 € 19+3£ 112+ 8
beurre nd nd nd 12+1 7+1 124 + 12

Les mitochondries de foie de rats (1 a 2 mg/ml) contrdle, beurre ou coco ont été incubées dans un
milieu KCI avec 5/0,5 mM de succ/mal plus 1,25 uM roténone + BSA (0,3%) ou 5/1,25 mM de glut/mal +
BSA (0,3%). La consommation d'oxygéne est mesurée grdce d une électrode de Clarck. Les résultats
sont exprimés en moyenne + SEM. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par une ANOVA suivie d'un
test post hoc de PLSD Fisher : %: différent du contréle ; £ : coco vsbeurre.

Comme attendu, en présence de BSA, les respirations des mitochondries des trois groupes
de rats sont nettement plus faibles, nous confirmant ainsi la présence d’acides gras dans le milieux
d’incubation. Les valeurs de respiration obtenues pour les mitochondries de foie de rats contrbles
correspondent aux valeurs classiquement retrouvées dans la littérature (Piquet 1999; Nogueira
2001), avec stimulation de la consommation d’oxygéne par I'ajout d’ADP et retour a un niveau

proche de I'état non phosphorylant en présence d’oligomycine (état 4) (tableau III.5).

Lorsque l'on compare les respirations, en état non phosphorylant et quelque soit le

substrat, des mitochondries de rats coco OU beurre aux mitochondries de rats controles, aucune
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différence de consommation d’'oxygéne n’apparait entre ces trois groupes. L’addition d’ADP (état
3, respiration couplée a la synthése d’ATP), provoque également une stimulation de la respiration
chez ces deux groupes. Cependant, aucune différence de respiration n’apparait entre les trois
groupes de mitochondries. L’ajout d’oligomycine (état 4), qui est un inhibiteur de 'ATPsynthase,
bloque le retour des protons dans la matrice via ’ATPase. La consommation d’oxygéne mesurée
dans cette condition refléte donc les pertes énergétiques dues, entre autre, a des fuites de protons
a travers la membrane interne mitochondriale. Or, dans cette condition non plus, aucune différence
n'apparait entre les groupes coco OU beurre et le groupe contrdle. On remarque tout de méme
quelques différences entre les mitochondries de rats coco ET beurre, notamment dans les
« conditions non couplées », c'est-a-dire en état non phosphorylant ou en état 4. En effet on
remarque que les mitochondries de rats coco ont une consommation d’oxygéne significativement
supérieure, ou presque, a celle des mitochondries de rats du groupe beurre dans ces deux
conditions (tableau III.5) et avec les deux substrats. Il apparait donc, que lorsque I'on compare
ces deux groupes de mitochondries, celles provenant des rats coco semblent étre plus
« découplées » que celles provenant des rats beurre, puisque que leur consommation d’oxygéne
est supérieure. Cependant ces différences ne semblent pas majeures, puisqu’elle n’apparaissent

pas en comparaison des mitochondries contréles.

Les régimes alimentaires enrichis en lipides (beurre ou huile de coco) n’induisent aucune
modification des parameétres de I'oxydation phosphorylante des mitochondries de foie. Il n'apparait
donc ici aucune modification d’oxydation des substrats au niveau du foie des deux groupes de rats
ayant regus un régime hyperlipidique. Ces résultats infirment donc notre premiére hypothése
(augmentation de l'oxydation des lipides au niveau du foie permettant d’éviter tout stockage) et
n’expliquent en aucun cas l'absence de stéatose hépatique malgré une forte augmentation de

l'ingestion lipidiques des rats coco et beurre.

9.3 Respiration cellulaire

,L'utilisation de mitochondries isolées nous situe dans un contexte qui n’est pas
physiologique. De plus, nous ne pouvons pas exclure la survenue d’un probléme lors de lisolation,
qui toucherait 'intégrité des mitochondries et donc la fiabilité des résultats obtenus, méme si cela
parait peu probable. Pour palier ce probléme, nous avons mesuré la consommation d’oxygéne au
niveau de la cellule entiére : 'hépatocyte. Nous avons étudié la respiration des hépatocytes des
trois groupes de rats, en absence et en présence d’oligomycine. L’étude a été réalisée en
condition endogéne (sans ajout de substrat) ou aprés addition d’acides gras. Les résultats sont
présentés dans le tableau Il.6. Nous avons utilisé deux types d’acides gras, I'un a chaine longue

(loléate ; 18 carbones) et I'autre a chaine moyenne (I'octanoate ; 8 carbones). L’oléate est activé
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en acyl-CoA dans le cytosol et pénétre dans la mitochondrie par le systeme de la carnitine
transférase (CPT), ou il sera métabolisé via la p-oxydation. Au contraire, I'octanoate entre
directement dans la mitochondrie sans nécessiter de transporteur.

En condition endogéne, c'est-a-dire sans ajout de substrat, la consommation d’oxygéne est
identique entre les trois groupes de rats (tableau III.6). L’addition d’oligomycine inhibe la
respiration de 30 a 45% suivant le groupe, nous indiquant ainsi la part de la respiration couplée a
la synthése d’ATP. On observe que la respiration oligomycine insensible reste identique entre les

trois groupes de rats.

Tableau III.6: Effet d'un régime enrichi en lipides (huile de coco ou beurre) sur la respiration
hépatocytaire

JO, (umol/min/gps)

contrdle beurre coco
endogéne 11+1 11+6 10+1
+ oligomycine 7+1 6+1 7+1
oléate 15+1 14+6 15+1
+ oligomycine 8+1 7+1 8+1
octanoate 21+1 18+6 20+1
+ oligomycine 9:1 8+1 9+1

Les hépatocytes ont été isolés de rats contrdles, beurre et coco, a jeun depuis 24 heures. Les cellules
sont incubées en pots fermés a 37°C sous atmosphére oxygénée O,/CO, (19/1). Le milieu contient 2%
d'albumine et la respiration a été mesurée avec une électrode de Clark, avec ou sans substrats et
oligomycine (6,25 pg/ml). Les résultats sont exprimés en pmol d'O,/g poids sec/min et en moyenne +
SEM. n=10 sauf pour le groupe beurre n=4. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées avec une ANOVA
suivie d'un test post hoc de PLSD Fisher

L’addition d’acides gras (octanoate ou oléate) stimule la respiration hépatocytaire, quelque
soit le groupe de rats étudié, mais sans différence significative. Cette stimulation est due a une
augmentation de la disponibilit¢é en NADH et FADH, pour la chaine respiratoire (Nobes, Hay et al.
1990). Cet effet des acides gras sur la respiration cellulaire est classiquement décrit dans la
littérature (Brown, Lakin-Thomas et al. 1990). L’addition d’acides gras induit non seulement une
stimulation de la respiration, mais aussi une augmentation du potentiel de membrane
mitochondrial mesuré in situ sur hépatocytes isolés. Ceci indique que l'augmentation de la
fourniture en substrats a plus d’effet que la stimulation de processus consommateur de la force

protonmotrice. Brown et al. ont démontré le role prépondérant du rapport NADH/NAD" dans le
-147 -



IIT. Résultats et Discussion : Tome 1

controle exercé sur la respiration cellulaire (Brown, Lakin-Thomas et al. 1990). En effet,
'augmentation de ce rapport, comme lors de l'oxydation d’acide gras, stimule la respiration et
inversement.

On constate également que la stimulation de la respiration des hépatocytes est plus
importante avec octanoate (X2) qu’avec oléate (X1,4), ce qui est également classiquement décrit
en raison de leur mécanisme d’entrée différent dans la mitochondrie. L’ajout d’oligomycine sur les
hépatocytes incubés en présence d’acides gras induit également une inhibition de Ia

consommation d’oxygéne (=55% avec octanoate et =48% avec oléate).

Afin de comprendre pourquoi l'ingestion des régimes enrichis en lipides (beurre ou coco) ne
provoque aucune stéatose ou NASH, nous avons étudié les capacités d’oxydation lipidique des
cellules hépatocytaires des trois groupes de rats. En effet, une augmentation de I'oxydation des
lipides au niveau cellulaire aurait pu expliquer, en partie, I'absence de stockage de lipides au
niveau hépatique. Cependant, la mesure de la consommation d’oxygene des hépatocytes de rats
coco ou beurre, en présence d’octanoate ou doléate, ne présente aucune différence en
comparaison aux hépatocytes contréles.

On sait que l'oxydation des lipides, qui a lieu au niveau mitochondrial, peut étre compléte,
fournissant ainsi une grande quantité d’équivalents réduits et stimuler la respiration, et/ou partielle,
induisant la synthése de corps cétoniques (3-hydroxybutyrate et acétoacétate). Ainsi une re-
orientation du métabolisme lipidique vers une oxydation partielle des lipides, amenant a la
formation de corps cétoniques dans les hépatocytes de rats soumis a un régime enrichi en lipides

est envisagée..

9.4 Métabolisme d'hépatocytes isolés
N’ayant pas mis en évidence de modification de la respiration cellulaire entre les rats coco
et beurre et les rats contréles, nous avons vérifié si le métabolisme lipidique hépatique était
inchangé, ou si cela était di0 a une réorientation des acétyl-CoA vers la synthése de corps
cétoniques plutét que vers le cycle de krebs. Dans un premier temps, nous avons étudié la

cétogenése hépatique dans les trois groupes de rats.

= Production de corps cétonigques

La premiére voie métabolique étudiée a été la cétogenése. Les animaux recevant un
régime hyperlipidique ne présentant aucune accumulation de graisse au niveau du foie (stéatose),
nous avons supposé que l'oxydation de ces lipides soit augmentée au niveau hépatocytaire. Le
métabolisme hépatocytaire des acides gras comporte deux branches : (i) I'estérification qui a lieu
dans le cytosol et (ii) la B-oxydation mitochondriale. La p-oxydation aboutit a la formation d’acétyl-
CoA qui peut étre dirigé soit vers le cycle de Krebs et la chaine respiratoire et étre complétement
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oxydé en CO,, soit vers la formation de corps cétoniques (30OHbutyrate + acétoacétate). Comme
pour la respiration cellulaire, la cétogenése a été étudiée en présence d’acides gras a chaine

moyenne (octanoate) ou longue (oléate). Les résultats sont présentés en figure II1.7.

Figure III.7: Effet d'un régime enrichi en lipides (huile de coco ou beurre) sur la production de
corps cétoniques (30Hbutyrate + acétoacétate) et sur le rapport 3OHbutyrate/acétoacétate.
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Les hépatocytes de rats contréles, beurre ou coco sont incubés en présence de 4 mM d'octanoate ou 2
mM d'oléate. La production de corps cétoniques (CC), est calculée a partir de la production de p-
hydroxybutyrate et acétoacétate au terme des 30 min d'incubation. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM. n=10 sauf pour le groupe beurre ou n=4. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par
une ANOVA suivie dun test post hoc de PLSD Fisher: * significativement différent du groupe
contrdle. £ significativement différent de I'octanoate.

Comme attendu en condition contrble, la production de corps cétoniques augmente
significativement en présence d’acides gras. En condition basale (sans substrats) la cétogenése
est trés faible et ne provient que de la lipolyse des acides gras et de la protéolyse cellulaire des
acides aminés cétogénes. La cétogenése mesurée avec les cellules contrbles, comme la
consommation d’oxygéne, sont supérieures avec de l'octanoate qu'avec de l'oléate. Cela est le
reflet d’'une oxydation supérieure de I'octanoate par rapport a l'oléate, due a son entrée directe
dans la cellule sans nécessité de transporteur. La B-oxydation produisant des équivalents réduits,
'apport d’acides gras entraine une augmentation du rapport 3-hydroxybutyrate/acétoacétate, qui
est égale a une constante prés au rapport NADH/NAD" mitochondrial (Williamson, Lund et al.
1967). De ce fait on s’attendait a obtenir un rapport 3-hydroxybutyrate/acétoacétate supérieur en
présence d’octanoate par rapport a l'oléate, or ce n’est pas le cas. Des travaux antérieurs ont
mesuré un rapport nettement inférieur en présence d’octanoate que d’oléate (Piquet 1999). Ces
résultats ont été expliqués par un effet inhibiteur de I'oléate sur la chaine respiratoire (Wojtczak

1976). Or, dans notre étude, les rapports 3-hydroxybutyrate/acétoacétate sont identiques, que les
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cellules soient incubées en présence d’octanoate ou d'oléate. Si on se base sur les travaux de
Piquet et al (Piquet 1999), nous obtenons des valeurs quasi identiques pour les conditions
endogénes et oléate, par contre, en présence d’octanoate, nous obtenons un rapport 3-
hydroxybutyrate/acétoacétate presque 4 fois supérieur. Nos valeurs de respiration sont également
similaires, quelque soit le substrat. Nous sommes donc dans une situation ou pour une respiration
donnée conforme a la littérature, nous avons un rapport 3-hydroxybutyrate/acétoacétate « trop »
¢élevé. Enfin, ce rapport 3-hydroxybutyrate/acétoacétate étant le reflet du rapport NADH/NAD*
mitochondrial, on peut émettre I'hypothése dans ces deux situations, d’'un probléme au niveau des
navettes de transfert des équivalents réduits du cytosol vers la mitochondrie permettant le maintien
du potentiel redox de part et d’autre de la membrane interne mitochondriale.

Il faut quant méme préciser que la mesure des rapports 3-hydroxybutyrate/acétoacétate et
lactate/pyruvate, qui reflete les rapports NADH/NAD+ mitochondrial et cytosolique, sont
relativement difficiles a réaliser. De plus, nous avons utilisé un spectrophotométre, qui présente
des limites de détection, pour réaliser ces dosages. L'utilisation d’un fluorimétre, beaucoup plus
fiable et précis, serait a envisager pour de prochaines mesures. Les résultats de rapports 3-
hydroxybutyrate/acétoacétate et lactate/pyruvate présentés dans cette étude sont donc a prendre
avec precaution.

Les résultats obtenus chez les groupes beurre et coco suivent globalement le méme profil
que pour les rats contrbles, avec un effet stimulateur des acides gras sur la cétogenése et la
respiration, mais aucune différence n’apparait entre les groupes. A noter cependant, que l'on
n'observe pas l'effet stimulateur de I'oléate sur la cétogenése dans le groupe beurre, et méme si
cela reste non significatif, on note également une tendance a une consommation d’oxygéne plus
faible dans ce groupe. On observe également un rapport hydroxybutyrate/acétoacétate

significativement plus élevé dans le groupe coco en présence d’oléate.

L’absence de stéatose hépatique chez les rats coco et beurre n'est pas due a une
oxydation accrue les lipides, puisque ni la cétogenese, ni la respiration ne sont modifiées en

présence d’octanoate ou d’oléate.

L’ingestion a long terme d’'un régime enrichi en lipides peut avoir une influence sur la
composition des membranes cellulaires. Or, I'intégrité de ces membranes est un facteur trés
important dans le maintient du métabolisme cellulaire. On peut donc supposer que l'ingestion,
pendant 14 semaines, d’un régime enrichi en lipides ait induit une modification de la composition
membranaire chez les rats coco et beurre en comparaison des rats contrbles. Cette modification
membranaire pouvant entrainer une perturbation du métabolisme cellulaire, cela pourrait

également étre impliqué dans l'absence de différence de respiration observée entre les trois
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groupes. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons étudié la néoglucogenése hépatique dans
chacun des groupes de rats, celle-ci étant le reflet de I'état énergétique de la cellule et donc de son
intégrité et viabilité. Cette voie consomme beaucoup d’énergie (4 ATP et 2 GTP par glucose

formé), et est donc trés sensible a un déficit énergétique.

= Néoglucogenése a partir de lactate+pyruvate

Nous avons tout d’abord étudié la néoglucogenése a partir de lactate+pyruvate. En effet,
c’est une voie métabolique physiologique essentielle in vivo. Les hépatocytes regoivent de grandes
quantités de lactate provenant a la fois de l'intestin mais également du métabolisme glycolytique
d’autres tissus comme les globules rouges et les muscles. Ce lactate sera utilisé comme substrat
par le foie ou transformé en glucose pour ensuite étre, en fonction des besoins de I'organisme, soit
stocké sous forme de glycogéne, soit relargué dans la circulation sanguine afin de réalimenter ces
tissus en substrats énergétiques. La néoglucogenése a partir lactate et pyruvate est régulée
notamment au niveau du cycle PEP/pyruvate et du cycle des fructoses (Groen, Vervoorn et al.
1983; Groen, van Roermund et al. 1986).

Figure III.8: Effet d'un régime enrichi en lipides (huile de coco ou beurre) sur la production de
glucose et sur la respiration cellulaire en présence de lactate+pyruvate+octanoate.
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La respiration a été mesurée avec une électrode de Clark. Les résultats sont exprimés en moyenne +
SEM. n=10 sauf pour le groupe beurre ou n=4. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par une ANOVA
suivie d'un test post hoc de PLSD Fisher : * significativement différent du groupe contréle.

Si le pyruvate peut étre un substrat pour la néoglucogenése hépatique, il peut également

pénétrer dans la mitochondrie et étre transformé en acétyl-CoA pour alimenter le cycle de Krebs.
L’ajout d‘acide gras (octanoate) au lactate+pyruvate, permet d’orienter les carbones de ces
derniers vers la production de glucose, plutdt que vers I'entrée dans le cycle de Krebs. En effet, les

acides gras vont étre p-oxydés et fournir de I'acétyl-CoA, de 'ATP et du NADH et ainsi augmenter
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le rapport NADH/NAD" et ATP/ADP. Or I'acétyl-CoA, le rapport NADH/NAD" et ATP/ADP sont des
régulateurs allostériques de plusieurs enzymes clés du métabolisme, notamment de la pyruvate
déshydrogénase (PdH) et de la pyruvate carboxylase (PC). Ainsi en inhibant la premiére et en
activant la seconde, les acides gras favorisent l'orientation du pyruvate vers la néoglucogenése
plutdét que vers le cycle de Krebs.

L’utilisation de lactate/pyruvate + octanoate va nous permettre d’étudier principalement la
voie néoglucogénique de ces substrats, ainsi que sa régulation par le cycle PEP/pyruvate et le
cycle des fructoses.

En présence de lactate/pyruvate + octanoate, les hépatocytes de rats contréles ont un flux
néoglucogénique de 140 + 4 pmol/gps/30min et une respiration de 29 + 1 ymol O./gps/min (figure
IIT .8), ce qui correspond aux valeurs classiquement observées dans ces conditions. Deux cycles
sont impliqués dans la régulation de cette voie : le cycle fructose 6-phosphate (F6P) - fructose 1,6-
biphosphate (F1,6bP), appelé « cycle des fructoses » et le cycle phosphoénolpyruvate (PEP) -
pyruvate. Chacun de ces cycles constitue une étape sujette a de multiples régulations et joue un
réle déterminant dans le contréle de la balance glycolyse/néoglucogenése. Ainsi, avec du
lactate/pyruvate comme substrat, le contréle de la néoglucogenése est réparti entre un grand
nombre d’étapes, notamment au niveau de la pyruvate carboxylase (PC), de la pyruvate kinase
(PK), de la fructose 1,6-biphosphatase (F1,6bPase).

La production cellulaire de glucose du groupe beurre est, quant a elle, significativement
plus importante que celle du groupe contrble, pour une respiration identique. Cette augmentation
laisse supposer une régulation différente des enzymes clés de la néoglucogenése, en
comparaison des contrbles. Cela pourrait étre due a une inhibition de la PdH, une stimulation de la
PEPCK ou de la PC au niveau du premier cycle, ou a une activation de la F1,6bPase au niveau du
deuxiéme cycle. Une inhibition de la PK est a exclure. En effet, cette enzyme permet le passage
du PEP au pyruvate, et une inhibition de celle-ci diminuerait la fourniture en substrat pour la
néoglucogenese, diminuant de ce fait celle-ci. Une augmentation de la quantité d’'une ou de
plusieurs enzymes est également envisageable. Le groupe coco, quant a lui, présente une

néoglucogenése et une respiration identiques au groupe contrdle.

= Néoglucogenése a partir de DHA ou glycérol

Conjointement a I'étude de la néoglucogenése a partir lactate+pyruvate, nous avons étudié
celle-ci a partir de DHA ou de glycérol. Ces deux substrats entrent au méme niveau de la voie
métabolique (DHAP), et sont controlés I'un par le potentiel phosphate (DHA) et l'autre par le
potentiel redox (glycérol). Nous avons donc comparé le métabolisme hépatique de ces deux
substrats ainsi que leur orientation vers la glycolyse ou la néoglucogenése (figure III.9). De plus,
comme la DHA et le glycérol entre au niveau du DHAP, la néoglucogenése a partir de ces
substrats ne sera plus régulée par le cycle PEP/pyruvate. La comparaison des résultats obtenus
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avec DHA ou avec lactate/pyruvate nous permettra de discriminer au niveau de quels cycles se

situent les modifications enzymatiques, si il y en a.

Figure IIT.9: Effet d'un régime enrichi en lipides (huile de coco ou beurre) sur le métabolisme
d'hépatocytes incubés en présence de DHA ou de glycérol.
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Les hépatocytes de rats contréle, beurre ou coco sont incubés en présence de DHA ou glycérol. Les
productions de glucose et de lactate + pyruvate (L+P) sont déterminés a partir des accumulation de
glucose, lactate et pyruvate au terme des 30 min d'incubation. Les résultats sont exprimés en moyenne
+ SEM. n=10 sauf pour le groupe beurre ou n=4. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par une
ANOVA suivie d'un test post hoc de PLSD Fisher : * significativement différent du groupe contrdle.

En présence de DHA, La production de glucose par les hépatocytes contréles pendant les
30 minutes d’'incubation est de 276 £ 6 pmol/gps, alors que la glycolyse (lactate + pyruvate) est de
136 = 8 ymol/gps. Comme classiquement décrit, le métabolisme de la DHA se répartit a 80% vers
la néoglucogenése (2G/2G+L+P) et a 20% vers la glycolyse (L+P/2G+L+P) chez les rats contrdles.
La consommation d’oxygene de ces hépatocytes est de 19 = 1 ymol Oz/gps/min.

Les hépatocytes des rats du groupe beurre présentent une néoglucogenése, une glycolyse
et un métabolisme global de la DHA identique aux hépatocytes contrdles. Par contre, le rapport
L/P, reflétant I'état de réduction cytosolique, apparait nettement augmenté, ce qui est extrémement
surprenant. En effet, Le rapport L/P équivaut, & une constante prés, au rapport NADH/NAD*

cytosolique. Or, celui-ci est en équilibre avec le rapport NADH/NAD™ mitochondrial. Et il a été
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démontré qu’une augmentation du rapport NADH/NAD™ mitochondrial induisait une stimulation de
la respiration cellulaire (Nobes, Hay et al. 1990), ce qui n’est pas le cas chez les hépatocytes
beurre, celle-ci étant identique a la respiration contréle. De plus, comme cela a été expliqué
précédemment, la mesure des rapports NADH/NAD+ mitochondrial et cytosolique, est relativement
difficile a effectuer, et en ce qui concerne le groupe beurre, le nombre d’animaux n’est que de 4.
Cette valeur de L/P peut donc étre due a un probléme de mesure.

Les hépatocytes de rats coco présentent une diminution significative de la quantité totale
de DHA métabolisé en équivalents 3 carbones (2G+L+P), avec une répartition des flux
métaboliques différente des controles (figure III.9). En effet, la néoglucogenése est identique aux
contrOles (272 + 11 umol/gps vs. 276 + 6 ymol/gps) par contre une diminution de la glycolyse est
observée (103 + 6 pmol/gps vs. 136 + 8 umol/gps) (cf ANNEXE [). La DHA se répartie donc a 84%
vers la néoglucogenése et a 16% vers la glycolyse. Le rapport L/P ne bouge pas, et la
consommation d’oxygéne est identique aux contrdles. L'orientation des carbones de la DHA entre
néoglucogenése et glycolyse est régulée, notamment, au niveau de la PK. Cette enzyme est
inhibée par une augmentation du potentiel phosphate. On peut donc suggérer que les hépatocytes
de rats coco présentent une augmentation de leur rapport ATP/ADP cytosolique, ce qui va induire
une inhibition de la PK, et par conséquent inhiber la glycolyse. Cependant, une augmentation du
rapport ATP/ADP devrait étre accompagnée d’une augmentation de la respiration dans ce groupe,
et ce n'est pas le cas.

Plusieurs hypothéses peuvent étre évoquées pour expliquer la diminution du flux total de
DHA chez le groupe coco : i) un défaut de transport de DHA dans la cellule, ii) une diminution de la
synthése d’ATP et iii) une modification de I'activité ou de la quantité de(s) I'enzyme(s) impliquée(s)
dans cette voie. Tout d’abord, on pourrait imaginer que l'ingestion accrue de lipides induise des
remaniements au niveau de la composition membranaire, et que cela puisse modifier le transport
de DHA, mais ['utilisation de concentrations saturantes de substrat rend cette hypothése
improbable. En effet, le transport du DHA a lintérieur de la cellule est mal caractérisé mais
s’effectue probablement par simple diffusion en fonction du gradient de concentration de part et
d’autre de la membrane plasmique. Deuxiémement, bien que nécessitant un ATP, la premiere
étape de phosphorylation de la DHA n’est pas contrélée par le potentiel phosphate, a moins d’'une
diminution majeure de celui-ci (Leverve, Fontaine et al. 1994). Par conséquent, le flux de la DHA
étant entierement régulé par cette premiére étape, I'hypothése d’une inhibition de I'enzyme
catalysant cette réaction peut étre émise. La premiéere étape de phosphorylation du DHA en
dihydroxyacétone phosphate (DHAP) est mal établie car la kinase catalysant la réaction pourrait
ne pas étre unique. En effet, la glycérol kinase (GlyK) et la triokinase (TK) sont deux enzymes qui
ont été respectivement identifiées comme des candidates potentielles (Lin 1977; Miwa, Kito et al.

1994). Toutefois, il est généralement admis que la phosphorylation du DHA est plutét catalysée
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par la GLyK. Une inhibition de celle-ci pourrait donc expliquer la diminution de la quantité de DHA

métabolisée par les hépatocytes coco.

Le régime enrichi en beurre n’induit pas de modification du métabolisme hépatocytaire a
partir de DHA. Par contre, l'huile de coco induit une diminution du flux total de DHA métabolisé,
ainsi qu’un changement dans la répartition néoglucogenése/glycolyse avec diminution de la

glycolyse. Une augmentation du potentiel phosphate pourrait expliquer ces modifications.

Le glycérol entre dans la voie de la glycolyse/néoglucogenése au méme niveau que la
DHA et son métabolisme difféere de ce dernier par la seule présence d’'une étape supplémentaire
entre sa phosphorylation par la GlyK et le DHAP. Celle-ci catalyse I'oxydation du G3P en DHAP
par Iisoforme cytosolique de la glycérol 3-phosphate déshydrogénase (G3PdH) et nécessite la
présence de NAD" comme co-facteur. Le controle de la gluconéogenése a partir du glycérol est
majoritairement exercé par I'étape de la G3PdH dépendante du potentiel redox cytosolique
(rapport NADH/NAD™) (Berry, Kun et al. 1973).

Chez les rats contréles, le glycérol se répartit a 93% vers la néoglucogenése et a 7% vers
la glycolyse (figure III.9). La production de glucose par les hépatocytes contrdles pendant les 30
minutes d’incubation est de 93 + 2 ymol/gps, avec une glycolyse (lactate + pyruvate) de 13 % 1
pmol/gps. La consommation d’oxygene de ces hépatocytes est de 11 £ 1 ymol O,/gps/min (cf
ANNEXE 1). Les paramétres métaboliques observés sur les hépatocytes des rats du groupe beurre
sont identiques a ceux mesurés chez les rats contréles.

Les hépatocytes de rats coco ont une quantité total de glycérol métabolisé (2G+L+P)
identique aux contréles. Par contre, une augmentation de la néoglucogenése et une diminution
significative de la glycolyse sont observées en comparaison des contréles. De plus, une légeére
modification de l'orientation des carbones entre les voies de néoglucogenese/glycolyse est
constatée (96% et 4% respectivement). Le glycérol, comme la DHA est phosphorylé par la GlyK. |l
a été précédemment suggéré une diminution de la quantité ou de l'activité de cette enzyme dans
le groupe coco. Mais le fait que la quantité totale de glycérol métabolisé par les hépatocytes coco
soit identique a celle des contréles, infirme cette hypothése. Une inhibition de la PK par le potentiel
phosphate a été proposée précédemment pour expliquer la diminution de glycolyse en présence
de DHA sur hépatocytes coco. En présence de glycérol, une diminution de la glycolyse est
également observée, mais elle est associée a une augmentation de la néoglucogenése en
comparaison aux hépatocytes contréles. Une modification du potentiel redox semble plus
correspondre a ce genre de modifications, induisant une stimulation du flux néoglucogénique et

une inhibition du flux glycolytique (PdH)
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Les régimes enrichis en lipides, huile de coco ou beurre, ne semblent pas induire de
modifications majeures du métabolisme hépatique. Les variations de flux néoglucogénique et
glycolytique semblent dues a une légére maodification des enzymes au niveau du cycle

PEP/pyruvate. La pyruvate kinase semble étre 'enzyme la plus impliquée dans ces variations.

= Néoglucogenéese a partir de DHA plus acide gras

Le métabolisme du DHA, utilisé comme seul substrat, dépend du potentiel phosphate. Nos
expérimentations ont été réalisées en présence d'acides gras (octanoate ou oléate), afin de le
rendre sensible au potentiel redox. En effet, les acides gras sont [B-oxydés au niveau
mitochondrial, conduisant a la production équimolaire d’équivalents réduits (NADH et FADH,),
induisant une réduction du cytosol, indiquée par une augmentation du rapport lactate/pyruvate. La
réduction du cytosol, due a I'addition d’acides gras, ainsi que 'augmentation du rapport ATP/ADP,
induisent une inhibition de flux a travers la pyruvate kinase, et de ce fait inhibent la glycolyse.

En présence d’acides gras le métabolisme de la DHA des hépatocytes contrbles est
modifié, aboutissant a une inhibition de la glycolyse (-60%) et une stimulation de la
néoglucogenese (+20%) par rapport a DHA seul. Les carbones de la DHA se réorientent donc a
92-93% vers la néoglucogenése et a 7-8% vers la glycolyse. L’ajout des acides gras induit
également une stimulation de la respiration cellulaire par I'apport d’équivalents réduits, et par
conséquent de la synthése mitochondriale d’ATP.

Les hépatocytes des rats du groupe beurre présentent une néoglucogenése, une glycolyse
et une respiration identiques a celles mesurées sur hépatocytes controles. Par contre, le rapport
L/P est significativement augmenté en présence d’acides gras, alors que le rapport BOH/AcAc (cf
ANNEXE 1), lui, est diminué en comparaison au groupe contrdle. Ces variations des rapports
NADH/NAD" cytosolique et mitochondrial pourraient suggérer un probléme de transport du NADH
entre les deux compartiments. Cependant ces modifications d’état redox du cytosol et de la
mitochondrie ne se refletent pas sur les paramétres métaboliques ou la respiration cellulaire. On

peut donc, ici aussi, se poser la question de la validité de la mesure de ces deux rapports.
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Figure III.10: Effet d'un régime enrichi en lipides (huile de coco ou beurre) sur le métabolisme
d’hépatocytes incubés en présence de DHA ou lactate+pyruvate, associé a un acide gras
(octanoate ou oléate).
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Les hépatocytes de rats contréle, beurre ou coco sont incubés en présence de DHA plus octanoate ou
oléate. Les productions de glucose et de lactate + pyruvate (L+P) sont déterminés a partir des
accumulation de glucose, lactate et pyruvate au terme des 30 min d'incubation. Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM. n=10 sauf pour le groupe beurre ou n=4. Les comparaisons (p<0,05) sont
réalisées par une ANOVA suivie d'un test post hoc de PLSD Fisher : % significativement différent du
groupe contrdle.

Lors de I'étude avec de la DHA seul, on observait une diminution de la glycolyse chez les
hépatocytes de rats recevant un régime enrichi en coco. Aprés ajout d’acides gras, la glycolyse est
diminuée de 70% chez les rats coco, alors qu’elle ne I'est que de 60% chez les rats contréles, ce
qui montre que la voie métabolique elle-méme reste inhibable chez les hépatocytes de rats coco.
On aurait pu, ici aussi, supposer qu’'une augmentation plus importante du potentiel redox soit
responsable de cette plus forte inhibition de la glycolyse chez les hépatocytes de rats coco incubés
en présence de DHA plus octanoate. Cependant, nous n’observons pas d’augmentation du rapport
lactate/pyruvate (NADH/NAD® cytosolique). Le métabolisme total, la néoglucogenése et la
respiration, en présence de DHA plus acides gras, ne sont pas différents entre les hépatocytes

coco et controles.

L’ingestion d’un régime enrichi en huile de coco ou en beurre ne modifie pas la

néoglucogenése hépatique en présence de DHA et d’acides gras comme substrats. En revanche,
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les hépatocytes de rats coco présentent une inhibition de leur glycolyse en comparaison de celle

des contrbles. Les hépatocytes de rats du groupe beurre semblent présenter une modification de

leur potentiel redox.

En résumé, un régime supplémenté en d'huile de coco ou en beurre ne provogue que
des perturbations métaboliques mineures au niveau des hépatocytes de rats. L'huile de
coco induit une augmentation de néoglucogenése avec du glycérol, et une inhibition de la
glycolyse avec DHA ou DHA plus acides gras. L'ensemble de ces modifications pourrait étre
dd d@ une modification du potentiel redox. Ainsi, une augmentation de celui-ci provoquerait
une inhibition de lactivité des enzymes du cycle PEP/pyruvate, provoguant ainsi une
orientation préférentielle des substrats vers la production de glucose plutét que vers la
glycolyse. Cependant, les mesures des rapports L/P, reflétant les rapports NADH/NAD”
cytosoligue, ne corroborent pas ces observations. Le régime enrichi en beurre induit une
augmentation de la néoglucogenése en présence de lactate/pyruvate plus octanoate comme
substrat. I| semble donc, que dans ce groupe, une modification du potentiel phosphate soit
impliguée. Malgré des perturbations de natures différentes, il apparait que les
modifications induites par les deux régimes enrichis en lipides se situent au niveau du cycle
PEP/pyruvate. Une étude utilisant la périfusion d'hépatocytes isolés nous permettrait de
discriminer la ou les enzymes inhibées.

Cette étude du métabolisme hépatigues des groupes de rats coco et beurre avait
pour but de confirmer lintégrité des cellules, et donc la validité des résultats, ainsi que de
mesurer une éventuelle augmentation de l'oxydation lipidigue. Or, il ressort de cette étude
que les rats coco ou beurre ne présentent pas daugmentation doxydation des acides gras,

ce qui ne permet donc pas dexpliguer labsence de stéatose hépatigue malgré une ingestion

lipidigue accrue chez ces deux groupes de rats.

9.5 Systéme d'exportation
Il ressort que des rats recevant une alimentation enrichie en lipides (67% kcal totale),
augmentent la masse de leurs tissus adipeux blancs, mais ne présentent pas de stéatose

hépatique. Or, la mesure de la consommation d’oxygéne, ainsi que de la cétogenése hépatique,
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en présence d’acides gras comme substrats, ne met pas en évidence de différences entre les
groupes coco ou beurre et le groupe contrdle. L’'absence de stockage de lipides au niveau de foie
n'est donc pas le résultat d’'une augmentation de leur oxydation au sein de celui-ci. Donc, si les
lipides ne sont ni stockés, ni oxydés par le foie, on peut supposer qu’ils sont exportés vers les
tissus périphériques, ce qui est en accord avec 'augmentation de la masse adipeuse.

Le transport des triglycérides, du cholestérol et des phospholipides est assuré par des
lipoprotéines. Le foie assure, pour une large part, la synthése de ces lipoprotéines, le reste étant
synthétisé par l'intestin. Les VLDL (very low density lipoprotein) synthétisées et sécrétées par le
foie initient la voie de transport des lipides du foie vers les tissus périphériques. Les
apolipoprotéines sont essentielles a 'assemblage des lipoprotéines riches en triglycérides dans le
foie. L'apo E et B100 sont les composants majeurs des VLDL.

Les abondances relatives des ARNm des apo E et B100 ont été mesurés sur les foies de

nos trois groupes de rats, que ce soit a I'état nourri ou aprés 24h de jelne.

Tableau ITI.7: Effet d'un régime enrichi en lipides (huile de coco ou beurre) sur I'abondance
relative des ARNm des apo B et apo E du foie.

controle coco beurre

nourri a jeun nourri a jeun nourri a jeun

ApoB/cyclo 0,97 + 0,05 125+005 £ 110+008 119+0,05 0,78 +0,07 1,02 + 0,07
ApoE/cyclo 0,65 + 0,02 082+004 £ 068:+:004 087+004 £ 054+0,07 0,75 +0,07

L'expression génique des ApoB et ApoE est mesurée par RT-PCR sur des extraits de foies, d partir de
primers spécifiques. La cyclophiline est utilisée comme géne de référence. Les résultats sont exprimés
en moyenne + SEM, n=5 sauf pour le groupe beurre, n=2. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par
une ANOVA suivie d'un test post hoc de PLSD Fisher ; %: vscontrdle ; £: vsnourri.

Les rats controles présentent une augmentation de la quantité relative des ARNm des
deux apolipoprotéines aprés 24h de jelne (tableau III.7). Lors d’'une période de privation, les
réserves énergétiques, et notamment les lipides, vont étre mobilisées de maniere accrue afin
d’alimenter les tissus en substrats. Le transport des triglycérides étant assuré par les lipoprotéines,
majoritairement via les VLDL, une augmentation de la synthése d’apolipoprotéines pourrait donc
étre observée dans ces conditions. Cela est confirmé en partie par des études menées par Davis
et collaborateurs (Davis, Boogaerts et al. 1985; Davis, Dluz et al. 1989), dans lesquelles il observe
une augmentation de ’TARNm de I'apo E, ainsi que de la protéine sécrétée, aprés 3 jours de jelne
(Davis, Dluz et al. 1989). Par contre, plusieurs auteurs ont étudié l'influence du jeGne sur TARNm
de I'apo B, et aucune variation de celui-ci n’a été observée (Davis, Boogaerts et al. 1985; Leighton,
Joyner et al. 1990).
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Chez les rats coco, aucune variation due au statut nutritionnel n’est observée en ce qui
concerne 'ARNm de l'apo B, alors que 'ARNm de I'apo E est significativement augmenté a jeun.
Une tendance a la diminution de la quantité d’ARNm des deux apolipoprotéines est observée sur
les foies de rats du groupe beurre par rapport aux contréles. Cependant, aucune variation de la
quantité relative d’ARNm des deux apolipoprotéines n’est observée aprés 24h de je(ine. Le
nombre d’échantillons de foie provenant des rats beurre étant que de deux, nous n’avons pas
effectué d’étude statistique sur ce groupe.

En 1996, Srivastava et son équipe ont mené une étude afin de définir les mécanismes de
régulation de I'expression des protéines apo E et B lors d’'un régime enrichi en lipides saturés
(huile de coco) ou en cholestérol (Srivastava 1996). lls ont observé, lors d’'un régime « high fat »
(20% m/m coco) une diminution de ’ARNm de I'apo B alors que 'ARNm de I'apo E ne change pas.
Cependant, I'expression génique des apolipoprotéines B ne semble pas corrélée a I'expression de
la protéine dans cette condition. En effet, une augmentation des apo B plasmatiques est observée
lors du régime « high fat ». En paralléle, 'association de cholestérol au régime « high fat » induit
une augmentation de 'ARNm et de la protéine de I'apo E. Srivastava a donc suggéré une
régulation transcriptionnelle du géne de I'apo E par le cholestérol et post-transcriptionnelle par les
lipides saturés, alors que le géne de l'apo B serait uniquement régulé de maniére post-
transcriptionnelle par les lipides saturés.

Notre étude se rapproche de celle de Srivastava puisque nous avons également utilisé un
régime enrichi en huile de coco (45% m/m) et notre régime beurre contient des acides gras saturés
et environ 0,1% (m/m) de cholestérol. Cependant, nos résultats ne sont pas tout a fait identiques.
En effet Srivastava observe une diminution de 'TARNm de I'apo B chez sont groupe coco, alors que
nous n’observons aucune différence dans notre étude. De méme, il trouve une augmentation de
’ARNm de I'apo E dans son régime cholestérol + acides gras saturés, alors que celui-ci ne bouge
pas chez notre groupe beurre. Cependant, si 'on considére que les génes de I'apo B et E
subissent une régulation post-transcriptionnelle, un dosage des protéines plasmatiques est donc

indispensable pour estimer les effets des différents régimes sur I'expression de celles-ci.

Les régimes enrichis en huile de coco ou en beurre n’induisent pas de modification
d’expression relative de TARNm des apo B et E. Cependant, si on se base sur des données de la
littérature, une augmentation de ces protéines semble tout a fait probable, supportant donc
I'hypothése d'une augmentation des capacités d’exportation des triglycérides du foie vers les

autres organes.
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10. Etude du tissu adipeux brun

Malgré une ingestion de lipides largement augmentée, les rats des groupes coco et beurre
ne présentent pas de modification de leur masse corporelle, et aucune accumulation de
triglycérides n’a été observée au niveau hépatique. Nous avons dons recherché un autre site
d'utilisation des lipides. Nous nous sommes intéressé prioritairement au tissu adipeux brun
intrascapulaire (TAB). Chez les rongeurs, ce tissu est reconnu comme étant un site impliqué dans
la dissipation d'énergie sous forme de chaleur (Cannon and Nedergaard 2004). Cette
caractéristique thermogéne est due a I'abondance des mitochondries, et surtout a la présence
d’'une protéine découplante ou UCP (uncoupling protein). En effet, I'activation de cette UCP1, va
dissiper le gradient électrochimique de protons en facilitant leur retour vers la matrice (Nicholls and
Locke 1984) et dissipe ainsi sous forme de chaleur I'énergie générée par I'oxydation des substrats.
La conséquence de cette dissociation entre les oxydations et les phosphorylations est une
stimulation des oxydations, donc de la respiration mitochondriale, sans augmentation
concomitante de la synthése d’ATP.

Le TAB des rats de chaque groupe a été pesé (tableau III.8), et on observe une masse de
celui-ci supérieure au groupe contrble dans les groupes coco (+23%, p<0,05) et beurre (+12%),

mais de maniére non significative dans ce dernier.

Tableau III.8: Effet d'un régime enrichi en lipides (huile de coco ou beurre) sur la massse du
TAB et l'activité de la 3-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase de ce tissu.

controle beurre coco
tissu adipeux brun
*
(mg/100g) 59 + 3 66 +8 73+4
activité de la HAD > ;g 09:004 18+026 *

(umol/min/mg prot)

La masse du tissu adipeux brun (TAB) est exprimée par en mg/100g de masse corporelle. Des morceaux
de tissus adipeux bruns congelés (40-50 mg) sont homogénéisés a 4°C grdce a un potter en verre
Elvehjem. Les homogénats subissent ensuite trois cycles de congélation/décongélation a -80°C, afin de
détruire les membranes mitochondriales. L'activité de la HAD est mesurée a 25°C
spectrophotométriquement selon Lowry & Passonneau. L'activité est exprimée en umoles par minute et
par milligramme de protéine. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n=8 sauf pour le groupe
beurre ou n=4. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par une ANOVA suivie d'un test post hoc de
PLSD Fisher. % vs. contréle.

Parallelement a la mesure de la quantité de TAB, nous nous sommes également intéressé

aux capacités d’oxydation des lipides de ce tissu chez les rats des groupes coco et beurre. Pour
cela nous avons mesuré l'activité de la 3° enzymes de B-oxydation, la 3-hydroxyacyl-CoA

déshydrogénase (HAD), dans les différents groupes de rats (tableau III.8). L’activité maximale de
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la HAD sur 'homogénat de TAB du groupe beurre est similaire a celle du groupe contrdle, en
revanche elle est largement augmentée chez le groupe coco (+55%, p<0,05).

De plus, une nette augmentation de I'expression de la protéine de 'UCP1 est observée
dans les deux groupes de rats (coco +25% et beurre +28% ; p<0,05) (figure IIIL.10). Cette
augmentation de I'expression d’'UCP1 a été largement décrite lors de régimes « cafétéria », elle
permet de dissiper I'excés d’énergie due a I'ingestion accrue de lipides, on parle de « diet induced
thermogenesis » (Rothwell and Stock 1979; Rothwell and Stock 1983; Falcou, Bouillaud et al.
1985; Rothwell, Stock et al. 1985; Giraudo, Kotz et al. 1994; Schmid, Converset et al. 2004).

Figure III.10: Effet d'un régime enrichi en lipides (huile de coco ou beurre) sur I'expression de la
protéine UCP1 dans le TAB.

foie controle coco beurre

e —— Y [0

Quantité relative de la protéine UCP 1 présente dans les mitochondries de tissu adipeux brun de rats
contrdles, coco et beurre, détectée par western blot a partir de 40 pg de protéines mitochondriales.
Des mitochondries de foie de rats contrdles ont été utilisées comme contrédle négatif. L'analyse a été
réalisée sur 4 rats dans chaque groupe.

Dans cette étude, il apparait une augmentation des capacités oxydatives des lipides dans
le tissu adipeux brun des rats ayant regu un régime enrichi en lipides, reflété par 'augmentation de
l'activité de la HAD, ainsi que du contenu en UCP1 au niveau de ce tissu. Ces résultats sont
cohérents avec la littérature. L’augmentation d’UCP1 laisse supposer la mise en place de
phénoméne de découplage au niveau du TAB, dissipant ainsi I'excés d’énergie sous forme de
chaleur. Or, ce découplage va provoquer une augmentation des oxydations, et de ce fait

augmenter les besoins en substrats et stimuler I'oxydation lipidique.

Les régimes enrichis en acides gras induisent une augmentation de I'expression d’'UCP1 au
niveau du TAB des animaux, associée a une augmentation de I'oxydation des lipides au sein de ce
tissu. Les rats coco et beurre semblent développer une thermogenese « alimentaire » afin de

limiter et d’éliminer I'excés de lipides ingéré.
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En résumé, /adjonction dhuile de coco ou de beurre a lalimentation des rats ne
provogue pas de stéatose hépatigue malgré la forte augmentation des apports calorigues et
lipidigues. Cela nest pas di a une oxydation lipidigue accrue au niveau hépatigue, mais
semble résulter d'une augmentation de lexportation, et du stockage des lipides sous forme
de triglycérides, du foie vers le tissu adipeux blanc, ainsi que de /activation de mécanismes
de dissipation d'énergie sous forme de chaleur, notamment au niveau du tissu adipeux brun

via 'UCPL.

11. Discussion

Dans cette étude nous avons réalisé un régime qui refléte les habitudes alimentaires des
patients atteints de NASH décrites par Musso (Musso, Gambino et al. 2003). Nous avons donc
réalisé deux régimes enrichis acides gras saturés (AGS) a chaine moyenne de maniére a tenter
d’induire une stéatohépatite non alcoolique chez le rat, 'un avec de I'huile de coco (86% SFA) et
'autre avec du beurre (51% SFA). Ces régimes ont été donnés ad libitum aux animaux dés leur
sevrage, et pendant 14 semaines. Malgré une prise calorique et lipidique trés largement
augmentée, les rats recevant les régimes enrichis en lipides n‘ont pas développé de Iésions
typiques d’'une NASH, c'est-a-dire une stéatose, de linflammation et de la fibrose. On retrouve
plusieurs études dans la littérature, qui traitent des conséquences de variations d’apport calorique
lors de régimes enrichis en lipides chez le rat. Lors d’'une augmentation de la prise calorique, la
majeure partie de I'excés d’énergie ingérée est éliminée sous forme de chaleur. Cela a été
notamment vérifié chez de jeunes rats, qui ne deviennent pas obéses par une augmentation de
leur dépense énergétique (Rothwell and Stock 1979; Rothwell and Stock 1979) grace a des
mécanismes thermogénes au niveau de leur tissu adipeux brun (Rothwell and Stock 1983)
(Rothwell and Stock 1983; Rothwell, Stock et al. 1985) et du foie (Berry, Clark et al. 1985). La
présente étude menée sur le foie des trois groupes de rats montre quelques perturbations
mineures du métabolisme hépatique sur les voies de néoglucogenése/glycolyse, qui seraient dues
a une modification d’activités enzymatiques au niveau du cycle PEP/pyruvate, probablement sur la
PK. Cependant nous n’avons pas mis en évidence d’augmentation des capacités oxydatives
lipidiques dans les foies des rats coco et beurre. En effets, la production de corps cétoniques et la
respiration cellulaire en présence d’acides gras restaient inchangées par rapport aux rats

contréles.
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Dans notre modéle, le foie des rats Wistar apparait peu affecté par 'augmentation de
I'ingestion lipidique. Nous avons donc émis I'’hypothése que les rats coco et beurre posséderaient
des capacités d’exportation trés efficaces au niveau du foie, afin d’orienter les lipides vers leur lieu
de stockage périphérique via une augmentation des formes de transport des triglycérides (VLDL).
En effet, il a été montré une augmentation de 15-17% des VLDL et des LDL chez des rats nourris
avec un régime contenant 20% d’huile de coco hydrogénée (Srivastava 1996). Cette augmentation
des vésicules de transport des lipides est associée a une augmentation des apolipoprotéines B et
E plasmatiques, bien que la quantité de leur ARNm soit inchangée (Srivastava 1996). Les rats des
groupes coco et beurre présentent une masse de tissu adipeux blanc augmentée, ce qui est en
accord avec une exportation accrue des triglycérides du foie vers cet organe de stockage qu’est le
tissu adipeux. Ce phénotype est observé dans de nombreuses études ou les rats recevant un
régime enrichi en différentes huiles (coco, olive, menhaden) augmentent leur tissu adipeux
épididymal (Yaqoob, Sherrington et al. 1995; Bizeau and Hazel 1999; lossa, Lionetti et al. 1999).
Cependant, on observe que le niveau d’accumulation de lipides au niveau du tissu adipeux blanc
est différent en fonction du type d’acides gras présent dans I'alimentation, et plus précisément en
fonction de la longueur des chaines carbonées de ces acides gras. En effet, I'huile de coco qui est
riche en acides gras saturés a chaines moyennes (principalement de I'acide laurique ; C12:0 a
44,6%) induit une accumulation de graisse au niveau des tissus périphériques moindre que le
beurre, qui lui est riche en acides gras saturés a chaines longues (majoritairement de I'acide
palmitique ; C16 :0 a 21,7%). Plusieurs études ont démontré qu’un régime avec des triglycérides a
chaines moyennes, comme l'huile de coco, induit une diminution significative de la masse
corporelle ou de la taille des dépbts graisseux a la fois chez 'homme et chez I'animal (Hill, Peters
et al. 1993; St-Onge and Jones 2002; Han, Hamilton et al. 2003). Cette réduction des tissus
adipeux peut étre expliquée par le fait que les triglycérides a chaines moyennes sont transportés
directement vers le foie via la veine porte, et subissent un premier passage hépatique, ce qui n’est
pas le cas des triglycérides a chaines longues. Ces caractéristiques pourraient étre responsables
des différences d’oxydation entre triglycérides a chaine moyenne et triglycérides a chaine longue
(Wollin, Wang et al. 2004), et pourraient donc en partie expliquer les différences en terme
d’accumulation lipidique, observées au niveau du tissu adipeux blanc.

Outre 'augmentation des systémes d’exportation et de stockage, une autre possibilité peut
expliquer 'absence de stéatose hépatique malgré la surcharge lipidique : une augmentation de
I'oxydation lipidique périphérique, c'est-a-dire au niveau d’autres organes que le foie, comme les
muscles ou le tissu adipeux brun. Les mammiféres possédent un tissu spécialisé dans la
thermogeneése, le tissu adipeux brun. Il est caractérisé par un nombre important de mitochondries
contenant une protéine découplante (UCP1) en grande quantité. Cette UCP est localisée au
niveau de la membrane interne mitochondriale (Cannon and Nedergaard 2004). Le froid ou les

régimes alimentaires provoquent une augmentation la quantité de la protéine, ainsi que de son
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activation, ce qui induit un découplage entre l'oxydation des substrats et la synthése d’ATP
accompagné d’une production de chaleur (Klingenberg, Echtay et al. 1999; Cannon and
Nedergaard 2004). Lors de ces processus thermogéniques, les acides gras ne sont pas seulement
les substrats de la p-oxydation, mais interviennent également dans les mécanismes de
découplage en tant qu’activateur de 'UCP1, tant au niveau de la transcription que de I'activité de
la protéine (Silva and Rabelo 1997). Il a en effet été montré 'activation de facteurs de transcription,
les « peroxisome proliferator-activated receptor » (PPAR), régulant I'expression d’'UCP1 par des
acides gras (Falcou, Bouillaud et al. 1985). Dans cette étude nous observons une augmentation de
la masse du TAB, ainsi que de l'activit¢ maximale d’'une enzyme de la B-oxydation, la -
hydroxyacyl-CoA déshydrogénase (HAD) et du contenu en UCP1 chez les rats recevant un régime
enrichi en lipides. Ces résultats laissent suggérer I'implication du TAB dans I'élimination des acides
gras, par une stimulation de processus thermogéniques. L’augmentation d’expression d’'UCP1
permettrait de dissiper I'énergie excédentaire et de réguler ainsi la prise de poids, comme cela a
été proposé par plusieurs auteurs (Rothwell and Stock 1983; Falcou, Bouillaud et al. 1985;
Rothwell, Stock et al. 1985; Giraudo, Kotz et al. 1994).

Une autre voie d’oxydation des lipides pourrait également étre impliquée dans la résistance
des rats aux régimes enrichis en lipides : les muscles, mais cette voie n’a pas été étudiée ici. En
effet, plusieurs études ont été menées sur la réponse métabolique de différents muscles lors de
régimes enrichis en lipides, et une augmentation de la p-oxydation au sein de ceux-ci a été mise
en évidence (Miller, Bryce et al. 1984; Nemeth, Rosser et al. 1992; Leibowitz, Dourmashkin et al.
2004). Ainsi, il a été montré une augmentation de l'activité de plusieurs enzymes de la voie
d’oxydation des lipides dont la B-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase (HAD) au niveau des muscles
des pattes et du diaphragme de rats recevant un régime contenant 70% de gras (Nemeth, Rosser
et al. 1992; Leibowitz, Dourmashkin et al. 2004 ). Il ressort de ces études, que des rats recevant
un régime hyperlipidique sont capables d’ajuster leur métabolisme énergétique en réponse a des
variations nutritionnelles, et d’augmenter l'activité des enzymes impliquées dans ['oxydation
lipidique au niveau musculaire. Une partie des acides gras est oxydée, permettant ainsi de réduire
I'excés d’énergie dU a une ingestion lipidique accrue. On peut supposer que dans notre étude, les
rats augmentent également leurs capacités oxydatives musculaires, qui en association avec les
capacités oxydatives du TAB, permettent d’empécher le développement de la stéatose hépatique,

en dissipant I'excés calorique.
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12. Conclusion

L’association de tous nos résultats et de la littérature, nous laisse penser que le rat méale
Wistar est capable de s’adapter a une ingestion excessive de lipides, en i) augmentant le stockage
des acides gras au niveau des tissus périphériques, et notamment au niveau du tissu adipeux
blanc, et ij) en augmentant 'oxydation des lipides par différents processus dont la f-oxydation

musculaire et la thermogenése au niveau du TAB via I’ UCP1.

Dans cette étude, nous avons donc réalisé deux régime enrichi en lipides contenant une
forte proportion d’acides gras saturés a chaines moyennes, et cela dans le but de se rapprocher le
plus possible du régime alimentaire de patients atteints de NASH, décrit par Musso (Musso,
Gambino et al. 2003). Cependant, Il apparait que chez le rat Wistar un régime enrichi a 51% ou
86% en lipides saturés n’est pas suffisant pour induire une stéatose ou méme un stéatohépatite.
La comparaison entre plusieurs études utilisant des régimes hyperlipidiques nous montre
I'existence d’une trés grande variabilité dans la quantité et le type d’acides gras utilisés entre ces
régimes (Gauthier, Couturier et al. 2003; Gauthier, Couturier et al. 2004; Lieber, Leo et al. 2004;
Fan, Zhong et al. 2005; Zou, Li et al. 2006). La composition et la durée des régimes de ces études
sont présentées dans le tableau 111.9. Contrairement a ce que I'on aurait pu croire, ce n’est pas le
régime contenant la plus grande quantité de lipides qui induit la stéatose la plus sévere. Dans leur
étude, Lieber et Zou, utilisent des alimentations contenant 35-49% (m/m) de lipides (Lieber, Leo et
al. 2004; Zou, Li et al. 2006), ce qui correspond au pourcentage utilisé dans notre étude (45%). Or,
tant dans notre étude que dans les leurs, la présence de stéatose n’est pas systématique, ou alors
dans de trés faibles proportions. En effet, dans son étude, Lieber n'observe chez ces rats « high
fat », qu’une stéatose deux fois supérieure a celle des contrbles (Lieber, Leo et al. 2004), ce qui
est trés loin de refléter la réalité « humaine ». Par contre, une alimentation enrichie a
« seulement » 10% de lipides induit une stéatose conséquente associée a des phénomeénes
inflammatoires (Fan, Zhong et al. 2005). || semble donc évident que, plus que la quantité, le type
d’acides gras utilisés est le facteur clé des régimes hyperlipidiques dans l'induction d’'une stéatose
et de différentes autres lésions hépatiques. De plus, lorsque I'on étudie la composition lipidique
des différents régimes (tableau III.9) qui induisent une stéatose, on retrouve souvent de I'huile de
mais ou du lard, qui sont tous deux riches en acides gras insaturés (Gauthier, Couturier et al.
2003; Gauthier, Couturier et al. 2004; Lieber, Leo et al. 2004; Fan, Zhong et al. 2005; Zou, Li et al.
2006). De plus, on constate que tous les régimes induisant une stéatose ET une inflammation,
sont riche en acides gras mono insaturés (AGMI) et poly insaturés (AGPI) (20-30% des lipides
totaux) en comparaison aux régimes utilisés dans notre étude (2-5%). Les effets délétéres de
certains acides gras insaturés ont déja été décrits dans la littérature. En effet, plusieurs études ont

démontré le réle pro-inflammatoire des acides gras poly insaturés n-6 et leur implication dans des
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phénoménes de stress oxydant et dans le développement de NASH (Ghosh, Kewalramani et al.
2006 ; Simopoulos 2006). Les effets délétéres de ces acides gras seraient associés a une
augmentation de la peroxydation lipidique, impliquée dans le stress oxydant, ainsi qu’a une
diminution de concentration des enzymes antioxydantes,.

Au cours des deux cents derniéres années, les pays occidentaux ont vu leurs habitudes
alimentaires énormément se modifier, avec une trés forte augmentation de leurs apports en acides
gras n-6. Le ratio n-6/n-3 qui était de 1 pour 1 est passé a 15-20 pour 1 (Simopoulos 1999; Ghosh,
Kewalramani et al. 2006). L’acide arachidonique (n-6) et I'acide eicosapentanoique (n-3) sont des
précurseurs de la formation d’eicosanoides, et ont des effets opposés sur le métabolisme. Les
pathologies cardiovasculaires, le diabéte, I'obésité, certains cancers et bien d’autres pathologies
sont associés a une augmentation de la production thromboxane A2, de leukotriéne B4, II-1p, IL-6
et de TNF. Tous ces facteurs augmentent, consécutivement a une augmentation de l'ingestion
d'acides gras n-6 et diminuent avec une augmentation de lingestion d’acides gras n-3
(Simopoulos 2002). Différentes études ont démontré les effets pro-inflammatoires des acides gras
n-6, leur ingestion étant associée a une exacerbation du stress oxydant hépatique (Yoo, Ning et al.
1991; Simopoulos 2002) et a la potentialisation du développement de la NASH. Il ressort de ces
études, que le développement de la NASH serait favorisé par une alimentation riche en AGMI et
AGPI, spécialement en n-6, plutét que par des AGS. Mais ces résultats contredisent les
observations effectuées par I'équipe de Musso, dans laquelle ils ont mesuré une ingestion
journaliére d’environ 5% (m/M) d’AGPI dans la population générale contre 3,5% chez des patients
atteints de NASH (Musso, Gambino et al. 2003).
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En résumé : Un régime enrichi en lipides saturés ne semble donc pas étre un
modéle idéal pour induire une stéatohépatite ou méme une stéatose chez le rat. De
nombreuses études semblent démontrer que lutilisation dacides gras mono ou poly
insaturés soit plus efficace dans linduction dune NASH chez le rongeur. I/ apparait ici,
que le facteur clé impligué dans le développement dune stéatose associée a des
phénoménes inflammatoires, soit linduction de péroxydation ljpidigue et dune production
de cytokines pro-inflammatoires par les acides gras poly insaturés.

I/ ne faut pas exclure non plus l'hypothése dune résistance propre au rat Wistar
face a une surcharge lipidigue alimentaire (West and York 1998). En effet, des travaux
préliminaires menés au sein de notre éguipe semblent montrer des sensibilités différentes
face au régime coco et beurre, suivant que les rats soient de souche Wistar ou Sprague
Dawley, ces derniers présentant une prise de poids plus importante et plus rapide. I/ serait
intéressant de réaliser une étude d grande échelle sur plusieurs espéces de rongeurs (rats,
souris, hamster, lapin ..) afin de déterminer de maniére plus précise les caractéristiques
de chaque espéce, de chaque souche, et ainsi de pouvoir mieux choisir le modéle en
fonction de I'étude a mener.

Un régime alimentaire plus proche de celui des patients, et développant les
stigmates associés a la NASH (obésité abdominale, hyperlipidémie, insulinorésistance)
reste toujours d élaborer. Cela nous permettrait enfin détudier les mécanismes impligués

dans la pathogenése de la NASH .

L’utilisation d’'un régime enrichi en lipides ne nous a donc pas permis d’induire une NASH
che des rats Wistars. Cependant, ces derniers demeurent un trés bon modéle pour I'étude des
mécanismes d’adaptations face a une surcharge lipidique alimentaire, notamment au niveau des
tissus périphériques.

Pour la suite de cette étude, nous avons choisi d’utiliser un modéle de NASH trés bien
caractérisé chez le rat: un régime carencé en choline et méthionine. Une étude de la
bioénergétique mitochondriale de ce modéle a été tout d’abord réalisé, suivie par une étude du
métabolisme hépatique. Enfin, un essai de traitement a également été tenté avec I'utilisation de

deux molécules, la metformine et I'almitrine.
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ANNEXE |
Corps Cétoniques (u#mol/gps/30min) POH/AcAc JO> (umol/min/gps)
contrédle beurre coco contrédle beurre coco contrdle beurre coco
51 +2
Endo 61 +2 63+ 4 0,13 + 0,01 0.11 + 0,39 0,12 + 0,01 11+ 1 11 + 1 10+1
%
ol 835 72 + 3 807 1,1+ 0,07 1,1 + 0,09 1,7+ 0,21 % 15+ 1 14 + 1 15+ 1
Oct 124 + 5 103 + 6 114 + 6 1,3 +£0,09 1,1+£0,17 1,5+0,16 21 + 1 18 + 1 20+ 1
L+P 26+L+P
Glucose (umol/gps/30min)
(1mol/gps/30min) (1mol/gps/30min)
contrdle beurre coco contrdle beurre coco contrédle beurre coco
DHA 276 + 6 281 + 6 272 + 11 136 + 8 137 +4 103+ 6 % 688 + 7 699 + 42 647 + 24 *
glycérol 93 +2 105 + 3 106 + 4 * 13 +1 12+ 4 8+1 199 + 5 222 + 5 220 + 8
DHA-Oct 333+ 8 351 + 8 324 : 11 53+ 6 54 + 7 33:4 % 719 £+ 21 756 = 18 681 + 19
DHA-OI 338 +7 337 £+ 20 341 :+ 8 61 + 4 65 + 4 31 +4 % 737 + 16 739 + 44 713 + 14
LPO 140 + 4 175 + 7 * 157 + 8
L/P POH/AcAc JO> (umol/min/gps)
contrédle beurre coco contrdle beurre coco contréle  beurre coco
DHA 8s+1 111 + 32 * 12+ 2 0,9 + 0,09 0,4 + 0,02 % 0,5 + 0,05 % 19 +1 18 + 1 18 + 1
glycérol 15+ 5 17 + 4 15+ 5 0,2 + 0,02 0,3 + 0,04 0,3 + 0,04 111 101 12+ 1
DHA-Oct 20 + 3 70 + 15 % 22 + 2 0,6 + 0,03 0,4 + 0,05 % 0,6 + 0,05 29 + 1 24 + 1 29 + 1
DHA-OI 101 30 + 6 % 10+ 2 0,4 + 0,03 0,3 +0,01 0,5 + 0,03 25+ 1 22+ 1 24 + 1
LPO 29+ 1 26 + 2 27 + 1
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III-2. Effets d'un régime carencé en choline et méthionine

Lors de la premiére étude, nous avons constaté qu’un régime enrichi a 45% (m/m) en
lipides, et plus particuliérement en acides gras saturés, n’induisait pas de NASH chez le rat
Wistar. Pour la suite de notre travail sur les mécanismes d’adaptations métaboliques et
mitochondriales lors d’'une NASH, nous avons choisi un modéle largement caractérisé et
utilisé dans la littérature: un régime carencé en choline et méthionine ou MCDD pour

« Methionine and Choline Deficient Diet ».

1. Introduction

Les pathologies hépatiques non associées a une ingestion d’alcool sont devenues
des pathologies communément observées dans les services de gastro-entérologie. Elles
sont souvent couplées a un large spectre de modifications morphologiques des foies comme
une accumulation lipidique (stéatose), une inflammation, une nécrose et parfois une cirrhose.
L’association d’atteintes hépatocytaires et d’inflammation a une stéatose est reconnue sous
le nom de stéatohépatite non alcoolique (NASH) (Ludwig, Viggiano et al. 1980). Longtemps
considérée comme bénigne, la NASH est maintenant reconnue comme pouvant conduire au
développement d’une fibrose, évoluer en cirrhose et aller méme chez certains patients
jusqu’a des hépatocarcinomes. La NASH est observée le plus souvent lors de cas d’obésité,
de diabéte de type Il, d’hyperlipidémie, mais également lors d’'une perte de poids rapide ou
d’un court circuit jéjuno-iléal (bypass) (Chitturi and Farrell 2001).

A ce jour, les études menées sur la NASH n’ont pas permis une caractérisation claire
des changements physiologiques et des mécanismes moléculaires impliqués dans la
transition de stéatose hépatique a stéatohépatite, et cela a cause d’'un manque de modeles
animaux présentant des caractéristiques identiques a la NASH humaine. Cependant, les
études sur animaux ont grandement contribué a la compréhension de la NASH. Bien que
plusieurs modeles de stéatose existent (Koteish and Diehl 2001), peu présentent des
stéatohépatites (Koteish and Mae Diehl 2002). L’'un des modéles le plus communément
utilisé est un régime carencé en choline et méthionine (Weltman, Farrell et al. 1996; Kirsch,
Clarkson et al. 2003), qui induit une stéatose hépatique, une nécroinflammation, et a long

terme de la fibrose.

2. Description du modéle
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Les mécanismes biochimiques impliqués dans la mise en place d’'une NASH lors d’'un
régime carencé en choline et méthionine reposent sur le blocage de la synthése de
phosphatidylcholine (PC) (Lombardi, Pani et al. 1968; Ghoshal and Farber 1993). La
synthése de PC peut se faire via deux voies : i) I'incorporation directe de choline dans des
composés phosphatidyl et, ii) la méthylation de phosphatidylétanolamine en
phosphatidylcholine par la S-adénosyl méthionine (figure III.11).

Ces deux voies sont bloquées par la carence en choline et méthionine. La PC est un
composé essentiel des VLDL, qui sont impliquées dans I'exportation des triglycérides du
foie. De ce fait une carence en PC aboutit a un défaut d’'exportation, et donc a I'accumulation
de lipides dans le foie et au développement d’une stéatose. De plus, la carence en
méthionine diminue la synthése de glutathion réduit, ce qui va affaiblir les défenses anti-

oxydantes des hépatocytes face aux attaques radicalaires.

Figure III.11 : métabolisme de la choline et de la méthionine
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GSH : glutathion réduit ; PE : phosphatidylétanolamine ; PC : phosphatidylcholine ; VLDL : very low
density lipoprotein ; SAMe : S-adénosyl méthionine

Le régime carencé en choline et méthionine induit une diminution de I'exportation des
lipides du foie et une diminution des défenses anti-radicalaires aboutissant au

développement d’une stéatohépatite.

3. Composition des régimes

Le régime carencé en choline et méthionine provient de chez ICN (960439), et a été
largement caractérisé dans la bibliographie (Weltman, Farrell et al. 1996; Leclercq, Farrell et
al. 2000 ; George, Pera et al. 2003; Ip, Farrell et al. 2003; Kirsch, Clarkson et al. 2003;

Starkel, Sempoux et al. 2003; Rinella and Green 2004). En ce qui concerne le régime
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contréle, et en nous basant sur I'étude réalisée par Kirsch et collaborateurs Kirsch, 2003,
nous avons choisi d'utiliser le régime standard habituellement utilisé au sein de notre
laboratoire plutét que le régime MCDD supplémenté en choline et méthionine. En effet, dans
cette étude les rats recevant les deux diétes « contréles » ont montrés un méme profil de

croissance. La composition des régimes controle et MCDD est présentée dans le tableau
[1.9.

Tableau ITI.9 : composition des différents régimes alimentaires.

(9/kg) controle MCDD
kcal/kg 2900 3660
protéines 160 175"
lipides 27 100
carbohydrates 596 655
cellulose 44 30
sels minéraux 50 40
humiditée 123

(*: exprimé en acides aminés)

4. Prise de poids et prise calorigue

Aprés 6 semaines de régime, le poids des rats carencés en choline et méthionine est
significativement inférieur a celui des rats contrdles (figure ITI.12). Cela est dG a un arrét de
croissance des rats MCDD dés le début du régime. On observe une perte de poids lors de la
premiére semaine, masse corporelle qui tend ensuite a se stabiliser aux environs de 236 £ 7
g pour les rats MCDD alors que les rats contréles continus leur croissance pour atteindre
414 +5 g environ, a I'age de 15 semaines.

Une estimation de la prise alimentaire (PA) a également été réalisée. La PA suit le
méme profil que la prise de poids, avec une diminution de celle-ci la premiére semaine, qui
tend ensuite a se stabiliser a environ 40 kcal/rat/j contre environ 69 kcal/rat/j pour les
controles (figure III.12). Cependant, lorsque la PA a été exprimée par 100g de masse
corporelle, les rats MCDD et contrbles présentent une PA identique (16-17 kcal/100g/jour),

signifiant que les rats MCDD ne se trouvent pas en situation de sous-nutrition.
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Figure III.12: Evolution de la masse corporelle et de la prise alimentaire des rats soumis a
un régime carencé en choline et méthionine pendant 6 semaines.
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La masse corporelle (n=38 animaux) et la prise alimentaire (n=5 cages) des rats contrdles et
MCDD sont mesurées quotidiennement. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Les
comparaisons (p<0,05) sont réalisées par un test t non apparié. % : différent du contrdle.

5. Dépense énergétigue

Les résultats précédents montrent une perte de poids des rats MCDD en
comparaison des rats contréles. Habituellement cela est associé a un déséquilibre de la
balance énergétique. Cependant la PA des rats MCDD, exprimée en kcal/100g/j, est
identique a celle des contrbles. Cette différence de poids entre les deux groupes de rats
pourrait étre expliquée par une différence de la dépense énergétique (DE) des animaux. La
DE a été évaluée par calorimétrie indirecte chez les rats contréles ou MCDD. Les valeurs de
dépense énergétique sont présentés dans la figure 111.13, et sont rapportées a la masse des
rats.

On obtient chez les rats controles un profii de dépense énergétique (DE)
classiquement observé (Rothwell and Stock 1982; Blanc, Geloen et al. 2001). La DE est en
moyenne de 6 + 0,1 W/kg durant la période diurne (figure III.13). Les rats MCDD montrent
le méme profil de DE que les rats controles, mais avec des valeurs nettement inférieures.
Pendant la journée, leur DE est en moyenne de 5 + 0,1 W/kg. La période nocturne
correspond a la période de prise alimentaire des rats, et s"accompagne d’une augmentation
de leur activité (Perrin 2003). Cela est confirmé par une augmentation de la DE
classiquement observée chez ces rongeurs (Rothwell and Stock 1982 ; Garait, Couturier et
al. 2005). Les rats controles augmentent leur DE de 25% pendant cette période (7 £ 0,1
WI/kg). Les rats MCDD présentent également une DE supérieure pendant la nuit (6 = 0,1
W/Kg), mais cette augmentation est moindre que celle des contrdles (+16%). Il ressort de
ces résultats que les rats MCDD ont une dépense énergétique inférieure a celle des
contrOles. Ces résultats sont surprenants. En effet, les rats MCDD présentent une
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modification de leur répartition tissulaire (décrit ci-aprés), en faveur d’'une augmentation de
leur masse maigre et d’'une diminution de leur masse grasse. De plus, ils présentent une
masse corporelle inférieure aux contrdles alors que leur PA reste identique (figure III.12).
Au vu de ces modifications, on aurait pu penser que leur DE (exprimée par kg) serait
augmentée. Plusieurs hypothéses pourraient expliquer cette DE moindre, i) Les rats MCDD
ont une activité moins importante que les rats contréles, et dépensent donc moins d’énergie ;
i) Leur masse corporelle étant inférieure a celle des contréles, toute activité devient moins

colteuse,; iii) les substrats, et notamment les lipides sont moins oxydés.

Figure III.13: mesure de la dépense énergétique des rats controles et MCDD durant 24h.
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La dépense énergétique (W/kg ou kcal/rat/j) des rats contréles et MCDD est mesurée sur 24h.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n=9. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées
par un test t non apparié. *: différent du contrdle.

En paralléle, la dépense énergétique journaliere en kcal a été calculée (figure III.13).
Les rats contréles ont une DE de 64 + 2 kcal/rat/j. Cette valeur correspond a la quantité
estimée de kcal ingérées par les rats controles (69 + 1 kcal/rat/j; figure III.12 et tableau
IIT.10). Les rats MCDD, ont, quant a eux, une DE de 29 * 3 kcal/rat/j, ce qui est nettement
inférieure a la quantité de Kcalories ingérées (40 + 2 kcallrat/j; figure III.12 et tableau
ITI.10). De maniére générale, les calories ingérées ont plusieurs voies possibles au sein
d’'un organisme, elles sont soit métabolisées (oxydation des substrats afin de fournir de
I'énergie a la cellule), soit stockées au niveau du tissu adipeux (en cas d’excés calorique),
soit éliminées dans les féces. Cet excédant de calories ingérées, par rapport a la DE, nous
laisse penser que les rats MCDD devraient augmenter leur mise en réserve et donc leur
tissu adipeux, et ce n’est pas le cas, le tissu adipeux étant trés nettement diminué chez les

rats MCDD. D’autre part, si le métabolisme des substrats était augmenté on aurait di avoir
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une DE augmentée et ce n'est pas ce qui est observé dans cette étude (figure III.13). Par
contre, I'hypothése de « I'excrétion » des calories parait tout a fait plausible. Le régime
MCDD étant enrichi en lipides (10% m/m), et le transport de ceux-ci étant fortement modifié
par la carence en choline et méthionine, on peut supposer qu’une certaine quantité de
substrats, et notamment de lipides, ne soit pas absorbés au niveau intestinal, et soit éliminée
plutdt que métabolisée ou stockée. De plus, les féces des rats MCDD étaient de texture plus
molle que celles des contrdles et également de couleur beaucoup plus claire. On peut donc
émettre 'hypothése que cette différence entre les calories ingérées et celles dépensées, est
due, au moins en partie, a une élimination des substrats et notamment des lipides, par la

voie fécale.

6. Répartition tissulaire

Tableau ITT.10: caractéristiques physiologiques des rats carencés en choline et méthionine
aprés 6 semaines de régime.

Contrale MCDD
Prise calorique (kcal/j/rat) 69 1 40 = 2 *

Prise calorique (kcal/j/100g) 17+ 1 16 + 1
Masse corporelle (g) 450 + 7 230 + 4 *
Foie (g/100g) 3,4+0,1 45 + 0,2 *
Soléaire (mg/100g) 39,0+ 0,1 50,0 + 0,1 *
Plantaris (mg/100g) 85,0+ 0,2 94,0 + 0,1 *
EDL (mg/100g) 45,0+ 0,1 51,0+ 0,1 *
Tissu adipeux blanc (g/100g) 36+0,2 1,4:+0,1 *
épididymal 1,90+ 0,11 0,79 + 0,05 *
rétropéritonéal 1,60 + 0,13 0,64 + 0,05 *
Tissu adipeux brun (mg/100g) 80+ 1 110+ 1 *
Triglycérides (umol/g) foie 61 385 + 29 *
soléaire 2,56+0,2 0,6 +0,2 *

Les mesures de prise calorique représentent une estimation de l'ingestion journaliere par rat
(kcal tota/4). Les masses sont exprimées pour 100g de masse corporelle (masse relative). Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n=12. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par un
test 7 non apparié. %: différent du contrdle.

Les différents tissus et organes ont été prélevés et pesés afin de mieux comprendre

la différence de poids entre les deux groupes de rats (tableau III.10). Les rats MCDD étant

nettement plus maigres que les contrdles, les masses tissulaires sont exprimées pour 100g
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de masse corporelle, afin de permettre une comparaison entre les groupes. Les rats MCDD
présentent une masse de tissu adipeux blanc extrémement diminuée (-60%) en comparaison
aux controles. Cette réduction de masse est observée sur les deux tissus adipeux blancs
prélevés, le tissu épididymal (-59%) et le rétropéritonéal (-60%). Cela est accompagné d’une
augmentation de 34% de la masse du foie des rats MCDD (tableau ITI.10). Les masses des
muscles des pattes postérieures sont également augmentées par rapport a celles des rats
contréles (soléaire +28%; plantaire +10%; EDL +13%), et présentent une diminution de leur
contenu en triglycérides. Le tissu adipeux brun présente également une masse nettement

supérieure (+37%).

Les six semaines de régime carencé en choline et méthionine ont largement affecté
la répartition des lipides au sein de l'organisme des rats. En effet, les dépbts de graisse
périphériques (tissus adipeux et muscle) ont diminués alors que le contenu en triglycérides
hépatique a largement augmenté (X74; p<0,001). Les lipides ne sont pas exportés du foie

vers les autres organes, en raison d’un défaut de transport di a la carence en choline.

7. Données plasmatigues

Du sang a été préleve et des dosages de métabolites et d’hormones ont été réalisés
avec du plasma de rats contrdles ou MCDD (tableau ITII.11). Le sang provient soit de rats mis
a jeun depuis 24h (groupe a jeun), soit de rats ayant accés a la nourriture jusqu’au début de
I'expérimentation (groupe nourri). Cependant, ’heure de la derniére prise de nourriture de ce
groupe n’a pas était déterminée avec exactitude. Les rats sont euthanasiés vers 9h du matin,
ils sont donc dans un état entre le post-prandial et le post-absorptif sachant que la lumiére
de I'animalerie s’allume a 6h le matin.

Les rats MCDD ont une glycémie a jeun plus faible que les contréles (5,1 £ 0,2 vs.
7,1 £ 0,3 mM), ainsi qu’une insulinémie diminuée (20 £ 4 vs. 65 £ 1 pM) (tableau ITI.11). A
I'état nourri, les rats contréles ont une glycémie identique a celle mesurée aprés 24h de
jeline, alors que leur insulinémie est nettement augmentée. Cela est étonnant, on aurait pu
s’attendre a une augmentation de la glycémie, en paralléle de I'insulinémie, due a la prise
alimentaire récente des rats. Plusieurs facteurs peuvent expliquer cela. Premiérement, si on
se base sur le postulat que les rats ont une prise alimentaire uniquement pendant la période
nocturne, cela fait au moins 3h que les animaux sont passés en période diurne et ont cessé
de manger au moment du sacrifice. On peut donc supposer que le pic de glycémie qui arrive

rapidement aprés un repas est déja revenu a un niveau basal, alors que le pic d’insuline, qui
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diminue plus lentement, est, quand a lui, toujours visible. L’autre facteur pouvant expliquer
I'absence de différence de glycémie est le mode de sacrifice des animaux. En effet, pour des
raisons expérimentales, les animaux a jeun sont anesthésiés avec du thiopental sodique au
moment du sacrifice, alors que ceux nourris ne le sont pas. Or il a été démontré un effet
hyperglycémiant de certains anesthésiques de la famille des barbituriques, comme le
pentobarbital (Penicaud, Ferre et al. 1987), famille a laquelle appartient le thiopental. Ces
deux facteurs pourraient expliquer le fait que les rats contréles aient une glycémie identique
dans les deux conditions nutritionnelles. Les rats MCDD, quant a eux, ont une glycémie
augmentée a I'état nourri par rapport au jelne. Cependant leur glycémie reste
significativement inférieure a celle mesurée chez les contréles. Ce qui signifie, si on tient
compte des facteurs décrits précédemment, que la différence de glycémie, entre I'état nourri
et a jeun, observée chez le groupe de rats MCDD est en réalité plus importante. De la méme
maniére, lI'insulinémie des rats MCDD est augmentée a I'état nourri, mais reste inférieure a

celle mesurée chez les rats controéles.

Tableau III.11: caractéristiques plasmatiques des rats carencés en choline et méthionine
aprés 6 semaines de régime.

contrale MCDD
a jeun nourri a jeun nourri

glycémie (mM) 71+0,3 74+02 51+02 * 6,2+0,2 *£
insulinémie (pM) 65+1 234 + 3 £ 20+ 4 * 86 +3 *£
index HOMA 40+16 10:0,2 0,056
C° plasmatique (mM)

TG 0,70 +0,05 200+020 £ 030:x002 * 030+001 *
AGNE 1,30+ 0,07 085+009 £ 053:005 * 057+003 *
glycérol 0,40 + 0,02 0,36 + 0,03 028+004 * 026+001 *
ALT (U/L) 22 +1 71+6 *
AST (U/L) 28+ 3 41+3 *

TG, triglycérides ; AGNE, acides gras non estérifiés; ALT, alanine aminotransférase; AST,
aspartate aminotransférase. Les mesures sont réalisées avec des plasmas congelés. L'index
HOMA [(insuline pU/mL X glucose mmol/L)/22 5] est calculé a partir de plasma de rats a jeun
(n=6). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n=12. Les comparaisons (p<0,05) sont
réalisées par un test t non apparié. * significativement différent des contrdles; £
significativement différent des « a jeun ».
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Il apparatit ici que les rats MCDD ont une glycémie et une insulinémie inférieures a
celles des contrdles. Plusieurs facteurs pourraient étre impliqués : i) une diminution de
I'absorption intestinale, limitant ainsi I'apport glucidique au niveau sanguin, ii) une diminution
de la stimulation de la production de glucose (glucagon, catécholamines corticostéroides) ou
i) une diminution de la néoglucogenése hépatique. Les deux premiers facteurs n’ont pas été
évalués, en revanche la néoglucogenése hépatique a été mesurée, et sera présentée plus
loin dans le manuscrit, avec I'ensemble de I'étude du métabolisme hépatique (III. R&D -
Tome 4).

Cette diminution de la glycémie chez les rats MCDD semble donc expliquer la faible
concentration d’insuline mesurée au niveau sanguin. En effet, le principal facteur contrélant
la sécrétion d’insuline est la concentration plasmatique de glucose. Son augmentation,
comme aprés un repas, agit sur les cellules B des flots de Langerhans pour stimuler la
sécrétion d’insuline, alors que sa diminution lors du je(ine inhibe la sécrétion d’insuline. Ainsi,
chez nos rats MCDD, la faible concentration d’insuline plasmatique est due a la faible
glycémie des animaux. Cela est confirmé par le fait que, dans les conditions « nourri »,
l'augmentation de glucose plasmatique des rats MCDD, est accompagnée d’'une
augmentation de l'insuline. Un défaut de sécrétion d’insuline n’est donc pas responsable de
la faible insulinémie observée chez les rats MCDD, puisque celle-ci est stimulable en
condition post-prandiale.

L’'index HOMA, qui est le reflet de la sensibilité a I'insuline, a également été calculé.
Cet index est nettement diminué chez les rats MCDD (1,0 + 0,2 vs. 4,0 £+ 1,6) en
comparaison aux rats contréles, indiquant une trés bonne sensibilité a 'insuline de ces rats.
Cela est en accord avec les données de la littérature. Des souris et des rats nourris avec un
régime MCD ont subi des tests de tolérance au glucose et a l'insuline, et leur sensibilité a
linsuline a été estimée avec un autre test de sensibilité a I'insuline, le test QUICKI (Rinella
and Green 2004; Tahan, Yavuz et al. 2004). Aucune de ces études, n’a mis en évidence une
perte de sensibilité a l'insuline chez ces animaux.

Le profil lipidique plasmatique a également été réalisé, avec le dosage des
triglycérides (TG), des acides gras non estérifiés (AGNE) et du glycérol. Dans des conditions
de jeline, on observe dans le plasma des rats contrdles des concentrations en AGNE de 1,3
mM, et des concentrations en TG et glycérol plus faible (0,7 et 0,4 mM respectivement)
(tableau III.11). Cela a tendance a s’inverser a I'état nourri. Une augmentation significative
des TG est observée, alors que les AGNE sont quant a eux diminués. L'influence du statut
nutritionnel sur les composés lipidiques plasmatiques est classiquement décrite dans la
littérature (Frayn 1998). Lorsque I'animal est a jeun, les TG, principalement stockés au
niveau du tissu adipeux, vont étre hydrolysés en AGNE et glycérol. lls sont ensuite relargués

dans la circulation sanguine pour étre délivrés comme substrats énergétiques aux autres
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tissus, comme les muscles squelettiques et le foie. A l'inverse, en condition post-prandiale,
les lipides provenant de l'alimentation et de la lipogenése hépatique, vont étre transportés
dans le sang sous forme de TG pour étre stockés au niveau du tissu adipeux blanc. En
paralléle, la sécrétion d’insuline, consécutive au repas, va inhiber la lipolyse du tissu adipeux
blanc, diminuant la libération d’AGNE et de glycérol dans le sang. Chez les rats MCDD, le
statut nutritionnel n’a aucun effet sur le profil lipidique plasmatique. En effet, les valeurs sont
du méme ordre de grandeur entre les rats a jeun et nourris, que se soit pour les TG, les
AGNE ou le glycérol. Il faut également noter que ces valeurs sont significativement
inférieures a celle obtenues chez les rats contréles a jeun, montrant ici la faible disponibilité
et mobilisation, au niveau sanguin, des stocks lipidiques lors de situation de besoin (jetine).

Enfin, les activités des transaminases ont également été mesurées dans le plasma
des deux groupes de rats. Les transaminases (I'aspartate aminotransférase ou AST « ex
SGOT » et 'alanine aminotransférase ou ALT « ex SGPT ») sont des indicateurs sensibles
d’atteintes hépatocytaires. Ce sont des enzymes normalement présentes dans le sérum a
une faible concentration, mais lors de cytolyse, elles se retrouvent en grande quantité dans
le sérum. L'AST est retrouvée a des concentrations élevées dans les cellules du foie. L'ALT
est localisée uniquement dans le cytosol, sa concentration dans les tissus non hépatiques
est trés faible, elle est dans ces cas confinée au cytoplasme. La forte élévation de sa
concentration sérique est relativement spécifique d'une atteinte de I'hépatocyte. ALT et AST
sont deux enzymes libérées en cas de Iésions cellulaires en rapport avec une augmentation
de la perméabilité de la membrane cellulaire ou d'une nécrose cellulaire. L'ALT tend a
augmenter ou chuter de facon paralléle a I'AST, mais la libération de I'AST mitochondriale a
partir de I'népatocyte est supposée impliquée dans des lésions cellulaires plus sévéres que
la libération de lisoenzyme cytoplasmique ou de I'ALT. Les nombreuses études réalisées
avec des rats et souris recevant un régime MCD ont montré une nette augmentation de la
concentration sérique de transaminases. (Rao, Papreddy et al. 2002; George, Pera et al.
2003; Kirsch, Clarkson et al. 2003; Kashireddy and Rao 2004; Assy, Grozovski et al. 2006).
Comme attendu, I'ALT et 'AST sont également significativement augmentées chez les rats
MCDD de notre étude (X3,2 et X1,5 respectivement). Cette augmentation nous confirme la
présence de dommages cellulaires hépatiques dus au régime. Ces dommages en
association avec la stéatose et les facteurs d’inflammation, nous confirment la présence de
NASH dans le foie des rats MCDD.

8. Données hépatigues

Lors d’'une premiére observation, a I'échelle macroscopique, le foie des rats MCDD

apparait pale et gras en comparaison avec les rats contréles (figure III.14A). L’examen
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histologique révéle une stéatose macrovésiculaire sévere dans les hépatocytes de rats
MCDD affectant plus de 60% des cellules (figure III.14B). La nécrose n’est que faiblement

observée et aucune fibrose n’a été détectée.

Figure III.14: coupe histologique de foie de rat contrdle et MCDD.
A B
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vésicules foyer
lipidiques inflammatoire

Observation macroscopique (A) et microscopique (B) des foies de rats contrédles et MCDD. Les
échantillons de foie sont marqués avec de I'hématoxyline et de I'éosine (grossissement X10).

L’analyse histologique nous confirme la forte accumulation de lipides hépatiques, que
nous avions constaté lors du dosage de triglycérides (tableau III.10), et la présence de
foyers inflammatoires. Une étude par RT-PCR semi quantitative a également été menée au
niveau hépatique, sur différents génes connus pour étre surexprimés lors de phénomeénes
inflammatoires (Tilg and Diehl 2000; Crespo, Cayon et al. 2001 ; Starkel, Sempoux et al.
2003 ; Nagasawa, Inada et al. 2006).

Figure III.15 : Expression des génes marqueurs de l'inflammation dans le foie de rats
contrdles et MCDD.

[ contréle Control  MCDD
] MCDD .
o—————— T ¢
* *
0,5 1 1,5

S w— w—— ww  TNF-R

T i

ARNm TNFa/cyclo
<)
L]

ARNmM TNF-R/cyclo

004
003
Eoz ‘
<01
JCD ;

L'expression des génes pour IL-6, TNF-o et le récepteur au TNF dans le foie a été réalisée par
RT-PCR a partir de primers spécifiques. La cyclophiline est utilisée comme géne de référence.
L'analyse a été réalisée avec 5 rats dans chaque groupe. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées
par un test 7 non apparié. % significativement différent des contréles

La figure 111.15 présente I'abondance relative de TARNm codant pour les génes de
l'interleukine 6 (IL-6), du TNF-a (tumor necrosis factor o) et du récepteur au TNF-a (TNF-R).
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Les ARNm de ces trois génes sont largement augmentés dans le foie des rats MCDD
(+437%, +212%, +46% respectivement, p<0,01), démontrant ainsi la présence d'un
phénoméne inflammatoire dans les foies des rats MCDD. En effet, le TNF-a et 'll-6 sont
reconnus comme étant des cytokines pro-inflammatoires et pro-fibrotiques (Starkel,
Sempoux et al. 2003; Dela Pena, Leclercq et al. 2005). Elles sont libérées par les cellules de
Kupffer en réponse a un stress cellulaire et sont impliquées dans I'activation des cellules
étoilées hépatiques (Tilg and Diehl 2000; Vrba and Modriansky 2002 ). L’activation de ces
cellules joue un rdle important dans la fibrogenése et dans le développement de pathologies

hépatiques, dont la stéatohépatite (Diehl 2002).

Les rats MCDD développent une NASH caractérisée par une stéatose massive et des

foyers inflammatoires au niveau hépatique.
9. Morphologie des adipocytes isolés

La carence en choline et méthionine inhibant les systémes de transport des lipides du
foie vers le tissu adipeux, la masse de celui-ci est largement diminuée (1,4 £ 0,1 vs. 3,5+ 0,2
g/100g). Afin de rechercher les facteurs impliqués dans cette modification de masse
adipeuse, des adipocytes ont été isolés a partir des tissus adipeux rétropéritonéal et

épididymal des rats controles et MCDD, et leur taille a été évaluée.

Figure III.16: Observation microscopique des adipocytes épididymaux et rétropéritonéaux
de rats contrdle et MCDD aprés 6 semaines de régime.

controle MCDD controle MCDD

rétropéritonéal épididymal
Les adipocytes des groupes contrdles et MCDD sont observés sous microscope et mesurés a
I'aide d'un micrometre intégré.
Ces cellules sont observées au microscope optique (figure III.16) afin de mesurer
leur diamétre et de calculer leur volume (tableau ITI.12). Les adipocytes rétropéritonéaux ont
un diamétre supérieur a celui des adipocytes du tissu épididymal, et cela chez les deux

groupes de rats (tableau III.12). De plus, il apparait que les adipocytes de rats MCDD ont un
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diamétre, et donc un volume inférieur aux rats contréles, et cela quel que soit le type de tissu
adipeux. Cela est tout a fait en accord avec une large diminution du stockage de lipides sous
forme de ftriglycérides, et cela du fait d'un défaut d’exportation des triglycérides

caractéristique du régime MCDD.

Tableau III.12: Détermination de la taille des adipocytes de tissu adipeux épididymal et
rétropéritonéal de rats MCDD.

Diamétre (um) Volume (mm®)

controle MCDD controle MCDD
rétropéritonéal  104+3  76:10  P=0.054 597 + 56 265:98 ¥
épididymal 75+ 7 56 + 1 * 243+61 93:3 X

Le diameétre des cellules des groupes contrdles et MCDD est mesuré sous microscope,
permettant ainsi le calcul du volume de chaque adipocyte. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM, n=4. % significativement différent des contrdles (p<0,05).

Les rats MCDD ont une diminution de leur masse adipeuse qui résulte d’une
diminution de la taille des adipocytes la constituant, exprimant une absence de stockage des
lipides sous forme de TG au sein de ce tissu. Cela est di a un défaut d’exportation des

lipides, sous forme de VLDL, du foie vers les autres tissus (tissus adipeux blanc, muscle).

10. Oxydation phosphorylante mitochondriale

10.1 Paramétres de 'oxydation phosphorylante

Afin d’étudier les modifications du métabolisme énergétique des cellules hépatiques
lors de la mise en place d'une NASH, les paramétres de I'oxydation phosphorylante de
mitochondries isolées de foies de rats contréles ou MCDD ont été mesurés et sont présentés
dans la tableau 111.13. Nous avons utilisé des substrats différents pour effectuer ces
mesures. Tout d’abord du glutamate/malate, qui fournit la mitochondrie en NADH et donc
alimenter le complexe | de la chaine respiratoire, et du succinate/malate, qui fournit du
FADH, au complexe Il. Ces expériences ont été réalisées en absence et en présence de
sérum albumine bovine (BSA) afin de discriminer un réle potentiel des acides gras libres sur
le fonctionnement mitochondrial. Une titration de BSA a été effectuée afin de déterminer la
concentration nécessaire pour chélater les acides gras présents dans le milieu d’incubation.

Elle a été déterminée a 3 mg/mL (0,3% m/v).
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En absence de BSA dans le milieu respiratoire, nous observons une respiration
nettement plus forte chez les deux groupes de mitochondries, et cela quel que soit le
substrats et I'état respiratoire étudié. De plus, comme classiquement décrit, la respiration est
supérieure en présence de succinate/malate, qu'en présence de glutamate/malate. Le
glutamate fourni du NADH qui est oxydé au niveau du complexe |, tandis que le succinate
fourni du FADH. qui entre au niveau du complexe ll, court-circuitant ainsi le complexe I. De
ce fait, en comparaison a l'utilisation du NADH, le nombre de protons expulsés lorsque la
chaine respiratoire oxyde du FADH, est plus faible pour une méme quantité d’oxygéne
consommé. De maniére simplifiée, la mitochondrie doit respirer plus vite avec du succinate,
pour maintenir un méme gradient de protons de part et d’autre de la membrane interne

qu’avec du glutamate.

Tableau III.13 : Respiration (JO2) des mitochondries de foie provenant de rats contrales
ou MCDD

JO; (natomO/min/mg prot) avec succinate/malate

- BSA + BSA
état non , p état non ) .,
phosphorylant etat 4 état 3 phosphorylant etat 4 état 3
contrale 41+ 3 36 +4 108 + 11 25+1 22+1 137 +5
MCDD 62+3 52+3 192 + 12 37+2 32+2 203 £ 12
* * * * * *

JO, (natomO/min/mg prot) avec glutamate/malate

- BSA + BSA
état non , . état non , .
phosphorylant état 4 état 3 phosphorylant etat 4 état 3
controle 24 +1 17 £ 1 83+7 13+1 9+1 75+7
MCDD 28 +2 22+ 2 121+ 9 17 +1 14 + 1 108 + 9
* * * * * *

Les mitochondries de foies de rats (1 mg/ml) contréles ou MCDD ont été incubées dans un milieu
KCl + BSA (0,3% final) a 37°C, en présence de 5/0,5 mM succ/mal plus 1,25 uM roténone ou
5/1,25 mM de glut/mal. La consommation d'oxygéne est mesurée par oxygraphie. Les résultats
sont exprimés en moyenne + SEM ; n=13. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par un test #
non apparié. *: différent du contréle .

Les mitochondries de rats MCDD sont dans un environnement extrémement riche en
lipides. Or, les acides gras sont considérés comme un découplant naturel de I'oxydation

phosphorylante. En effet, il a été démontré que I'ajout d’acides gras sur des mitochondries
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provoque un léger découplage, induisant une diminution du potentiel de membrane, une
augmentation de la respiration a I'état non phosphorylant, et une diminution du rapport
ADP/O (Polcic, Sabova et al. 1997; Korshunov, Korkina et al. 1998 ; Samartsev, Simonyan
et al. 2000; Popova, Bodrova et al. 2004; Di Paola and Lorusso 2006). De plus, les acides
gras présents dans le milieu peuvent étre utilisés comme substrats par les mitochondries,
augmentant d’autant leur fourniture en équivalent réduits, induisant ainsi une stimulation de
la respiration. Afin de pallier a cette différence, de la BSA (0,3% final) est ajoutée afin de
chélater les lipides. Comme attendu, en présence de BSA, les respirations des deux groupes
de rats sont nettement plus faibles en conditions non phosphorylantes. Cependant les
mémes différences sont toujours observées entre les deux groupes de mitochondries. En
présence de succinate/malate ou glutamate/malate, la respiration a I'état non phosphorylant
des mitochondries de rats MCDD est significativement plus forte (+48% et +30%
respectivement) que celle des rats contréles. Cette différence persiste en état 4, aprés
addition d’oligomycine (inhibiteur de 'ATP synthase) (+45 et 55%). La respiration a 'état 4
est controlée principalement par les pertes d’énergie (proton leak, redox slipping et activités
ATPasiques contaminantes) et dans une moindre mesure par la chaine respiratoire et les
transporteurs de substrats (Pietrobon, Zoratti et al. 1983; Brand 1990). La stimulation de la
vitesse de respiration a I'état non phosphorylant peut donc étre imputée au moins a deux
phénoménes : (i) la contamination par une activit¢ ATPasique importante et (ii) une
modification des propriétés intrinséques (augmentation des pertes énergétiques) des
mitochondries. Aprés addition d'oligomycine, la vitesse de respiration des mitochondries de
rats MCDD reste supérieure a celle des mitochondries de rats contrdles, or I'oligomycine
inhibe les activités ATPasiques contaminantes de sorte que la différence de respiration
observée a l'état 4 n'est pas liée a une différence d'activité ATPasique. Nos résultats
suggérent donc que la différence de respiration a I'état 4 est le fait d'une modification des
propriétés intrinséques des mitochondries. Deux mécanismes pourraient étre impliqués dans
ces modifications, un proton leak et/ou un redox slipping.

En présence de BSA, la respiration en état 3, est augmentée en présence de
succinate/malate et diminuée en présence de glutamate/malate. Mais quel que soit I'effet de
la BSA sur la respiration a I'état 3, on observe toujours une respiration supérieure chez les
mitochondries de rats MCDD en comparaison avec les contrles (+45%) (tableau ITI.13).
Ces résultats nous laissent supposer une augmentation de la quantité de chaine respiratoire,

ou tout du moins de la cytochrome ¢ oxydase, dans le groupe MCDD.

- 186 -



IIT. Résultats et Discussion : Tome 2

Figure III.17 : Activité maximale de la cytochrome ¢ oxydase des mitochondries de foies
provenant de rats contrdles ou MCDD
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Les mitochondries de foie de rats (1 mg/ml) contréle (blanc) ou MCDD (gris) ont été incubées
dans un milieu KCI + BSA (0,3% final) a 37°C, supplémenté avec 1 mM TMPD plus 5 mM
d'ascorbate plus 3,6 uM de myxotiazol plus 75 yM de DNP. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM ; n=6 ; Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par un test t non apparié. *:
différent du contrdle .

Le TMPD/ascorbate est un couple donneur/accepteur d’électrons au niveau de la
cytochrome ¢ oxydase (COX), dernier complexe de la chaine respiratoire. La respiration
découplée avec ce substrat permet donc d’évaluer la vitesse maximale de la COX. La
respiration des mitochondries des rats MCDD en présence de TMPD/ascorbate est
supérieure (+54%) a celle des contrbles (figure ITI.17). Une augmentation de la quantité de
COX pourrait donc expliquer 'augmentation de la respiration en état 3 observée chez les
mitochondries MCDD.

La COX est composée de deux hémes, a et a;. Au vu de 'augmentation de 54% de
son activité, et afin de vérifier notre hypothése, la quantité de COX a été évaluée en

mesurant le contenu en cytochromes des mitochondries de rats controles et MCDD (tableau

IIL.14).

Tableau III.14: contenu en cytochromes des mitochondries de foie de rats contrdles ou
MCDD

Contenu en cytochromes (pmol/mg proteines)

a+a;s b c+cCy
controle 53+8 99 +13 153 + 12
MCDD 80+38 94 +12 212+ 15
* *

Le contenu en cytochromes des mitochondries est déterminé par spectrophotométrie, en
étudiant la différence de densité optique entre les spectres réduit/ oxydé, entre 540nm et 630
nm selon les cytochromes. Les résultats sont exprimés en moyenne * SEM, n=9; Les
comparaisons (p<0,05) sont réalisées par un test #non apparié. * vs. contréle.

- 187 -



IIT. Résultats et Discussion : Tome 2

Les rats carencés en choline et methionine ont une augmentation du contenu en
cytochrome aa; et cc; des mitochondries tandis que le cytochrome b est inchangé. Ainsi, une
augmentation de 51% du contenu en cytochromes aa; s’accompagne d’une augmentation de
54% de l'activité de la COX.

Le régime carencé en choline et méthionine induit une augmentation de la
respiration mitochondriale. Cette consommation doxygéne accrue en condition non
phosphorylante semble due a une augmentation des pertes énergétigues. Alors que
laugmentation de la respiration en condition phosphorylante semble due a une

augmentation de la quantité et de lactivité de la cytochrome ¢ oxydase.

10.2 Efficacité de la synthése dATP

Afin d’étudier les conséquences des pertes énergétiques sur I'efficacité de I'oxydation
phosphorylante, nous avons évalué le rapport ATP/O. Celui-ci correspond au rapport entre le
flux de synthése d'ATP et celui de consommation d'oxygéne. Il apprécie l'efficacité avec
laquelle I'énergie provenant de I'oxydation des substrats est convertie en énergie permettant
la synthése d'ATP. En pratique, il faut donc mesurer simultanément les deux flux.
Cependant, en état 3, l'efficacité de l'oxydation phosphorylante est mesurée dans des
conditions éloignées de celles qui existent dans une cellule intacte, car des concentrations
saturantes en substrats respiratoires et en ADP sont nécessaires.

Pour palier a ce désavantage, nous avons établi la relation entre synthése d'ATP et
flux respiratoire dans une situation ou le niveau d'oxydation phosphorylante est modulé par
des changements de turnover de I'ADP induits par des additions croissantes d'hexokinase
en présence de glucose. Cette méthode consiste a régénérer des petites concentrations
d’ADP en transformant du glucose en glucose-6-phosphate en présence d’hexokinase et
d’ATP. La titration est effectuée en variant les concentrations d’hexokinase, ce qui revient a
titrer la quantité d’ADP apportée, donc le travail a effectuer (Fontaine 1995). Nous avons

mesuré la production d'ATP en présence de succinate/malate.
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Figure III.18: Effet d'une carence en choline et méthionine sur la relation entre la
synthése d'ATP (JATP) et la consommation d'oxygene (JO:) de mitochondries isolées.
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Les mitochondries de foies de rats (1 mg/ml) contrdle ou MCDD ont été incubées dans un milieu
KCl + BSA (0,3% final) a 37°C, en présence de 5/0,5mM succ/mal, 1,25uM de roténone, 20mM de
glucose, 125uM d'ATP et ImM de MgCl,. La synthése d'ATP est modulée par différentes
concentrations d'hexokinase (0,2-2 U/mL). Le flux de synthése d'ATP est calculé a partir du
dosage enzymatique du glucose-6-phosphate. La consommation d'oxygene est mesurée par
oxygraphie. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. n=8.

La figure IIl.18 montre que les relations entre synthése d’ATP et consommation
d’'oxygene des deux groupes sont linéaires et paralléles, le groupe MCDD étant décalé vers
la droite. Cela signifie que pour synthétiser une méme quantité d’ATP, les mitochondries de
rats MCDD consomment plus d'oxygéne que les mitochondries contréles. Les rats MCDD
ont un rendement mitochondriale moindre que les rats contréles. De plus, on constate que
les capacités de synthése d’ATP sont supérieures chez les mitochondries MCDD par rapport
aux contréles, comme nous le montre la partie haute de la droite qui correspond a la plus
forte concentration d’ADP (état 3). Des études menées sur des rats de statuts thyroidiens
différents, connus pour moduler la quantité de COX, ont montré qu’'une augmentation de la
respiration a I'état 3 était associée a une augmentation de la quantité de cytochrome aas, et
inversement (Paradies, Ruggiero et al. 1993; Nogueira, Rigoulet et al. 2001). De plus,
Nogueira et collaborateurs ont démontré que la quantité de cytochrome aa; était également
corrélée a la synthése d’ATP (Nogueira, Walter et al. 2002). En effet, des rats
hyperthyroidiens présentent une augmentation de leur contenu en cytochrome aas, de leur
respiration a I'état 3, ainsi que de leur capacité de synthése d’ATP. A I'opposé, les rats
hypothyroidiens, qui ont un contenu en cytochrome aajz; diminué, ont une respiration et une
synthése d’ATP inférieures aux contrbles. Ces résultats montrent donc que l'état 3 et la
capacité de synthése d’ATP des mitochondries de foie, sont fonction, en partie au moins, de
la quantité de COX.
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Cela est en accord avec nos propres résultats. La capacité accrue de synthése
d’ATP des mitochondries de rats MCDD observée sur la figure Il1.18, pourrait donc étre

expliquée par 'augmentation du contenu en cytochrome aas; mesurée dans ce groupe.

10.3 Mécanismes de découplage de la chaine respiratoire

Nous avons exploré encore plus en avant les mécanismes impliqués dans les pertes
énergétiques observées avec les mitochondries de rats MCDD en état non phosphorylant.
En présence de succinate et d’oligomycine, la respiration a été titrée avec du malonate, un
inhibiteur de la succinate déshydrogénase (figure III.19). Dans ces conditions non
phosphorylantes, I'efflux de protons catalysé par la chaine respiratoire est égal a leur influx
dans la matrice mitochondriale di au proton leak a travers la membrane mitochondriale
interne (Brand 1990; Brand 1990; Brand, Chien et al. 1994; Brand, Chien et al. 1994) et/ou
au changement d'efficacité de la chaine respiratoire (slipping des pompes a protons)
(Pietrobon, Azzone et al. 1981; Murphy and Brand 1987; Papa, Capitanio et al. 1991;
Fontaine, Devin et al. 1997). Nous avons ainsi décrit une relation non-linéaire appelée
courbe de « Nicholls » (Nicholls 1974). La courbe expérimentale peut étre divisée en deux
parties distinctes : ohmique pour de faibles valeurs de force protonmotrice et non-ohmique
pour de fortes valeurs.

La courbe des mitochondries de rats MCDD est décalée vers la gauche, et sa partie
non ohmique (supérieure) est augmentée. Ainsi dans cette zone, les rats MCDD ont une
force protonmotrice identique aux contréles pour une respiration plus élevée. lls doivent donc
respirer plus que les mitochondries contréles pour maintenir une méme force protonmotrice.
Ceci suggere que le régime carencé augmente les pertes énergétiques au niveau de la
chaine respiratoire. Deux phénoménes peuvent étre responsable de ces pertes
énergétiques, i) le proton leak (Brand 1990; Brand 1990; Brand, Chien et al. 1994; Brand,
Chien et al. 1994) et/ou ii) le redox slipping (Pietrobon, Azzone et al. 1981; Murphy and
Brand 1987; Papa, Capitanio et al. 1991; Fontaine, Devin et al. 1997).
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Figure III.19 : Effet du régime MCD sur la relation entre consommation d'oxygéne (JO)
et force protonmotrice force (Ap) de mitochondries isolées.
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Les mitochondries de foies de rats (1 mg/ml) contrdle ou MCDD ont été incubées dans un milieu
KCl + BSA (0,3% final) a 37°C, en présence de 5mM succinate plus 5uM de roténone, 1,25 pg/mL
d'oligomycine et 65 ng/mL de nigéricine. Le JO: est mesurée par oxygraphie. La respiration est
modulée par I'addition de malonate (0 d 10 mM). Les mesures de Ap sont faites en paralléle dans
le méme milieu avec une sonde & TPMP". Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. n=5.

Le proton leak correspond a un retour des protons dans la matrice par une autre voie
que celle de 'ATPsynthase (Mitchell 1961). Il peut résulter d’'un changement de perméabilité
aux protons de la membrane interne mitochondriale, ou d’'un transport via des protéines
spécifiques (UCPs, ANT). Le redox slipping est une perte d’efficacité des pompes a protons,
due a un découplage intrinséque partiel et variable des réactions chimiques (transfert de
protons ou synthése d’ATP) et de transport de protons (Nicholls 1974; Pietrobon, Azzone et
al. 1981; Pietrobon, Zoratti et al. 1983). De maniére générale, suivant la pompe qui patine,
deux conséquences sont possibles, i) un changement de la stoechiométrie H/O au niveau
de la chaine respiratoire, c'est-a-dire que le transfert d’électron n’est pas couplé a I'éjection
de protons, on parle de redox slipping ; ii) un changement de la stoechiométrie H'/ATP au
niveau de I'ATPsynthase, c'est-a-dire que I'entrée de protons dans la matrice n’est pas
couplé a une synthése d’ATP, on parle de proton slipping. La réalisation de la courbe de
Nicholls s’effectue a I'état 4 (en présence d’oligomycine), dans ces conditions le proton
slipping n’intervient pas.

Dans notre étude, les deux mécanismes (proton leak et redox slipping) semblent étre
impliqués dans l'augmentation des pertes énergétiques des mitochondries de rats MCDD.
En effet, le décalage de la courbe de Nicholls vers la gauche peut étre di a une
augmentation du leak, et 'augmentation de la partie non-ohmique semble démontrer la
présence d’un slipping (ou leak non-ohmique) plus important. Le décalage du rapport P/O
vers la droite oriente notre hypothése vers un phénoméne de slipping. En effet Groen et al.

(Groen, Berden et al. 1990) ont démontré qu’un slipping, induit expérimentalement, décalait
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la relation vers la droite. L’augmentation de la quantité de cytochrome aa; et de la Vo« de la
COX, nous pousse d’autant plus dans cette voie, car cette enzyme est connue pour étre un
site potentiel de phénomeéne de slipping (Azzone, Zoratti et al. 1985; van Dam, Shinohara et
al. 1990; Papa, Capitanio et al. 1991).

Figure III.20: corrélation entre le contenu en cytochrome aas, et la respiration a I'état 4.
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Les mitochondries de foies de‘{'gfss(f?rﬁgd'/r% %%ﬁ?%rgl%u MCDD ont été incubées dans un milieu
KCl + BSA (0,3% final) a 37°C, en présence de 5/0,5mM succ/mal, 1,25uM de roténone et
d'oligomycine 1,25ug/mg de protéines. La consommation d'oxygéne est mesurée par oxygraphie.
En parallele, le contenu en cytochromes des mitochondries est déterminé par
spectrophotométrie, en étudiant la différence de densité optique entre les spectres réduit/
oxydé, entre 540nm et 630 nm.

Des travaux antérieurs ont permis I'hypothése d’'une régulation du slipping par la
quantité de COX (Piquet, Nogueira et al. 2000). Cette hypothése a d’ailleurs été étayée par
différentes autres études, qui ont démontré une corrélation entre la respiration a I'état 4,
reflétant les pertes énergétiques, et la quantité de cytochrome aa; (figure III.20) (Nishiki,
Erecinska et al. 1978; Paradies, Ruggiero et al. 1993; Piquet, Nogueira et al. 2000;
Nogueira, Rigoulet et al. 2001). Lorsqu’on ajoute nos résultats et qu’on recalcule le facteur
de corrélation (r*=0,89), ceux-ci se superposent parfaitement sur la droite précédemment
établie, nous confortant dans la supposition d’'une régulation de la respiration des

mitochondries MCDD par un mécanisme de slipping au niveau de la COX.

Le régime carencé en choline et méthionine induit une augmentation des pertes
énergétigues, qui sont responsables dune diminution de lefficacité mitochondriale en
comparaison aux rats contréles. Ces pertes énergétigues semblent étre dues entre

autre a un redox slipping au niveau de la COX et/ou a un proton leak.
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10.4 Modulation de 'oxydation phosphorylante par ajout de cyanure

Afin de discriminer les deux mécanismes impliqués dans le découplage, et de tester
I'hypothése que cette diminution du rapport P/O chez les rats MCDD soit liée a un slipping
de la COX, nous avons réitéré cette expérience en ajoutant du cyanure, un inhibiteur
spécifique de la COX, aux mitochondries de rats MCDD. L’hypothése était que I'ajout d’une
faible concentration de cyanure, qui en inhibant Iégérement l'activité de la COX, raménerait
la respiration non couplée des mitochondries MCDD au méme niveau que celle des
mitochondries contrbles, raménerait 'efficacité des mitochondries du groupe MCDD a celle
du groupe contréle. Une titration de la respiration en condition non phosphorylante au
cyanure a permis d’établir la concentration nécessaire pour obtenir une respiration MCDD

initiale identique aux contrdles ; elle se situe en moyenne a 15uM.

Figure III.21: Effet du NaCN sur le rapport P/O de mitochondries isolées de foies de rats
MCDD. 140 .
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Les mitochondries de foie de rats (1 mg/ml) contréle ou MCDD+CN ont été incubées dans un
milieu KCl + BSA (0,3% final) a 37°C, en présence de 5/0,5mM succ/mal, 1,25uM de roténone,
20mM de glucose, 125uM d'ATP et ImM de MgCl; et 15uM de NaCN. La synthese d'ATP est
modulée par différentes concentrations d’hexokinase (0,2-2 U/mL). Le flux de synthése d'ATP
est calculé a partir du dosage enzymatique du glucose-6-phosphate. La consommation d'oxygéne
est mesurée par oxygraphie. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. n=5

Lorsqu’on mesure la relation entre la synthése d’ATP et la consommation d’oxygéne
(P/O), en présence de cyanure, avec les mitochondries de rats MCDD, on observe que celle-
ci est complétement superposée a la droite des mitochondries contrdles (figure III.21). En
d’autres termes, lorsque la COX est Iégérement inhibée par du cyanure, les mitochondries
de rats MCDD retrouvent une efficacité semblable a celle des contrbles, ainsi qu'un méme
niveau de synthése d’ATP. Cela nous confirme donc limplication de la COX dans les

mécanismes de perte d’efficacité des mitochondries de rats MCDD.
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En parallele, la courbe de Nicholls est réalisée avec la méme concentration de
cyanure, afin de confirmer I'implication de la COX dans les pertes énergétiques observées

chez les mitochondries de rats MCDD (figure III.22).

Figure III.22: Effet du NaCN sur la titration de la force protomotrice (Ap) et de la
respiration mitochondriale (JO.) en |'absence de phosphorylation.
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Les mitochondries de foies de rats (1 mg/ml) contrdle ou MCDD + CN ont été incubées dans un
milieu KCl + BSA (0,3% final) a 37°C, en présence de 5mM succinate plus 5uM de roténone, 1,25
Hg/mL d'oligomycine et 65 ng/mL de nigericine. La consommation d'oxygéne est mesurée par
oxygraphie. La respiration est modulée par I'addition de malonate (O a 10 mM). Les mesures de Ap
sont faites en parallele dans le méme milieu avec du TPMP®. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM. n=5.

La relation obtenue entre la respiration et la force protonmotrice est toujours de type
non linéaire. Cependant, la zone non ohmique qui était augmentée chez le groupe MCDD,
est ramenée au méme niveau que les contrdles par I'ajout de NaCN. Il apparait donc ici que
'augmentation de la zone non ohmique observée chez les mitochondries des rats MCDD
(figure III.22) est due a une augmentation de la quantité et de l'activité de la COX. Cela
tend également a nous confirmer l'implication d’un slipping de la COX dans les pertes
énergétiques mesurées dans ce groupe. La courbe de Nicholls des mitochondries de rats
MCDD reste tout de méme décalée vers la gauche. Cela laisse supposer I'implication d’'un
autre mécanisme qu’un slipping de la COX, dans les pertes énergétiques observées chez les
mitochondries de rats MCDD. Ces pertes énergétiques dépendantes du potentiel de
membrane, sont certainement la conséquences d'une fuite de protons (leak) a travers la

membrane interne mitochondriale.

Les pertes énergétigues induites par le régime carencé en choline et méthionine

sont dues en partie d un slipping au niveau de la cytochrome ¢ oxydase. Un proton leak
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semble également impligué dans le découplage mitochondrial des mitochondries de rats

McCDO.

10.5 Volume mitochondrial

Le volume mitochondrial est un paramétre connu pour réguler |'oxydation
phosphorylante (Quinlan, Thomas et al. 1983; Halestrap 1989; McCormack, Halestrap et al.
1990). En effet, il a été montré qu’une stimulation hormonale (glucagon, vasopressine,
o adrénergique) entraine une augmentation du calcium intramitochondrial qui a pour effets :
(i) lactivation de certaines déshydrogénases fournissant des équivalents réduits et (ii)
linhibition de Tlactivit¢ d'une pyrophosphatase matricielle. L’augmentation du PPi
intramatriciel induit une augmentation de la perméabilité mitochondriale au potassium, ce qui
entraine une élévation de I'osmolarité qui va étre compensée par une entrée d’'eau suivie
d'un gonflement mitochondrial. Cette augmentation du volume matriciel change le
métabolisme mitochondrial, et en particulier stimule la respiration (Devin 1997). De plus,
Halestrap et coll (Halestrap 1989) ont proposé que le gonflement mitochondrial per se soit
responsable de ces modifications de I'oxydation phosphorylante.

Il apparait que les mitochondries de rats MCDD ont des modifications de I'oxydation
phosphorylante, avec une diminution de leur efficacité a I'état non phosphorylant (tableau
III.13). Cette augmentation des pertes énergétiques semble mettre en jeu des mécanismes
de slipping et de proton leak. Cependant, afin de pouvoir comparer les deux groupes de
mitochondries, et de vérifier I'implication de ces mécanismes dans la modulation de
I'efficacité mitochondriale, nous avons déterminé leur volume mitochondrial, ainsi que les
deux composantes de la force protonmotive (AW and ApH) en état non phosphorylant, a

I'aide de sondes radioactives (tableau ITI.13).

Tableau IIT.15: Volume matriciel et force protonmotive (Ap) des mitochondries de foie de
rats contrdles ou MCDD

volume matriciel Ap avec TPMP*
Ay (mV)  ApH (mV) Ap (mV)
(uL/ mg prot) electrode (mV)
Control 0,30+0,04 156 +7 48 + 1 204 + 4 205+ 4
MCDD 0,33+0,03 156 + 6 49+1 205+4 206 + 4

Les mitochondries de foies de rats contrdle ou MCDD été incubées dans un milieu KCl + BSA
(0,3% final) a 37°C, en présence de 8mM succinate plus 5uM de roténone. Les mesures de Ap
sont effectuées soit avec du TPMP’, soit avec des sondes radioactives déterminant le ApH et le
Ay. Le volume matriciel est déterminé avec de [*H] H,0 et du [**C] mannitol, le ApH et le Ay par
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la distribution de [C] TPMP et de [?H] acétate. Les résultats sont exprimés en moyenne *
SEM. n=5. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par un test #non apparié. * vs. controle.

Il apparait que les mitochondries de rats MCDD ont un volume matriciel identique a
celui des mitochondries de rats contrbles. Les mesures de AW et ApH sont également
identiques entre les deux groupes. Les valeurs de Ap ont donc été calculées avec ces
valeurs, et donnent un résultat identique a celui obtenu lors de la réalisation de la courbe de
Nicholls.

Les mitochondries de rats MCDD ne présentent pas de différence de volume
matriciel en comparaison aux mitochondries contréles. Les modifications de loxydation
phosphorylante observées dans le groupe MCDD ne sont donc pas liées a ce facteur.
Cette hypothése étant éliminée, dautres facteurs pourraient intervenir dans la perte
defficacité mitochondriale, comme une modification de la composition ljpidigue des

membranes mitochondriales.

11. causes possibles des pertes énergétigues des mitochondries MCDD

Une des causes possiblement impliquées dans la modification de I'activité de la COX,
ainsi que dans les fuites de protons est une modification de la composition lipidique de la

membrane mitochondriale.

11 .1 Composition membranaire
La phosphatidylcholine (PC) et la phosphatidyléthanolamine (PE) sont les deux
principaux phospholipides des membranes plasmiques et mitochondriales. lls sont répartis
de maniére asymétrique, avec une distribution de la PC majoritairement au niveau de la

membrane externe alors que la PE se retrouve plus sur la membrane interne (Devaux 1991).
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Figure III.23: Interrelations entre les voies de biosynthése des phospholipides.

homocysfeme

MAT

SM
Cho, choline; Méth, méthionine ; PC, phosphatidylcholine; PE, phosphatidyléthanolamine; PS,
phosphatidylsérine; ~ LPC,  lysophosphatydilcholine,;  SM,  sphingomyéline;  PEMT,
phosphatidyléthanolamine N méthyltransférase; PSD, phosphatidylsérine décarboxylase; PSS,
phosphatidylsérine synthase; DAG, diacylglycérol; SAMe, S-adénosyl méthionine; MAT,
méthionine adénosyltransférase; PCP, phosphatidylcholine céramidecholine phosphotransférase;
SAH, S-adénosylhomocystéine. (d'apres (Michel, Yuan et al. 2006)).

Dans le foie, 'homéostasie de la PC dépend de son anabolisme et de son
catabolisme. La PC hépatique est synthétisée directement a partir de choline (70%) ou via la
transformation de PE en PC (30%) (Li, Agellon et al. 2006). De plus, elle est le précurseur de
la synthése de sphingomyéline (SM), de la phosphatidylsérine (PS) et de la
lysophosphatydilcholine (LPS) (Vance and Vance 2004) (figure III.23).

Plusieurs études ont démontré linfluence de la composition phospholipidique
membranaire mitochondriale sur le fonctionnement de celle-ci (Arai, Gordon et al. 1984;
Paradies, Ruggiero et al. 1993; Brand, Chien et al. 1994; Porter, Hulbert et al. 1996 ;
Brookes, Buckingham et al. 1998; Paradies, Petrosillo et al. 2000; Piquet, Roulet et al. 2004).
I a été suggéré que le rapport PC/PE soit un modulateur important de [lintégrité
membranaire, et est corrélé au potentiel de membrane mitochondrial (Li, Agellon et al. 2005;
Li, Agellon et al. 2006). En effet, une augmentation de la quantité de PE par rapport a la PC
induirait une perte d’intégrité membranaire. La PE est un phospholipide de forme conique,
alors que la PC a une forme plus cylindrique (figure III.24). Une augmentation de PE
induirait une perte de la structure de la membrane, induisant ainsi une augmentation des

fuites et une diminution du potentiel de membrane (Li, Agellon et al. 2006).
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Figure III.24: Influence du rapport PC/PE sur l'intégrité membranaire

phosphatidylcholine externe

interne
phosphatidyléthanolamine
l carence en choline

\

augmentation
des fuites

Une modification de la répartition des phospholipides (PC et PE) entrdine une modification de la
perméabilité membranaire. Une carence en choline provoque une diminution de synthése de PC, ce
qui diminue le rapport PC/PE, provoquant un remaniement des phospholipides de la membrane
augmentant ainsi les fuites au travers de la membrane. (schéma d'aprés (Li, Agellon et al.
2006)).

D’autres études ont rapporté une corrélation entre le flux de proton (leak) a travers la
membrane interne mitochondriale et la composition en acides gras de cette membrane
(Porter, Hulbert et al. 1996; Brookes, Buckingham et al. 1998). Il a été démontré que la
concentration en acide linoléique (C18:2n-6) est corrélée négativement au flux de protons,
alors que la concentration en acide docosahexanoique (C22:6n-3) est corrélé positivement
(Brand, Couture et al. 1994; Porter, Hulbert et al. 1996; Brookes, Buckingham et al. 1998).
De méme, le leak est d’autant plus élevé que le rapport C20:4n-6/C18:2n-6 augmente
(Brookes, Buckingham et al. 1998).

Tableau ITT.16: Répartition des phospholipides provenant de mitochondries de rats
contrdles et MCDD

(1g Piotal) controle MCDD

LPC 10+0,1 05+0,1 *
SM 11+0,.2 04+01 *
PC 37+0,3 19+0,3 *
PI 09+0,1 06+0,1 *
PS 0,8+0,2 04+0,1 p=006
PE 12+0.2 14+01

DPG 12+0/1 06+01 *
PC/PE 35+07 1,3+0,2 *

Apres extraction, les phospholipides des mitochondries isolées de foies ont été séparés par
chromatographie en couche mince. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n=5. Les
comparaisons (p<0,05) sont réalisées par un test #non apparié. *: différent du contréle .
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LPC:  lysophosphatydilcholine, = SM :sphingomyéline, ~ PC:  phosphatidylcholine,  PI:
phosphatidylinositol, PS:  phosphatidylsérine, PE:  phosphatidyléthanolamine, DPG :
diphosphatidylglycérol.

Nous avons donc effectué une analyse des différents phospholipides constituants les
membranes des mitochondries de foies de rats contréles ou carencés en choline et
méthionine, ainsi que de la composition en acides gras des phospholipides. Les résultats
sont présentés dans les tableaux I11.16 et 111.17.

Il apparait que les mitochondries de rats MCDD présentent un remaniement trés
important de la répartition entre les différents phospholipides (tableau III.16). Comme on
pouvait s’y attendre, en raison de la carence en choline et méthionine, la quantité de
phosphatidylcholine (PC) est largement diminuée (-50%) dans les membranes des
mitochondries de rats MCDD, ainsi que celle de ses dérivés comme la LPC, la
sphingomyéline (SM) et la phosphatidylsérine (PS). Le phosphatidylinositol (Pl) et le
diphosphatidylglycérol (DPG) sont également diminués de moitié dans le groupe MCDD,
alors que la phosphatidyléthanolamine (PE) ne varie pas. Des études antérieures montrent
également une diminution du contenu en PC chez des rongeurs recevant un régime MCD,
alors que la PE ne varie pas ou augmente trés légérement (Beare-Rogers 1971; Lyman,
Sheehan et al. 1973; Yost, Chander et al. 1985). L’absence de variation de la PE pourrait
étre due au fait que la voie de synthése de celle-ci, via la PEMT (phosphatidyléthanolamine
N meéthyltransférase), ne soit pas entiérement bloquée par la carence. En effet, la S-
adenosyl méthionine est dérivée de la methionine, et est également le substrat de la PEMT,
une carence en methionine devrait atténuer la voie de la PEMT. Cependant des études ont
montré que des souris recevant un régime MCD pendant 3 mois ne développent pas un
degré de NASH aussi important que des souris Knock Out pour la PEMT (Weltman, Farrell
et al. 1996; Koteish and Mae Diehl 2002), laissant suggérer que, dans le cas du régime, la
voie de la PEMT n’est pas entiérement bloquée. Lorsque I'on calcule le rapport PC/PE, on
remarque que celui-ci est significativement diminué chez les rats MCDD (1,3 + 0,2 vs. 3,5
0,7 chez les contrdles), ce qui est logique au vu de la diminution de PC. Les résultats
obtenus sur la composition en phospholipides des membranes des mitochondries de rats
MCDD semblent indiquer une modification de I'intégrité de la membrane, allant dans le sens
d’'une augmentation de la perméabilité membranaire, comme cela a été supposé par Li et
collaborateur (Li, Agellon et al. 2006).

Outre la répartition des phospholipides membranaires, nous avons mesuré la
composition en acides gras de ceux-ci. Les résultats de I'analyse sont présentés dans le
tableau 111.17.
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Tableau ITI.17 : Caractéristiques des phospholipides totaux provenant de mitochondries de
rats contrdles et MCDD

Phospholipides totaux (%)

Acides gras Contrdle MCDD
(n=5) (n=5)

% saturés 43:+5 43+3

% monoinsaturés 15 + 3 8+1 *
% polyinsaturés 42+7 49 + 3

% n-3 8+1 9+1

% n-6 33+3 39+2

% n-7 71 20+01 *
% n-9 8+1 7+0.2 *
% n-11 10+01 10+01
C18:2n-6 145+11 126+07
C22:6n-3 58+04 78+0,8 *
C20:4n-6/C18:2n-6 1,22 +0,05 1,63 +0,09 *

Aprés extraction, les acides gras des phospholipides des mitochondries isolées de foies ont été
séparés par chromatographie en couche mince. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM,
n=5. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par un test f non apparié. %*: différent du
contréle .

La composition en acides gras des phospholipides des membranes mitochondriales
des rats controles est globalement en accord avec ce qui est présenté dans la littérature
(Daum 1985). Chez les rats MCDD, on constate un changement dans la répartition de
différentes catégories d’acides gras. En effet, le pourcentage des acides gras monoinsaturés
(MUFA) est largement diminué (-50%) chez les rats MCDD par rapport aux rats contréles.
Cette diminution se fait au profit des acides gras polyinsaturés (PUFA ; +17%), méme si
cette augmentation n’est pas significative (p=0,07), alors que les acides gras saturés (SFA)
ne varient pas. On note également un remodelage dans la répartition entre les différents
PUFA, avec une diminution des oméga 7 (-62%) et 9 (-13%) et une Iégére augmentation des
omeéga 6 (+13%) chez les rats MCDD. La composition plus détaillée en acides gras des
phospholipides a également été réalisée (résultats non présentés). Si 'on se réféere a des
études antérieures, il a été rapporté que des variations de quantité de C18:2n-6 et C22:6n-3
pouvaient moduler I'intégrité de la membrane mitochondriale, et donc sa permeéabilité
(Brand, Couture et al. 1994; Porter, Hulbert et al. 1996; Brookes, Buckingham et al. 1998).

Or, dans notre étude, on observe une variation de la quantité de ces acides gras. L’acide
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linoléique (C18:2n-6) est diminué (-13%), mais de maniére non significative, et I'acide
docosahexanoique (C22:6n-3) est quant a lui augmenté de 35% (p<0,05). De méme, le
rapport C20:4n-6/C18:2n-6 est plus élevé dans les membranes des mitochondries des rats
MCDD que dans celles des contrbles. Ici aussi, les résultats obtenus sont en faveur d’'une
perméabilité accrue des membranes des mitochondries de rats MCDD, qui pourrait expliquer
un proton leak plus important que chez les contrdles. Cette modification de composition
membranaire mitochondriale pourrait également étre impliquée dans le changement
d’'activité de certains complexes de la chaine respiratoire, comme la COX. En effet, de
nombreuses études menées chez des rongeurs ont démontré une forte relation entre activité
de la COX et composition de la membrane mitochondriale. Le groupe de Paradies a
largement étudié l'influence du statut thyroidien sur la composition membranaire et I'activité
de la COX (Paradies, Ruggiero et al. 1993; Paradies, Ruggiero et al. 1993; Paradies,
Ruggiero et al. 1994). lls ont démontré l'importance de certains phospholipides, les
cardiolipines ou DPG, sur l'activité de cette enzyme. D’autres études menées avec des
souris ont également mis en évidence I'importance du taux d’insaturation, mais aussi de la
répartition entre AGS, AGMI et AGPI (surtout oméga 6) au niveau des cardiolipines, mais
également au niveau des phospholipides totaux I'activité de la COX, mais également sur
l'activité des autres complexes de la chaine respiratoire (Guerrero, Pamplona et al. 1999;
Vazquez-Memije, Cardenas-Mendez et al. 2005). Les modifications observées dans la
composition membranaire des mitochondries de rats MCDD pourraient donc étre également

impliquées dans l'augmentation d’activité de la COX, observée précédemment (tableau

III.17).

Le régime MCDD induit un fort remaniement de la composition lipidigue
membranaire avec une diminution de la PC et des phospholipides qui en découlent, ainsi
gquune chute du rapport PC/PE. De plus, on observe une augmentation du taux
dinsaturation des acides gras constituant les phospholipides. I/ en résulte tres
certainement une augmentation de la perméabilité des membranes mitochondriales qui
pourrait expliguer les pertes énergétigues démontrées dans les mitochondries des rats

MCDD.
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11.2 Protéines découplantes (UCPs et ANT)

Il existe d’autres mécanismes pouvant étre impliqués dans un phénoméne de
découplage. Le retour des protons dans la matrice mitochondriale peut étre d0 entre autre, a
des protéines dites « découplantes ». Plusieurs isoformes d'UCPs ont été caractérisées a ce
jour (UCP1 a 5) (Krauss, Zhang et al. 2005; Ricquier 2005; Dlaskova, Spacek et al. 2006;
Sluse, Jarmuszkiewicz et al. 2006), cependant, la présence de UCP2 au niveau hépatique
reste encore trés controversée (Fisler and Warden 2006; Mattiasson and Sullivan 2006). De
maniére générale, I'expression d’'UCP2 est trés faible dans les hépatocytes sains, mais il a
été montré une augmentation de son expression par différents facteurs comme le stress
oxydant et la stéatose (McCarty 2005), ou lors d’infections bactériennes (Cortez-Pinto, Yang
et al. 1998). De plus, Tan et collaborateurs ont proposé récemment une nouvelle protéine
découplante : HDMCP (Hepatocellular Carcinoma Down-regulated Mitochondrial Carrier
Protein) (Tan, Ooi et al. 2004). Cette protéine est exprimée spécifiquement dans le foie, au
niveau mitochondrial, et présente une forte homologie de séquence avec les protéines de la
famille des transporteurs mitochondriaux. De plus, comme les UCPs, elle permet la
dissipation du gradient de protons lorsqu’elle est surexprimée. Une autre protéine a
également été montrée comme pouvant induire un découplage ; '’ANT (adenine nucleotid
translocator) (Roussel, Chainier et al. 2000; Lombardi, Silvestri et al. 2002; Di Paola and
Lorusso 2006; Shabalina, Kramarova et al. 2006). Dans ce cadre, les ARNm d’UCP2, de
HDMCP et de 'ANT1 et 2 ont été détectés par RT-PCR sur des foies de rats contrbles et
MCDD, a jeun ou nourris (figure III.25).

Les rats MCDD ont une glycémie a jeun plus faible que les contrdles (5,1 + 0,2 vs.
7,1 £ 0,3 mM), ainsi qu’une insulinémie diminuée (20 £ 4 vs. 65 £ 1 pM) (tableau ITI.11). A
I’état nourri, les rats contréles ont une glycémie identique a celle mesurée aprés 24h de
jeline, alors que leur insulinémie est nettement augmentée. Cela est étonnant, on aurait pu
s’attendre a une augmentation de la glycémie, en paralléle de I'insulinémie, due a la prise
alimentaire récente des rats. Plusieurs facteurs peuvent expliquer cela. Premiérement, si on
se base sur le postulat que les rats ont une prise alimentaire uniquement pendant la période
nocturne, cela fait au moins 3h que les animaux sont passés en période diurne et ont cessé
de manger au moment du sacrifice. On peut donc supposer que le pic de glycémie qui arrive
rapidement aprés un repas est déja revenu a un niveau basal, alors que le pic d’insuline, qui
diminue plus lentement, est, quand a lui, toujours visible. L’autre facteur pouvant expliquer
I'absence de différence de glycémie est le mode de sacrifice des animaux. En effet, pour des
raisons expérimentales, les animaux a jeun sont anesthésiés avec du thiopental sodique au
moment du sacrifice, alors que ceux nourris ne le sont pas. Or il a été démontré un effet
hyperglycémiant de certains anesthésiques de la famille des barbituriques, comme le

pentobarbital (Penicaud, Ferre et al. 1987), famille a laquelle appartient le thiopental. Ces
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deux facteurs pourraient expliquer le fait que les rats contrdles aient une glycémie identique
dans les deux conditions nutritionnelles. Les rats MCDD, quant a eux, ont une glycémie
augmentée a [I'état nourri par rapport au jelne. Cependant leur glycémie reste
significativement inférieure a celle mesurée chez les contréles. Ce qui signifie, si on tient
compte des facteurs décrits précédemment, que la différence de glycémie, entre I'état nourri
et a jeun, observée chez le groupe de rats MCDD est en réalité plus importante. De la méme
maniére, l'insulinémie des rats MCDD est augmentée a I'état nourri, mais reste inférieure a

celle mesurée chez les rats controéles.

Figure III.25: Expression des génes de protéines découplantes dans le foie de rats
contrdles et MCDD
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Une analyse par RT-PCR de I'expression des genes UCP2, HDMCP et ANT1 et ANT2 est réalisée
dans le foie de rats contréles et MCDD. La cyclophiline est utilisée comme géne de référence.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. n=6. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par
un test t non apparié. * vs. Contrdle, $ vs. a jeun.

Comme I'a décrit Dorner et al (Dorner, Olesch et al. 1999), I'expression d’ANT2 est
supérieure dans le foie a celle d’ANT1 (données non montrées). Chez I'animal contrble
I'expression d’ANT2 ne varie pas en fonction de I'état nutritionnel, alors qu’une diminution de
la quantitét ARNm d’ANT1 est induite par le jelne. Les rats MCDD présentent un niveau
d’expression d’ANT2 identique aux rats contrbles en condition « nourri », alors que celui-ci
est diminué significativement aprés 24h de jeGne (figure III.25). Par contre, on observe que
le niveau d’ARNm d’ANT1 est supérieur chez les rats MCDD par rapport a celui des

controles, et cela quel que soit I'état nutritionnel.
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Dans notre étude sur mitochondries isolées, réalisée avec des animaux nourris, il
semble que UCP2, qui présente une augmentation d’expression mais non significative, et
ANT1 puissent étre impliquées dans le découplage mitochondrial observé chez les rats
MCDD. Cependant, I'expression génique demanderait a étre confirmée par la mesure de la
quantité de protéine, spécialement pour UCP2, dont il a été démontré que I'expression de

’ARNmM n’est pas toujours corrélée au contenu en protéine (Petzke, Riese et al. 2006).

12. Conséquences fonctionnelles du découplage des mitochondries MCDD

Afin de déterminer les conséquences potentielles du changement bioénergétique du
groupe MCDD, et donc du découplage mitochondrial, la capacité d'utilisation des lipides a
été mesurée. Pour cela de [l'octanoyl-carnitine a été fourni comme substrat aux
mitochondries de ce groupe (tableau III.18). En présence d’octanoyl-carnitine, les
respirations en état phosphorylant et non phosphorylant, 3 et 4 sont significativement
supérieures (37 a 40%; p<0,01) pour les mitochondries MCDD par rapport aux

mitochondries controles.

Tableau ITI.18 : Respiration (JO:) des mitochondries de foies provenant de rats contrdles
ou MCDD

JO; (natomO/min/mg prot) avec oct-carn

+ BSA
état 4 état oligo état 3
contrdle 13+1 10+1 352
MCDD 18+1 141 48 +3
* * *

Les mitochondries de foies de rats (1 mg/ml) contréles ou MCDD ont été incubées dans un milieu
KCl + BSA (0,3% final) a 37°C, en présence de 100uM d'octanoyl-carnitine. La consommation
d'oxygéne est mesurée par oxygraphie. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM ; n=9. Les
comparaisons (p<0,05) sont réalisées par un test #non apparié. *: différent du contrdle .

Le régime MCDD induit une oxydation accrue des lipides au niveau mitochondrial.
Ainsi, la mise en place de mécanismes modulant l'efficacité mitochondriale, induisant un
découplage des mitochondries, aurait pour conséquence daugmenter loxydation des

acides gras hépatigues.
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Les mitochondries sont également connues pour étre un des principaux sites de
production de radicaux libres de I'oxygéne. Cette production dépend de plusieurs facteurs
comme, la vitesse de respiration, le statut redox des complexes de la chaine respiratoire ou
encore du potentiel de membrane (Korshunov, Skulachev et al. 1997). Nous avons donc
étudié les conséquences de la perte d’efficacité des mitochondries du groupe MCDD sur la
production de radicaux libres de I'oxygéne (tableau ITI.19). Pour cela nous avons mesuré la
quantité de H,O, produit au niveau mitochondrial.

La production de H,O, par les mitochondries de rats MCDD est nettement diminuée
en comparaison avec le groupe contrdle (97 £ 9 vs. 138 £ 22 pmolH,O./min/mg prot). La
consommation d’oxygéne des mitochondries a été mesurée en paralléle, dans les mémes
conditions (tampon, substrats, température) que celle de la mesure de production d’H,O,.
Cela nous permet de calculer la fraction d’'oxygéne déviée vers la synthése d’H,O,, au lieu
d’étre réduit en eau. Les mitochondries de rats MCDD ont une production d’H,O, diminuée

de 42% par rapport aux rats contréles lorsque celle-ci est exprimée en pmol H,O,/natmO.

Tableau III.19 : Production de peroxyde d'hydrogéne sur mitochondries de foie et activités
des enzymes antioxydantes sur homogénat

Contrale MCDD

H.O,_production
(pmol H,0,/mg prot/min) 138 + 22 97 + 9 *
(pmol H202/natomO) 12 +1 71 *
CAT 0,55 + 0,01 0,33+0,02 *
GPx 0,29 + 0,01 0,13 +0,01 *
SOD mitochondriale 6,0+ 0,4 58 +0.5

cytosolique 19,6 + 1,7 124+1,4 *

Un morceau de foie de rats est homogénéisé dans un tampon d'extraction (KH.PO4 100mM, DTT
ImM, EDTA 2mM). Aprés centrifugation, le surnageant est utilisé pour mesurer l'activité de la
catalase (CAT), de la superoxyde dismutase (SOD) cytosolique et mitochondriale, et la glutathion
peroxydase (GPx). Les activités sont exprimées en U/mg de protéines. La production d'H,O, est
mesurée par fluorimétrie sur mitochondries isolées de foies (1 mg/ml) contrdles ou MCDD
incubées dans un milieu KCI + BSA (0,3% final) a 30°C, en présence de succinate (5mM), d'acide
homovanilique et de peroxydase de raifort. La consommation d'oxygéne est mesurée par
oxygraphie a 30°C. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM ; n=8 pour les activités et n=6
pour la production de H;O,. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par un test # hon apparié.
*: différent du contréle .

Dans cette expérience, I'H,O, mesuré refléte en fait la balance entre la production

mitochondriale et I'élimination par les systémes antioxydants. La catalase (CAT) la
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superoxyde dismutase (SOD) mitochondriale et cytoplasmique, ainsi que la glutathion
peroxydase (GPx) ont été mesurées sur un homogénat de foie des deux groupes de rats
(tableau ITI.19). Les activités des enzymes CAT et GPx sont significativement diminuées en
comparaison aux contrdles (respectivement -40% et -55%). La SOD présente plusieurs
isoformes qui sont réparties dans la mitochondrie et le cytosol. Les rats MCDD ont une
activité cytosolique de la SOD qui est également diminuée par rapport aux contréles (-37%).
Par contre, I'activité de la SOD mitochondriale est inchangée entre les deux groupes. I
apparait donc que la plus faible quantité d’H,O, mesurée avec les mitochondries de rats
MCDD n’est pas due a des capacités d’élimination accrues, mais a une diminution de

production par la chaine respiratoire.

En résumé, le régime MCD induit un découplage des mitochondries. Ce découplage se
traduit entre autre par une diminution de la force protonmotrice (Ap). Cela a plusieurs
conséguences : [) une augmentation des capacités doxydation des acides gras, et if) une
diminution de la production de radicaux libres de loxygéne. En effet, lors dun découplage,
l'oxydation des substrats par les mitochondries est augmentée ce qui permet de maintenir le
potentiel de membrane. Au niveau cellulaire, la conséquence sera une utilisation du surplus
dacides gras présent dans son cytoplasme du fait de la stéatose. De méme, la diminution du
potentiel de membrane, et donc de la production de ROS, pourrait au niveau mitochondrial, et
de ce fait au niveau de la cellule, limiter le stress oxydant dorigine mitochondriale. En
conclusion, des altérations de la fonction mitochondriales se mettent en place lors dune
stéatohépatie induites par un régime carencé en choline et méthionine. Le découplage

mitochondrial permettrait de limiter la stéatose hépatigue et le stress oxydant associés a

celle-ci.

13. Discussion

Dans cette étude, nous avons utilis€ un modeéle trés bien caractérisé de NASH: un
régime carencé en choline et méthionine (MCD), afin d’induire cette pathologie chez des rats
Wistar. Comme attendu, aprés 6 semaines de régime MCD, les foies des rats traités

présentent des Iésions typiques d’'une NASH établie, incluant une stéatose macrovésiculaire
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et de I'inflammation. Ces observations sont en accord avec de récentes données obtenues
par plusieurs autres groupes (Kirsch, Clarkson et al. 2003; Starkel, Sempoux et al. 2003).
Chez ces rats recevant un régime MCD, la stéatohépatite est associée a un niveau de
triglycérides circulants extrémement faible, ce qui confirme la dysfonction du systéme
d’exportation des lipides hépatiques due a la carence en choline (Lombardi, Pani et al.
1968). Comme cela a également été décrit précédemment, le régime MCD induit une trés
massive stéatose, qui s’accompagne de phénomeénes inflammatoires. Cette inflammation est
mise en évidence par une forte augmentation de I'expression des ARNm de I'lL-6 et du TNF-
o (Starkel, Sempoux et al. 2003; Dela Pena, Leclercq et al. 2005; Dela Pena 2007) et par la
présence de loci inflammatoires sur coupes histologiques. Cette inflammation est la
conséquence de la détérioration du systéme antioxydant, induite par la carence en
méthionine. Ces atteintes provoquent de sérieux dommages hépatiques, provoquant une
augmentation des transaminases sériques (ALT et AST) indiquant ainsi une dégénérescence
cellulaire hépatique.

Outre les Iésions hépatiques typiques de la NASH, les animaux présentent également
des dysfonctionnements mitochondriaux. En effet, il apparait que la bioénergétique
mitochondriale est largement affectée, entrainant une augmentation de la respiration
mitochondriale (état 4 et 3), et une diminution du rendement énergétique. Deux mécanismes
semblent étre impliqués dans cette perte d’efficacité mitochondriale, un « redox slipping » au
niveau de la cytochrome ¢ oxydase, et un « proton leak ».

En effet, les données de cette présente étude montrent, qu’aprés 6 semaines de
régime MCD, les mitochondries de foies de rats ont une respiration largement augmentée
quelque soit le substrat utilisé (glutamate/malate, succinate/malate, octanoyl-carnitine). De
plus, une augmentation de I'activit¢ maximale de la COX, ainsi que de son contenu en
cytochrome aas; est observée. Cependant, ces résultats contredisent certaines études
menées sur des foies de patients atteints de NASH, et qui observent une diminution de 30%
a 50% de I'activité des complexes I, Il, Ill et IV de la chaine respiratoire (Haque and Sanyal
2002; Perez-Carreras, Del Hoyo et al. 2003). Mais, dans un méme temps, notre étude est en
accord avec d’autres résultats obtenus sur des souris ob/ob, qui sont un modéle de souris
obéses présentant de la stéatose hépatique (Koteish and Mae Diehl 2002; Diehl 2005). Dans
ce modele de souris naturellement KO, une augmentation de la respiration en état
phosphorylant et non phosphorylant est observée au niveau des mitochondries hépatiques
(Chavin, Yang et al. 1999). De méme, des rats recevant une alimentation carencée en
choline pendant 4 semaines, et développant une stéatose, présentent également une
augmentation de leur respiration en état phosphorylant et non phosphorylant (Oliveira,
Coelho et al. 2006). Cependant, dans autre étude menée avec la méme alimentation
carenceée en choline, mais sur 7 jours uniquement, une inhibition de la respiration des
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mitochondries de foie est observée en condition non phosphorylante (Hensley, Kotake et al.
2000). Ainsi, 'ensemble de ces résultats sur rongeurs nous laisse supposer un changement
progressif du métabolisme mitochondrial, induit par le régime. Il résulterait donc de ces
changements une augmentation de la quantité de chaine respiratoire dans les
mitochondries, ainsi qu’'une augmentation de I'activité respiratoire mais seulement au-dela
d’'un certain délai, lorsque la NASH est bien établie.

Les résultats présentés ici montrent donc pour la premiére fois que I'augmentation de
I'activité oxydative des mitochondries de rats recevant un régime MCD est associée a une
diminution de l'efficacité de Il'oxydation phosphorylante. Trois mécanismes pourraient
contribuer a ces modifications de consommation d’oxygene : i) un changement de « proton
leak » a travers la membrane interne mitochondriale, ii) une diminution de l'efficacité des
pompes de la chaine respiratoire (slipping), iii) une modification de la quantité de cytochrome
de la chaine respiratoire. Les résultats obtenus montrent clairement une diminution du
rendement de I'oxydation phosphorylante mitochondriale, comme I'indique le décalage vers
la droite de la relation du P/O des mitochondries de rats MCDD (figure III.18). Or, I'ajout
d'une faible quantité de cyanure (inhibiteur de la Cox) rétablit ce rendement a un niveau
semblable a celui des contrdles, ce qui nous laisse suggérer I'implication de la cytochrome ¢
oxydase dans les pertes énergétiques observées chez les mitochondries de rats MCDD.
Cette hypothése nous semble d’autant plus vraisemblable que la COX est connue pour étre
un site potentiel de phénomeéne de slipping (Azzone, Zoratti et al. 1985; van Dam, Shinohara
et al. 1990; Papa, Capitanio et al. 1991). Dans un méme temps, les mitochondries MCDD
présentent une relation entre la respiration en état non phosphorylant et le potentiel de
membrane (courbe de Nicholls (Nicholls 1974) ; (figure III.19) décalée vers la gauche en
comparaison des contrbles, laissant suggérer un « proton leak » (Brand, Chien et al. 1994),
ainsi qu’une augmentation de sa partie non-ohmique (a forts potentiels), qui pourrait étre due
a un phénomeéne de slipping. Mais, malgré tout ces résultats, nous ne pouvons pas
discriminer de maniére exacte quel mécanisme : « redox slipping » et/ou « proton leak » est
réellement impliqué dans les modifications de I'oxydation phosphorylante observée chez les
rats MCDD. Par contre, il apparait de maniére incontestable une implication de la COX dans
la modification du rendement de I'oxydation phosphorylante dans ce groupe.

Quelque soit le mécanisme (redox slipping ou proton leak) impliqué dans les pertes
énergétiques observées sur mitochondries MCDD, il apparait clairement dans cette étude
que 'augmentation du contenu de COX joue un rdle clé dans les processus d’adaptations de
ces mitochondries. En effet, i) 'activité ET la quantité de cytochrome aa; sont augmentées
de 54%, et ii) 'addition d’'une faible quantité de cyanure sur les mitochondries MCDD raméne
la respiration non phosphorylante, ainsi que l'efficacité de I'oxydation phosphorylante, a un

niveau semblable a celui des controles. Ces observations, effectuées sur les mitochondries
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de rats MCDD, sont supportées par des études antérieures rapportant I'existence d’une
relation entre les modifications de capacités oxydatives et des changements de rendement
mitochondrial (Fontaine, Moussa et al. 1996; Piquet, Nogueira et al. 2000; Piquet, Roulet et
al. 2004). En effet, lorsque, nous effectuons une corrélation entre les valeurs de respiration
non phosphorylante, reflétant les pertes énergétiques, et la quantité de cytochrome aaj, des
rats MCDD et contrbles, ainsi qu'a partir de valeurs d’études antérieures menées sur
différents modéles d’altération du métabolisme hépatique (hypo-hyperthyroidisme, carence
en PUFA, ingestion chronique d’alcool; (Nishiki, Erecinska et al. 1978; Paradies, Ruggiero et
al. 1993; Piquet, Nogueira et al. 2000; Nogueira, Rigoulet et al. 2001), nous obtenons une
trés bonne corrélation linéaire entre ces valeurs (R? = 0,89; p<0,0001, (figure III.20)). Une
telle corrélation confirme la relation causale entre la quantité de COX et le rendement de
I'oxydation phosphorylante déja proposée par plusieurs auteurs.

Cependant, il est tout de méme important de noter que le potentiel de membrane
(Ap), en condition non phosphorylante (état 4), n’est pas complétement restauré sur les
mitochondries de rats MCDD par l'ajout de cyanure, nous indiquant I'implication d’'un autre
meécanisme que le redox slipping dans les pertes d’efficacité : le proton leak. Cette derniéere
observation est renforcée par une étude antérieure qui a observé une légére, mais
significative, augmentation de 'ARNm de UCP2 dans le foie de rats MCDD (Starkel,
Sempoux et al. 2003). Les protéines découplantes (UCPs) font parties de la super famille
des transporteurs anioniques mitochondriaux. Elles résident au niveau de la membrane
interne mitochondriale et catalysent la conductance aux protons, dissipant ainsi le gradient
électrochimique de proton et découplant le transport d’électron de la synthése d’ATP au
niveau de la chaine respiratoire. Cependant, dans notre étude, nous n’avons pas mis en
évidence de changement significatif dans I'expression de ’ARNm des différentes protéines
potentiellement impliquées dans un découplage : UCP2, ANT ou HDMCP. En revanche,
I'étude de la composition membranaire des mitochondries de rats MCDD a montré un trés
fort remaniement des phospholipides, allant dans le sens d'une fluidification de la
membrane, et donc d’'une augmentation probable des fuites au travers de celles-ci. Il ressort
donc de tous ces résultats, que le régime MCDD induit sur le foie de rats, et notamment sur
les mitochondries, de forts remaniements et adaptations. La question se pose donc de savoir
quelles sont les conséquences de ces modifications d’'un point de vue physiologique.

De maniére surprenante, cette étude montre une diminution de la production de H,0O,
au niveau des mitochondries de foies de rats MCDD. En paralléle, les activités des enzymes
antioxydantes, mesurées sur homogénats de foie, sont soit diminuées soit inchangées en
comparaison aux foies de rats contrdles. Or, si on prend comme postulat que la mitochondrie
est le site principal de production de radicaux libres (Jezek and Hlavata 2005), nos résultats

sont en contradictions avec les principes généraux de mise en place de la NASH (Day and
- 209 -



IIT. Résultats et Discussion : Tome 2

James 1998). Il a été observé chez des patients atteints de NASH (Fromenty, Robin et al.
2004; Pessayre and Fromenty 2005), ainsi que chez le rat (Hensley, Kotake et al. 2000), que
lors de la mise en place de la stéatose, les hépatocytes font face a un nouvel environnement
riche en lipides, ce qui favorise la survenue d’un stress oxydant. Dans son étude Hensley
(Hensley, Kotake et al. 2000) mesure la production de ROS aprés seulement 7 jours de
régime carencé en choline. Vu les fortes différences de durée de régime entre les deux
études, on peut émettre I'hypothése de mécanismes adaptatifs différents en fonction du
temps. En effet, dans notre travail, I'étude de la bioénergétique mitochondriale s’effectue
aprés 6 semaines de régime. Il apparait dans ce cas que les mitochondries de foies
développent des mécanismes permettant de limiter le stress oxydant et ses conséquences
délétéres sur la mitochondrie et la cellule. Nous avons démontré deux mécanismes
d’adaptation permettant d’induire une diminution de la production de ROS par la
mitochondrie chez les rats MCDD. Tout d’abord, 'augmentation du contenu en cytochrome
aaz qui diminue les contraintes cinétiques sur les transporteurs d’électrons au niveau des
complexes | et lll de la chaine respiratoire. Cela a pour conséquence de diminuer I'état redox
de ces transporteurs d’électrons et de ce fait de diminuer la probabilité de générer un anion
superoxyde (Papa 1997). Dans un deuxiéme temps, I'augmentation du slipping de la COX,
ainsi que du proton leak au niveau de la membrane interne mitochondriale, contribuent a
limiter la production de ROS (Brookes 2005), notamment en diminuant le potentiel de
membrane mitochondrial. Ces deux mécanismes peuvent également avoir un effet bénéfique
sur 'accumulation de lipides au niveau des foies des rats MCDD. En effet, le slipping ET le
leak peuvent contribuer a la stimulation de la consommation d’oxygéne mitochondriale et a la
diminution du rapport NADH/NAD+, deux phénoménes connus pour activer la B-oxydation
des lipides (Garcia-Martinez, Sibille et al. 2001). De plus, I'oxydation accrue de I'octanoyl-
carnitine par les mitochondries de rats, observée dans cette étude, nous indique
l'augmentation des capacités hépatiques a utiliser les acides gras comme substrats

respiratoires. Cela permettrait ainsi aux rats MCDD de limiter la stéatose hépatique.

14. Conclusion

Au terme des 6 semaines de régime carencé en choline te methionine, les rats
développent une stéatohépatite, avec mise en place d'une stéatose et de foyers
inflammatoires au niveau hépatique. Les résultats obtenus dans cette étude mettent en
évidence le développement de mécanismes de découplage (redox slipping et proton leak)
des mitochondries des rats MCDD. Les mitochondries hépatiques des rats MCDD montrent
une légére diminution d’efficacité du transfert d’énergie et une augmentation de leur contenu

et de I'activité de la cytochrome c oxydase. Ces modifications permettent une diminution de
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la production mitochondriale d’H,O, et une stimulation de la consommation d’oxygéne,
notamment a partir d’acides gras comme substrats. Ces adaptations ont probablement pour
but de limiter 'accumulation de lipides hépatiques et le stress oxydant mai sne sont pas
totales. A ce stade de mise en place de la stéatohépatite, les rats MCDD ont donc mis en
place des mécanismes adaptatifs qui leur permettent de lutter contre les deux facteurs

importants de cette pathologie : la stéatose (first hit) et le stress oxydant (second hit).
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IIT-3. Effets dun régime carencé en choline et méthionine sur le

métabolisme hépatocytaire

1. Introduction

Nous avons vu dans I'étude précédente (ITII. Tome 2), que les mitochondries de foie
de rats MCDD mettaient en place des mécanismes adaptatifs, mettant en jeu une diminution
de l'efficacité mitochondriale, permettant de limiter le développement de la NASH. Notre
hypothése dans cette partie du travail était que ce découplage mitochondrial avait des
conséquences au niveau cellulaire et permettrait notamment d’augmenter I'utilisation des
lipides présents au niveau du foie. Dans ce but, nous avons effectué une étude avec des
hépatocytes isolés.

Lors des isolations des hépatocytes a partir des foies de rats MCDD, nous avons
constaté que dés la premiere centrifugation nous obtenions deux populations hépatocytaires
contre une seule pour les rats contréles. Les cellules se répartissaient donc entre une
population de cellules de petite taille de forme irréguliére (dans le culot), et une deuxiéme
population de cellules plus grosses, rondes, semblables a des adipocytes (flottant a la
surface). Cette deuxiéme population correspondrait en fait au hépatocytes chargés en
lipides, refoulant leur noyau et le cytoplasme contre la membrane cellulaire, ce qui explique
leur phénotype « adipocytaire ». Nous avons donc appelé la premiére population « MCDD »
et la deuxiéme « fatty-MCDD». Il semble donc que les hépatocytes des foies de rats MCDD
ne soient pas atteints de maniére homogene par la NASH. De plus, et comme il sera
démontré plus loin dans ce chapitre, les deux types cellulaires sont capables de synthétiser
du glucose. Cette constatation confirme que ces cellules sont bien des hépatocytes et que
les cellules isolées ne sont pas de type non parenchymateuses, comme des cellules de
Kupffer ou un autre type cellulaire présent dans le foie.

De maniéere classique, les résultats des mesures de métabolisme obtenus a partir
d’hépatocytes isolés sont exprimés en pymol/ gramme de poids sec/ min. Mais au vu des
différences phénotypiques entre les trois populations cellulaires (contréle, MCDD, fatty-
MCDD), il nous semblait que ce mode d’expression n’était pas le plus approprié dans cette
étude. En effet, les hépatocytes « fatty-MCDD » ayant une grande quantité de lipides dans
leur cytoplasme; on peut supposer que le poids sec de ces cellules ne reflétera pas la méme
activité métabolique que les cellules contréles. Nous avons donc envisagé d’exprimer les
résultats par milligramme de protéines, mais n’ayant pas pu non plus vérifié€ une possible
variation de la quantité de protéines entre les groupes, ce mode d’expression ne nous a pas

semblé judicieux. Le troisieme mode d’expression envisagé, a été d’exprimer les résultats
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par rapport a l'activité de la citrate synthase (CS). En effet, cette enzyme est considérée
comme reflétant la quantité de mitochondrie. Mais dans notre cas nous ne pouvons pas
exclure une modification de la quantité de mitochondries au sein des hépatocytes des
différents groupes de rats. Nous avons donc choisi d’exprimer les résultats en terme de
nombre de cellules. Un comptage sur lame de Mallassez a donc été effectué avec chaque lot
cellulaire expérimental, et les résultats sont exprimés en pmol/10° cellules/min. Toutefois,

quelque soit le mode d’expression, les résultats suivaient le méme type de variations.

2. Respiration cellulaire

Lors de I'étude effectuée avec des mitochondries isolées de foies de rats MCDD, une
augmentation de la consommation d’oxygéne a été observée quel que soit le substrat utilisé
(glutamate, succinate, dérivés d’acides gras). Nous avons donc voulu confirmer cette
observation sur cellule entiére. Pour cela, nous avons mesuré la respiration en absence et
en présence d’oligomycine (inhibiteur de I'ATPase) des trois populations d’hépatocytes, les
cellules issues de foies de rats contbles, et les deux populations cellulaires (MCDD et fatty-
MCDD) issues de foies de rats MCDD. L’étude a été réalisée en condition endogene (sans
ajout de substrat), avec dihydroxyacétone (DHA) ou en présence de DHA + octanoate. Les

résultats sont présentés dans le tableau I11.24.

Tableau ITII.20: Effet d'un régime MCDD sur la respiration hépatocytaire
JO, (umol/10° cell/min)

controle MCDD Fatty-MCDD
endogéne 15+01 $ 32+05 *% 15+04 £
+ oligomycine 07+02 $ 10:+03 $ 06+0,3
DHA 27+02 $ 44+:04 % 22+0 4 £
+ oligomycine 13+0,2 20+0,3 14+0,3
DHA + octanoate 3,8+0,2 53+06 % 23+05 *£
+ oligomycine 1,8+0,2 20+0,3 1,0+0,2 £

Les hépatocytes ont été isolés de rats contrdles et MCDD, a jeun depuis 24 heures. Les cellules
sont incubées en pots fermés sans ajout de substrat (endo) ou en présence de DHA (20mM) plus
4 mM d'octanoate et oligomycine (6,25 pg/ml), a 37°C sous atmosphére oxygénée O,/CO, (19/1).
Le milieu contient 2% d'albumine et la respiration a été mesurée avec une électrode de Clark. Les
résultats sont exprimés en pmol d'0,/10° cell/min et en moyenne + SEM. n=10-13. Les
comparaisons (p<0,05) sont réalisées avec une ANOVA suivie d'un test post hoc de PLSD Fisher.
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* : significativement différent du groupe contrdle. £ : significativement différent du groupe
MCDD. $: significativement différent de l'octanoate.

En condition endogéne, c'est-a-dire sans ajout de substrat, la consommation
d’'oxygeéne est significativement augmentée dans les cellules MCDD en comparaison avec
les cellules contrdles (tableau ITI.24), en revanche, aucune différence n'est observée avec le
groupe « fatty-MCDD ». L’addition d’oligomycine inhibe la respiration des hépatocytes
contrbles de 55%, nous indiquant ainsi la part de la respiration non couplée a la synthése
d’ATP. La respiration insensible a l'oligomycine est quasiment identique dans le groupe
« fatty-MCDD » a celle des controdles, en revanche, elle est nettement plus élevé chez les
cellules MCDD en comparaison avec les cellules du groupe contrdle, et cela quelque soit le
substrat utilisé, laissant supposer un découplage mitochondrial dans ce groupe cellulaire.

L’incubation des hépatocytes contrdles avec de la DHA induit une augmentation de la
respiration de 80%. La DHA étant métabolisée, elle fournie des équivalents réduits a la
chaine respiratoire, stimulant ainsi la consommation d’oxygéne. Dans cette condition, I'ajout
d’oligomycine inhibe la respiration du groupe contréle de 52%. Les hépatocytes MCDD et
« fatty-MCDD » présentent également une augmentation de leur respiration en présence de
DHA, mais moins importante que celle observée avec les cellules contréles (+37% et +47%
respectivement).

L’addition d’acides gras (octanoate) stimule la respiration des hépatocytes controles
(+40%). Cette stimulation est due a une augmentation de la disponibilité en NADH et FADH,
pour la chaine respiratoire (Brown, Lakin-Thomas et al. 1990; Nobes, Hay et al. 1990).
L’ajout d’oligomycine sur les hépatocytes contrbles avec DHA + octanoate induit une
inhibition de la consommation d’oxygéne de 52%. L’effet stimulant des acides gras sur la
consommation d’oxygéne est moins important avec les cellules MCDD (+20%) qu’avec les
cellules contrbles et est inexistant sur la respiration des cellules du groupe « fatty-MCDD ».

Quels que soient les substrats utilisés, les cellules MCDD présentent une respiration
largement supérieure a celle des cellules contrdles, que ce soit en présence ou en absence
d’oligomycine. Ces données confirment les résultats obtenus avec les mitochondries MCDD,
ou nous avions montré une augmentation de la respiration couplée (état 3) et de la
respiration non couplée a une synthése d’ATP (état 4). Cette respiration augmentée ne
semble pas étre une respiration extra-mitochondriale (peroxysomale...), puisque l'ajout de
cyanure (inhibiteur de la cytochrome oxydase) a le méme effet inhibiteur sur les 3
populations cellulaires (données non présentées). Avec les cellules MCDD, la respiration
résiduelle en présence d’oligomycine est supérieure a celle des cellules contrdles, et nous
laisse supposer un découplage mitochondrial et donc des capacités de réoxydation
mitochondriales augmentées. Ce résultat correspond a ce que nous avons démontré avec

les mitochondries isolées de rats MCDD (proton leak et slipping de la COX). La respiration
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cellulaire couplée supérieure peut avoir diverses causes. Elle pourrait étre la conséquence
d’'une utilisation de substrats endogénes, comme des acides gras, mais cette hypothése
nous parait peu probable puisque les cellules sont incubées 45 minutes. De plus, cette
hypothése n’explique en rien la respiration oligomycine insensible augmentée. L’autre
explication possible de cette respiration couplée supérieure dans les cellules MCDD pourrait
étre une quantité de mitochondrie augmentée dans ces cellules, et/ou une quantité
d’enzymes de la chaine respiratoire augmentée par mitochondrie. Cette derniére hypothése
corrobore tout a fait nos résultats avec les mitochondries isolées, ou nous avions démontré
une augmentation de la quantité et de lactivité de la cytochrome oxydase dans les
mitochondries MCDD, ainsi qu’'une augmentation des capacités de synthése d’ATP (P/O).
Les hépatocytes « fatty-MCDD » quant a eux, présentent une respiration identique a
celle des hépatocytes contrdles, lorsqu’ils sont étudiés sans substrat ou avec de la DHA.
Cependant, cette respiration n’est pas, comme pour les autres types cellulaires, stimulée par
I'ajout d’acides gras. L’observation sous microscope de ces cellules montre clairement un
refoulement des organites vers la membrane, l'intérieur de la cellule étant majoritairement
« occupé » par les lipides stockés. On peut supposer que i) dans les cellules « fatty-MCDD »
qui sont chargées de lipides, les acides gras endogénes soient en permanence oxydeés, et
que I'ajout d'un acide gras exogéne ne modifie en rien le métabolisme cellulaire et/ou que ii)
les cellules « fatty-MCDD » soient des cellules « dysfonctionnantes ». L’'absence d’effet de
I'octanoate serait due a une altération du métabolisme cellulaire, et notamment de la fonction
mitochondriale et donc de I'oxydation des lipides. Cette altération du métabolisme pourrait
résulté d’'un effet délétére des acides gras sur les membranes mitochondriales et/ou d’'une
quantité moindre de mitochondries. Afin de vérifier I'intégrité des cellules, nous avons étudié

la néoglucogenése hépatique dans chacune des populations d’hépatocytes.

Les hépatocytes de rats MCDD sont divisés en deux populations. La premiére
population, MCDD, présente une consommation doxygéne (couplée et non couplée)
nettement supérieure a celle des cellules contréles, confirmant ainsi les résultats obtenus
lors de l'étude effectuée avec les mitochondries MCDD. La deuxiéme population, siege du
stockage des lipides au niveau du foie, ne présente aucune stimulation de sa respiration en

présence d’acide gras et semble étre constituée de cellules « dysfonctionnantes ».
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3. Métabolisme d'hépatocytes isolés

Dans un premier temps, et afin de vérifier lintégrité de nos populations
hépatocytaires, la néoglucogenése hépatique est mesurée. L’ingestion d’'un régime carencé
en choline et méthionine induit un trés fort remodelage de la composition des membranes
mitochondriales (cf étude III. Tome 2 §11.2). On peut supposer qu’il en est de méme au
niveau des membranes cytoplasmiques. Or, l'intégrité de ces membranes est un facteur trés
important dans le maintien du métabolisme cellulaire. Afin de vérifier cette hypothése, nous
avons étudié la néoglucogenese hépatique, dans chacun des groupes de rats, celle-ci étant

le reflet de I'état énergétique de la cellule et donc de son intégrité.

3.1 Néoglucogenése a partir de DHA en présence ou non dacide gras

La néoglucogenése est évaluée a partir de DHA. Cet hydrate de carbone,
phosphorylé en DHAP par la glycérokinase, entre au carrefour de la glycolyse et de la
néoglucogenése, et s’oriente vers I'une ou l'autre des voies en fonction de I'état énergétique
de la cellule. La quantité de DHA métabolisé est exprimée par la somme du glucose, du
pyruvate et du lactate (2G+L+P). L’ajout d’acide gras est connu pour modifier I'orientation
des carbones entre néoglucogenése/glycolyse, il est ensuite effectué sur nos différents lots
cellulaires.

Conformément a ce qui a été décrit, le métabolisme de la DHA, contrélé au niveau
de la pyruvate kinase par le potentiel phosphate, s’oriente a 20% (L+P/2G+L+P) vers la
glycolyse et 80% vers la néoglucogenése (2G/2G+L+P) dans les hépatocytes contriles.
Dans cette condition, la néoglucogenése des hépatocytes de rats MCDD tend a étre
supérieure a celle des contréles, mais de maniére non significative (51,7 £ 7 vs. 43,1 £ 5
umol/10°cell/min), alors que la glycolyse (L+P) est nettement diminuée (8,8 + 1 vs. 23,2 + 2
umol/10°cell/min. p<0,05). Par contre, lorsquon regarde la quantité totale de DHA
métabolisée (2G+L+P), on constate que celle-ci est identique entre les hépatocytes contrbles
et MCDD. Il ressort de ces résultats une orientation des carbones de la DHA vers la
néoglucogenése a 91,6% dans le groupe MCDD, la glycolyse ne représentant plus que 8,4%
de la DHA utilisé. A noter que cette répartition des carbones entre les deux voies est
généralement observée lors de situations ou I'état énergétique (ATP/ADP) et/ou I'état redox
(NADH/NAD") cellulaires augmentent, ce qui est démontré lors de I'ajout d’acides gras, Dans
le groupe « fatty-MCDD », le métabolisme total de la DHA est nettement inférieur a celui
observé avec les cellules contrbles (-56%). En effet, la néoglucogenése et la glycolyse par
les cellules « fatty-MCDD » sont nettement inférieures a celles des cellules contréles (figure
IIT.28). En revanche, les hépatocytes « fatty-MCDD » conservent une répartition des

carbones de la DHA entre les deux voies relativement proche de celle mesurée avec les
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hépatocytes contrdles (glyc: 15,5% et néogluc: 84,5%), avec, une petite tendance vers
'augmentation de la néoglucogenése. Néanmoins, ce qui est important de noter, c’est la

faible quantité de DHA métabolisée en comparaison avec les cellules contrbles.

Figure III.26: Effet d'un régime MCDD sur le métabolisme d'hépatocytes incubés en
présence de DHA associé ou non a un acide gras (octanoate).
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Les hépatocytes de rats contrdle, MCDD ou Fatty-MCDD sont incubés en présence de 20 mM de
DHA + 4 mM doctanoate. Les productions de glucose et de lactate + pyruvate (L+P) sont
déterminées a partir des accumulations de glucose, lactate et pyruvate durant les 30 min
d'incubation. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. n=6-10. Les comparaisons (p<0,05)
sont réalisées par une ANOVA suivie d'un test post hoc de PLSD Fisher : * significativement
différent du groupe contrdle. $: significativement différent de l'octanoate.

En présence d’acides gras le métabolisme de la DHA des hépatocytes controles est
modifié avec une orientation des carbones a 91% vers la néoglucogenése et a 9% vers la

glycolyse. Cette réorientation des carbones a travers les différentes voies métaboliques est
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due a une réduction (T NADH/NAD") du cytosol en présence d’acides gras, aboutissant a
une inhibition de la glycolyse (-55%), une stimulation de la néoglucogenése (+27%) ainsi
gu’une augmentation du rapport L/P. En effet, 'addition d’octanoate rend le métabolisme de
la DHA sensible au potentiel redox, car les acides gras diminuent la concentration de
phosphoénolpyruvate (PEP) en modifiant I'équilibre glycéraldéhyde-3-phosphate/PEP, ce qui
diminue la flux a travers la pyruvate kinase. L’ajout des acides gras induit également une
stimulation de la respiration cellulaire par I'apport d’équivalents réduits, et par conséquent
une synthése mitochondriale d’ATP augmentée (tableau ITI.24). Dans le groupe MCDD,
I'ajout d’octanoate n’a aucun effet sur la néoglucogenése, la glycolyse ou la quantité de DHA
métabolisée en comparaison avec DHA seul. Le rapport L/P est augmenté par I'ajout
d’octanoate, mais reste cependant significativement inférieur au rapport L/P des rats
contrOles. Les hépatocytes « fatty-MCDD » présentent une néoglucogeneése, une glycolyse,
un rapport L/P et une quantité de DHA métabolisée inchangés qu’ils soient incubés avec de
la DHA seule ou additionnée d’octanoate. Ces résultats semblent montrer une « incapacité »
des hépatocytes MCDD a métaboliser les substrats.

Cette étude montre la présence d’altérations métaboliques dans les deux populations
hépatocytaires isolées a partir des foies de rats MCDD.

Il apparait que les hépatocytes MCDD présentent une orientation préférentielle des
carbones de la DHA vers la néoglucogenése, et une absence de stimulation de celle-ci par
les acides gras. Or, en condition contrble, la répartition de la DHA dans la voie de
glycolyse/néoglucogeneése est fonction du potentiel phosphate (ATP/ADP), via une régulation
de la PK par celui-ci (figure III.29). Donc, le fait que la glycolyse soit inhibée chez les
hépatocytes MCDD pourrait étre due a une inhibition du flux au travers de la PK, laissant
supposer une augmentation du rapport ATP/ADP dans les cellules MCDD. De plus, une
augmentation du potentiel phosphate serait en accord avec les résultats obtenus sur
mitochondries isolées ou nous avions montré une augmentation des capacités maximales de
synthése d’ATP (P/O) des mitochondries MCDD (cf chap III Tome 2, §10.2). Lors d'une
incubation en présence de DHA et d’acides gras, I'oxydation de ces derniers augmente la
fourniture en acétyl-CoA et en NADH et FADH,, stimulant ainsi la synthése d’ATP. Ainsi,
laugmentation de la quantité d’acétyl-CoA, du rapport NADH/NAD" et ATP/ADP induisent
une diminution de la glycolyse, en inhibant la PdH, la PK et la PFK, et une augmentation de
la néoglucogenése, en stimulant la PC et la F1,6 Pase (figure III.29). Contrairement aux
contréles, I'ajout d’acides gras ne stimule pas la néoglucogenése des hépatocytes MCDD,
les cellules ne semblent pas « sensibles » aux variations du potentiel redox. De plus,
'augmentation du rapport L/P, reflet du rapport NADH/NAD" cytosolique, est 2 fois moins
importante que chez les controles (+180% vs +88% respectivement). Cette stimulation
moindre du rapport L/P peut avoir plusieurs causes, i) les acides gras sont oxydés en
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proportion plus faible, mais cette hypothése semble peu favorable si on se réfere a
'augmentation de la respiration et plus loin dans le manuscrit a 'augmentation de la
cétogénése, ou alors ii) 'oxydation est inchangée mais le transfert des équivalents réduits de
la matrice vers le cytosol est perturbé ou enfin iii) 'hypothése la plus probable est que la
respiration mitochondriale étant augmentée (notamment du fait de la diminution du
rendement mitochondrial), cela augmente les capacités de réoxydation cellulaires. La

mesure de I'oxydation de I'octanoate nous permettra de confirmer ou pas cette hypothése.

Figure III.27: Effet des acides gras sur les enzymes des voies néoglucogénique et

glycolytique hépatique
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PFK, phosphofructokinase ; F1,6Pase, fructose 1,6 biphosphatse; G3PdH, glycéraldéhyde 3-
phosphate déshydrogénase ; PK , pyruvate kinase ; PEPCK, phosphoénolpyruvate carboxykinase ;
PC, pyruvate carboxylase ; PdH, pyruvate déshydrogénase.

Les hépatocytes « fatty-MCDD », quant a eux, présentent une réelle diminution de
leur métabolisme, comme nous le montre la trés faible quantité de DHA métabolisée en
comparaison aux contréles. Or, lorsqu’on observe ces cellules sous microscope optique, on
constate qu’une grosse gouttelette lipidique occupe quasiment toute la cellule, le noyau et
les organites étant repoussés en périphérie. On peut donc émettre I'’hypothése que la
« machinerie » métabolique est extrémement altérée au sein de ces hépatocytes, expliquant
ainsi que pour une méme quantité de cellules, le métabolisme soit plus faible. Une autre
hypothése pourrait étre que, les membranes étant complétement modifiées, et la cellule

étant surchargée en lipides, l'activité ou la quantité des enzymes du métabolisme soient
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modifiées, de méme que le transport membranaire de la DHA puisse étre altéré. Enfin nous
ne pouvons pas occulter une mauvaise estimation de la quantité de cellules, qui pourrait

induire un biais dans I'expression des résultats.

Le métabolisme de la DHA est orienté vers la néoglucogenése plutét que vers la
glycolyse dans les hépatocytes MCDD, démontrant une augmentation du potentiel
phosphate dans ces cellules du fait d’une augmentation des capacités de synthése d’ATP
des mitochondries. De plus l'adjonction d’acides gras dans ce groupe ne maodifie ni leur
néoglucogenése ni leur glycolyse. Dans les hépatocytes MCDD, le métabolisme de la DHA
semble insensible aux modifications de I'état redox par l'octanoate, suggérant fortement une
augmentation des capacités de réoxydation des équivalents réduits du fait d’une
augmentation de la respiration mitochondriale. Les hépatocytes « fatty-MCDD » ont une
diminution de leur métabolisme total, et une absence d’effets des acides gras sur celui-ci.

Ces cellules semblent trés altérées par la surcharge lipidique et dysfonctionnantes.

3.2 Production de corps cétonigues
Afin d’étudier les capacités d’oxydation des acides gras par les hépatocytes de rats
MCDD, nous avons mesuré la formation de corps cétoniques ainsi que le rapport 3-
OHbutyrate/acétoacétate, qui refléte a une constante prés le rapport NADH/NAD®

mitochondrial. Les résultats sont présentés en figure 111.30.

Figure III.28 : Effet d'un régime MCDD sur la production de corps cétoniques
(30Hbutyrate + acétoacétate), le rapport 30Hbutyrate/acétoacétate.
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Les hépatocytes de rats contréle, MCDD ou « fatty-MCDD » sont incubés sans ajout de substrat
(endo) ou en présence de DHA (20mM) plus 4 mM d'octanoate. La production de corps cétoniques
(CC), est calculée a partir de la production de p-hydroxybutyrate et acétoacétate au terme de
30 min d'incubation. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. n=6-10. Les comparaisons
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(p<0,05) sont réalisées par une ANOVA suivie d'un test post hoc de PLSD Fisher: *
significativement différent du groupe contrdle. $: significativement différent de I'octanoate.

Comme attendu en condition contréle, la production de corps cétoniques augmente
significativement en présence d’acides gras (+200%). En condition basale (sans substrats) la
cétogenése est trés faible et provient principalement de la lipolyse et de la protéolyse
cellulaires. Les acides gras sont oxydés au niveau de la mitochondrie et conduisent a la
synthése d’acétyl-CoA. Cette B-oxydation produit des équivalents réduits, I'apport d’acides
gras entraine ainsi une augmentation du rapport 3-hydroxybutyrate/acétoacétate (X4). De
plus, les acétyl-CoA synthétisés vont soit entrer dans le cycle de Krebs et fournir des
équivalents réduits provoquant une stimulation de la respiration (cf table II1.24), soit étre
transformés en acétoacétyl-CoA et former ainsi des corps cétoniques.

Les hépatocytes de rats MCDD présentent une cétogenése supérieure a celle des
rats controles en conditions endogéne (+60%). L'effet stimulateur des acides gras sur la
cétogenése (figure ITI.30) et la respiration (tableau III.24) sont également observés. Par
contre, I'ajout d'octanoate ne modifie pas le rapport 3-hydroxybutyrate/acétoacétate.

Les hépatocytes MCDD présentent une cétogenése plus élevée que les contréles en
condition endogene, signifiant soit i) la présence d’acides gras au sein méme de la cellule,
soit ii) que les capacités de réoxydation mitochondirales sont augmentées, ce qui stimule
'oxydation des acides gras et limite 'augmentation du rapport NADH/NAD® (rapport 3-
hydroxybutyrate/acétoacétate) lors d’apports exogenes d’acides gras.

Les hépatocytes « fatty-MCDD » ont une cétogenése identique a celle des contrdles,
et celle-ci nest pas augmentée en présence dacides gras. Le rapport 3-
hydroxybutyrate/acétoacétate reste également identique entre les deux conditions. Les
hépatocytes « fatty-MCDD » montrent un profil d’oxydation lipidique identique au profil

d’oxydation de la DHA, c'est-a-dire faible et non stimulable par I'ajout d’acides gras.

Les hépatocytes MCDD présentent une oxydation lipidique supérieure a celle des
contréles, démontrée par une augmentation de la respiration et de la cétogenese. Par
contre, l'ajout d’acides gras exogenes modifie peu le potentiel redox mitochondrial. Ces
résultats suggerent une augmentation des capacités de réoxydation des équivalents réduits
dans les mitochondries de foies de rats MCDD. Cette hypothése est cohérente avec
l'augmentation de la respiration mitochondriale démontrée avec les mitochondries isolées.
Les hépatocytes « fatty-MCDD » ont une oxydation lipidique diminuée, et une absence
d’effets des acides gras sur celle-ci. Ces résultats nous confortent dans notre hypothese d’un

métabolisme hépatocytaire effondré dans ce groupe.
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Sur les deux populations d’hépatocytes isolées a partir de rats MCDD, il semble que
'une dentre elle est métaboliquement « non fonctionnelle », les hépatocytes « fatty-
MCDD », et les hépatocytes MCDD présentent des adaptations métaboliques avec un
métabolisme des hydrates de carbone préférentiellement orienté vers la néoglucogenése via
une augmentation du potentiel phosphate et un métabolisme lipidique augmenté grace a des

capacités oxydatives mitochondriales accrues.

3.3 Néoglucogenese a partir de glycérol ou LPO

Conjointement a I'étude de la néoglucogenése a partir de DHA nous avons étudié
celle-ci a partir et de glycérol et de lactate/pyruvate + octanoate. Le glycérol entre au méme
niveau de la voie métabolique que la DHA, mais le contrdle de la néoglucogenése est
majoritairement exercé par le potentiel redox cytosolique au niveau de la glycéraldéhyde 3-
phosphate déshydrogénase (GAPdH) (Berry, Kun et al. 1973). L'utilisation du
lactate/pyruvate, en condition de jeline, dépend principalement de la PK et de la PC (Groen,
van Roermund et al. 1986). Nous avons donc comparé le métabolisme hépatique de ces

deux substrats ainsi que leur orientation vers la glycolyse ou la néoglucogenése (tableau

III.25).

Tableau III.21 : Effet d'un régime MCDD sur le métabolisme d'hépatocytes incubés en
présence de glycérol ou LPO.

Glucose L+P 26+L+P
(umol/10° cell/30min) (umol/10° cell/30min) (umol/10° cell/30min)

contrgle MCDD  Fatty-MCDD  contrdle MCDD Fatty-MCDD contrdle MCDD Fatty-MCDD

glycéro

| 11+2 19:3 8+2 2+1 2=:1 6+3 24+ 2 40:6 22 + 6
* * *
LPO 26 + 4 42 7 8+4
*
JO:
L/P (umol 0,/10° cell/min)
contrgle  MCDD  Fatty-MCDD contrdle MCDD Fatty-MCDD
glycérol 21 +2 41+ 6 28 + 6 2,6 + 0,4 4,2 + 0,7 2,2+0,4
* *
LPO 4,1 + 0,4 5,1+0,5 1,404
*
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Les hépatocytes contrdles, MCDD et « fatty-MCDD », de rats a jeun depuis 24 heures, sont
incubées en pots fermés en présence de glycérol ou lactate/pyruvate + octanoate. Le milieu
contient 2% d'albumine et la respiration a été mesurée avec une électrode de Clark. Les résultats
sont exprimés en pmol d'0,/10° cell/min et en moyenne + SEM. Les productions de glucose et de
lactate + pyruvate (L+P) sont déterminées a partir des accumulations de glucose, lactate et
pyruvate au terme des 30 min d'incubation. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. n=6-
10. n=10-13. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées avec une ANOVA suivie d'un test post hoc
de PLSD Fisher. * : significativement différent du groupe contrdle.

En condition contrdle, le glycérol s’oriente a 8% vers la glycolyse et 92% vers la
néoglucogenése dans les hépatocytes, avec un flux total de 24 + 2 pmol/10°cell/30min
(tableau III.25). Lorsqu’'on regarde la quantité totale de glycérol métabolisée par les
hépatocytes MCDD, on constate que celle-ci est significativement supérieure aux contrbles
(+66%), et qu’elle est associée a une augmentation de la néoglucogenése (+72%) alors que
la glycolyse ne varie pas. Les hépatocytes de rats MCDD ont une orientation des carbones
du glycérol préférentiellement vers la néoglucogenése plutdt que vers la glycolyse (95% et
5% respectivement) en comparaison aux contrbles. Une augmentation du rapport
lactate/pyruvate, ainsi que de la respiration, est également observée. Les hépatocytes
« fatty-MCDD » quant a eux, métabolisent une quantité totale de glycérol identique aux
controles. Cependant, le métabolisme du glycérol est différent des contrbles, puisqu’il
s’oriente a 27% vers la glycolyse et seulement & 73% vers la néoglucogenése, contre 8% et
92% en condition « contréle ». Le rapport L/P et la respiration ne sont pas modifiés dans ce
groupe.

Lorsque les hépatocytes sont incubés en présence de lactate/pyruvate + octanoate

(LPO), ont observe une néoglucogenése (+61%), plus importantes dans le groupe MCDD en
comparaison aux contréles. La respiration tend également a étre supérieure (+24%), mais de
maniére non significative. Les hépatocytes « fatty-MCDD » présentent une production de
glucose identique aux contrdles, mais avec une respiration significativement diminuée (-
66%).

Les résultats observés avec du glycérol comme substrat dans le groupe MCDD sont
en parfait accord avec nos hypothéses précédentes. En effet, le métabolisme total du
glycérol est régulé principalement au niveau de la glycérol-3-phosphate déshydrogénase
(G3PdH) par le potentiel redox cytosolique (Berry, Kun et al. 1973). Il a été montré qu‘une
augmentation de ce dernier, comme lors d'une incubation couplée glycérol + octanoate
(Guigas 2003), induisait une diminution du métabolisme du glycérol et de la
néoglucogenése. A l'inverse une diminution du rapport NADH/NAD" dans des hépatocytes
de rats carencés en acides gras polyinsaturés induit une augmentation du métabolisme total
du glycérol (Piquet, Fontaine et al. 1996). Dans les hépatocytes MCDD, on peut ainsi

supposer que l'augmentation du métabolisme total du glycérol soit la conséquence d’'une
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augmentation de la disponibilité en NAD" dans ces cellules du fait d’'une augmentation des
capacités de réoxydation des équivalents réduits par les mitochondries MCDD.
L'augmentation du rapport lactate/pyruvate, qui est le reflet du rapport NADH/NAD®
cytosolique, ne soutient apparemment pas cette hypothése, toutefois, il est important de
souligner que les expériences ont été réalisées dans des flacons fermés, avec des
concentrations saturantes en substrats, c'est-a-dire dans un état pseudo-stationnaire et que
dans ces conditions, le rapport L/P peut ne pas étre a I'équilibre avec le rapport NADH/NAD".
La néoglucogenése a partir de glycérol est supérieure a celle des contréles, ce résultats
conforte '’hypothése d’'une augmentation du potentiel phosphate qui avait été supposée avec
la DHA. Parallelement a cela, les hépatocytes MCDD présentent également une production
de glucose accrue en présence de LPO, en comparaison aux hépatocytes contrbles. Or, le
contréle de la néoglucogenése a partir de lactate et pyruvate est régulé par le potentiel
phosphate au niveau de plusieurs enzymes, notamment la PC, la PK et la F1,6bPase
(Groen, van Roermund et al. 1986). L’octanoate va étre oxydé et fournir de I'acétyl-CoA, des
équivalents réduits, et permet dinhiber la voie glycolytique et stimuler la voie
néoglucogénique. Ces résultats vont encore une fois dans le sens de I'hypothése d’'une
augmentation du potentiel phosphate dans les cellules MCDD, certainement comme
conséquence d’'une augmentation des capacités de synthése d’ATP des mitochondries.

Les résultats obtenus avec hépatocytes « fatty-MCDD » nous confortent dans notre
hypothése d’'un effondrement du métabolisme de ce groupe consécutif a un
dysfonctionnement de ces cellules. De plus, le fait qu'avec le glycérol nous trouvons un
métabolisme comparable a celui des cellules contréles nous permet d’écarter '’hypothése
d’'une mauvaise évaluation de la quantité de cellules « fatty-MCDD » et donc d’'une mauvaise

estimation des résultats.

Les hépatocytes de rats MCDD présentent une stimulation de leur néoglucogenése a
partir de LPO et de glycérol ce qui suggere une augmentation du potentiel phosphate dans
les cellules MCDD. L’augmentation du métabolisme total du glycérol démontre également

une augmentation des capacités de réoxydation des mitochondries MCDD.
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En résumé, avec le régime MCDD, nous avons isolé 2 populations distinctes de
cellules des foies de rats. Une population de morphologie « normale » les cellules
MCDD et une population qui présente une surcharge lipidigue, les cellules « fatty-
MCDD ». Le régime MCDD provogue des modifications différentes du métabolisme
hépatocytaire dans les 2 sous-populations cellulaires. Avec les cellules MCDD, /e
métabolisme des hydrates de carbones semble orienté préférentiellement vers la
production de glucose et nest pas stimulable par les acides gras, tandis que le
métabolisme des lipides est augmenté. Les hépatocytes « fatty-MCDD » quant a eux
présentent un effondrement total du métabolisme intermédiaire. Il semble que ces
cellules ne développent pas dadaptations métaboligues, ce qui a des effets délétéres

conduisant a un dysfonctionnement cellulaire et a une surcharge en lipides.

Dans cette premiere partie des expériences, nous avons étudié le versant oxydatif du
métabolisme des lipides, avec la mesure de la consommation d’oxygéne et de la synthése
de corps cétoniques. Mais le foie est également un site important de synthése d’acides gras
a partir de substrats non lipidiques comme le glucose. Il nous a donc semblé important
d’étudier la lipogenése hépatique chez les rats MCDD, et plus particulierement deux
enzymes clés de cette voie métabolique : 'Acétyl Coenzyme A Carboxylase (ACC) et la
Fatty Acid Synthase (FAS).

4. Lipogenése hépatigue

La lipogenése de novo (LDN) permet la synthése de nouvelles molécules d’acides
gras a partir de substrats non lipidiques, principalement des carbohydrates. La premiére
étape de la LDN, qui permet la synthése de malonyl-CoA a partir d’acétyl-CoA et de CO,, est
controlée par 'ACC (Wakil, Stoops et al. 1983). Il existe deux isoformes de cette enzyme
(Widmer, Fassihi et al. 1996): ACC1, prédominant dans le foie et ACC2 dans les autres
tissus comme le cceur et le muscle squelettique. L’étape suivante de la LDN est contrdlée
par la FAS et permet la synthése de palmitate, qui sera par la suite soit oxydé au niveau de
la mitochondrie, soit utilisé pour la synthése d’autres acides gras et de triglycérides. La
régulation de la LDN s’effectue a plusieurs niveaux : hormonal, métabolique et nutritionnel.
L’insuline et le glucose ont un effet stimulateur sur la LDN, tandis que les acides gras et

principalement les acides gras polyinsaturés, le glucagon et une restriction calorique la

diminue (figure III.31).
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Figure III.29 : Expression des genes marqueurs la lipogenése (FAS et ACC1) dans le foie
de rats contréles et MCDD
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D'apres (Foufelle and Ferre 2002).

Le profil d’expression des ARNm de FAS et ACC1 des foies de rats contrbles
correspond a ce qui est classiquement décrit dans la littérature, avec une augmentation de la
transcription de ces deux ARNm a I'état nourri par rapport a I'état de jéune (Foufelle, Girard
et al. 1996; Foufelle and Ferre 2002; Letexier 2004). Les rats MCDD, présentent le méme
profil que les contrdles, avec une augmentation de la quantit¢ ARNm de FAS et ACC1 en
condition nourri (figure III.32). On note tout de méme une tendance a une expression
moindre des deux ARNm dans les foies de rats MCDD a jeun, en comparaison aux

contréles, mais de maniére non significative.

Figure III.30 : Expression des genes marqueurs la lipogenése (FAS et ACC1) dans le foie
de rats contrdles et MCDD
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L'expression des genes pour FAS et ACCI dans le foie a été réalisée par RT-PCR a partir de
primers spécifiques. La cyclophiline est utilisée comme géne de référence. L'analyse a été
réalisée avec 5 rats dans chaque groupe. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Les
comparaisons (p<0,05) sont réalisées avec une ANOVA suivie d'un test post hoc de PLSD Fisher.
$ : significativement différent de a jeun.
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Ces résultats pourraient paraitre surprenants en premier abord. En effet, les acides
gras du foie ont plusieurs provenances, l'alimentation, la lipolyse adipocytaire et la
lipogenése de novo. La stéatose hépatique résulte d’'un dysfonctionnement dans une ou
plusieurs de ces voies (synthése, export, oxydation). Or, Donnelly et collaborateur (Donnelly,
Smith et al. 2005) ont estimé la part de chaque voie dans l'accumulation de lipides
hépatiques chez des patients atteints de NAFLD recevant une alimentation controlée. |
apparait chez ces sujets une forte augmentation de la lipogenése de novo en comparaison
des sujets controles (26% vs 5% respectivement). Cette augmentation de LDN a également
été observée dans d’autres études menées sur des patients obéses (Diraison, Dusserre et
al. 2002), des patients diabétiques de type 2 (Forcheron, Cachefo et al. 2002) et des patients
ayant une NAFLD (Diraison, Yankah et al. 2003), mais également sur différents modéles
animaux recevant un régime enrichi en sucres (Kim, Ellmerer et al. 2003 ; Samuel, Liu et al.
2004). Dans toutes ces études, I'augmentation de la LDN serait la conséquence de
linsulinorésistance et de I'’hyperglycémie. En effet, l'insuline et le glucose sont des
activateurs de différents facteurs de transcription comme SREBP-1c (sterol receptor binding
protein 1-c) et ChREBP (carbohydrate response element binding protein) qui sont impliqués
dans la transcription des génes de la lipogenése (Foufelle and Ferre 2002; Yahagi, Shimano
et al. 2002; Browning and Horton 2004; Eberle, Hegarty et al. 2004 ; Tamura and Shimomura
2005).

Si on se référe aux résultats obtenus dans I'étude Ill tome 2, et comme cela a déja
été décrit pour ce modéle, les animaux recevant un régime MCD présent une hypoglycémie
et une hypoinsulinémie en comparaison des contréles (George, Pera et al. 2003; Ip, Farrell
et al. 2003; Rinella and Green 2004; Assy, Grozovski et al. 2006; Leclercq, Lebrun et al.
2007 ). Les facteurs classiquement décrits dans I'induction de la LDN ne semblent donc pas
étre impliqués dans ce modéle. De plus, une étude récente a estimé par western blot la
quantité de protéine ACC phosphorylée, qui est la forme inactive, par rapport a la quantité
d’ACC totale (Leclercq, Lebrun et al. 2007). Il apparait, une fois normalisé, que la quantité de
protéine non activée est identique dans les foies de souris MCDD en comparaison a des
souris controles. Les résultats que nous avons obtenus semblent donc en accord avec les
autres données portant sur ce modéle. Cependant, il serait intéressant de mesurer I'activité

de ACC et de FAS afin de confirmer ce que les ARNm et les protéines nous indiquent.

Les foie de rats MCDD présentent une lipogenese de novo identique a celle observée
sur le foie des rats contrbles. Cela pourrait étre di a I'absence de stimulation par l'insuline et
le glucose. La stéatose majeure trouvée dans les foies des rats MCDD, ne semble pas étre

la conséquence d’une lipogenése de novo accrue, mais trés vraisemblablement, comme
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nous l'avons déja supposé par ailleurs, la conséquence d’une altération de I'exportation des

lipides hors du foie.

5. Discussion

Dans le chapitre précédent nous avons montré la présence d’adaptations
mitochondriales dans les foies des rats MCDD. Dans cette partie, nous avons poursuivi
I'étude de la NASH induite par un régime carencé en choline et méthionine et nous 'avons
élargie au niveau cellulaire en nous intéressant plus particuliérement aux modifications du
meétabolisme hépatique.

Nous avons mis en évidence 2 populations distinctes de cellules hépatocytaires dans
les foies de rats recevant un régime carencé en méthionine et choline, une population de
morphologie « normale » et une population qui présente une surcharge lipidique. Or il
apparait que les modifications du métabolisme hépatocytaire observées dans les 2 sous-
populations cellulaires sont totalement différentes. La premiére population cellulaire (MCDD)
présente un meétabolisme des hydrates de carbones orienté préférentiellement vers la
production de glucose et n’est pas stimulable par les acides gras, tandis que le métabolisme
des lipides est augmenté. Il apparait que ces conséquences métaboliques sont liées aux
modifications des fonctions mitochondriales décrites dans le chapitre Ill Tome 2. En effet,
laugmentation de la respiration mitochondriale couplée a la synthése d’ATP, avec
'augmentation de la COX, et 'augmentation des capacités de synthése d’ATP, conduit a une
augmentation du potentiel phosphate cellulaire et a une stimulation des voies
consommatrices d’énergie comme la néoglucogenése. Par ailleurs, 'augmentation de la
respiration non couplée a la synthése d’ATP, via un proton leak et un slipping de la COX,
mais aussi de la respiration couplée, augmente les capacités de réoxydation des équivalents
réduits et stimule ainsi les voies utilisant le NAD* comme la p-oxydation. Les hépatocytes
MCDD présentent donc des adaptations métaboliques qui permettraient de maintenir une
certaine production de glucose nécessaire a I'organisme et de limiter |la stéatose hépatique.

La deuxiéme population de cellules (fatty-MCDD) présente un effondrement total du
métabolisme intermédiaire. || semble que ces cellules ne développent pas d’adaptations
métaboliques, ce qui a des effets déléteres conduisant a un dysfonctionnement cellulaire et a
une surcharge en lipides.

La compréhension des mécanismes adaptatifs développés dans les cellules MCDD
permettant de limiter la surcharge lipidique semble primordiale pour ['élaboration de
traitements de la NASH. La mitochondrie et plus particulierement la vitesse de réoxydation
de celle-ci semble une cible thérapeutique de premiére importance.
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ANNEXE I
Corps Cétoniques (umol/10° cell/30min) POH/AcAc JO: (umol/min/gps)
Fatty-
contrdle MCDD controle MCDD Fatty-MCDD controle MCDD Fatty-MCDD
MCDD
Endo 7,9+0,9 12,6 + 1,6 7.4+ 1,1 0,13 £ 0,01 0,30+ 0,04 0,41 + 0,05 1,56+0,1 3,2+ 05 1,5+0,4
* * * *
DHAO 79+1,0 6,1 +0,6 47 + 1,5 0,52 + 0,04 0,27 + 0,05 0,27 + 0,04 3,8 +0,2 5,3+0,6 2,3+05
* * * * *
L+P 26+L+P
Glucose (ymol/10° cell/30min)
(umol/10° cell/30min) (umol/10° cell/30min)
contrdle MCDD  Fatty-McDD contrdle  McDD  Fatty-MCDD contrdle  McDD  Fatty-MCDD
DHA 43 + 5 52 +7 20+ 2 % 231 9+2% 7+1% 109 + 11 102 + 14 44 + 6 *
DHA-Oct 55 + 6 47 + 6 16 +2 % 101 6+1% 72 120 + 11 96 + 12 41 + 5 %
glycérol 11 :2 19+ 3% 8:+2 2s1 21 6+3% 24:2 40:6% 22+ 6
LPO 26 + 4 42:+7 % 8:+4
L/P JO: (pmol/min/gps)
contrdle MDD Fatty-MCDD contrdle MCDD Fatty-MCDD
6,5 ¢
2,7+0,2 4,4 +0,4 % 2,2+ 04
DHA 1,6 6,3 +0,7 80+1,1
DHA-Oct 18,3+ 2,0 11,9+1,3 % 11,1 +1,9% 3,8+0,2 5,3+0,6 % 2,3+05%
glycérol 21 £+ 2 41 + 6 % 28 + 6 2,6 +04 42+07 % 2,2+ 0,4
LPO 41:04 51:05 1,4:+0,4 %
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IIT-4. Effet dun traitement a l'almitrine ou a la metformine sur

les rats MCDD

1. Rationnel

La stéatose hépatique étant considérée comme I'élément promoteur (first hit) de la
mise en place de la NASH, le but de cette quatrieme étude était de trouver une molécule
pouvant modifier 'oxydation des acides gras dans le foie, et de ce fait le stockage de ceux-
ci. Ainsi, un traitement ayant pour but de limiter la mise en place de la stéatose ou de la faire
régresser lorsquelle celle-ci est déja en place, ouvrirait de nouvelles perspectives
thérapeutiques. Pour cela, nous avons choisi deux molécules pouvant moduler I'utilisation
des lipides dans le foie par un potentiel effet sur le métabolisme intermédiaire et I'efficacité
mitochondriale.

L'almitrine : cette molécule est utilisée habituellement lors de traitement de patients

souffrants d’insuffisance respiratoire. Il a été également démontré un effet de ce médicament
sur le couplage de I'oxydation phosphorylante (Castaing, Manier et al. 1986). En effet, des
études menées sur mitochondries de levure, de coeur de boeuf et de foie de rat, ont
démontrées que l'almitrine : i) inhibe I'activité ATPasique, ii) diminue le rapport ATP/O sans
modifier la force protonmotrice et iii) n'a pas d’action directe sur l'activité de la chaine
respiratoire. |l a donc été proposé que I'action inhibitrice de I'almitrine sur 'ATPase soit la
conséquence d’'un changement de stoechiométrie H'/ATP (Rigoulet, Ouhabi et al. 1989;
Rigoulet, Fraisse et al. 1990; Jumelle-Laclau, Rigoulet et al. 1993). En résumé, l'almitrine
modifie la stoechiométrie de 'ATPase/ATPsynthase mitochondriale (Leverve, Sibille et al.
1998). Ce « proton slipping » induit par I'’Almitrine est responsable d’'une perte d’efficacité de
la mitochondrie qui pourrait conduire a une augmentation de la vitesse de respiration des
mitochondries, donc de la vitesse d’oxydation des substrats mitochondriaux comme les

acides gras, et pourrait ainsi avoir une action bénéfique sur la stéatose.
La Metformine : Ce médicament est utilisé comme traitement du diabéte de type II.

La metformine a une action anti-hyperglycémiante qui pourrait étre expliquée par un effet de
la molécule au niveau de différents tissus cibles : réduction de I'absorption du glucose au
niveau intestinal, diminution de la production hépatique de glucose et/ou augmentation de la
capture cellulaire et de I'utilisation du glucose par les tissus périphériques liée ou non a une
modification de la synthése et/ou de la sensibilité a l'insuline. En outre, certains mécanismes
via 'AMPK, comme une modification du métabolisme lipidique, pourraient également

contribuer a I'effet anti-hyperglycémiant de la Metformine. En effet, Zhou et al. ont montré
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que la Metformine entrainait une augmentation de I'oxydation lipidique sur des hépatocytes

en culture (Zhou, Myers et al. 2001).

Notre choix c’est porté sur ces deux molécules, almitrine et metformine, dans le but

d’augmenter I'oxydation des lipides hépatiques et ainsi limiter la stéatose.

2. Prise de poids et prise calorigue

Comme précédemment décrit, les rats regoivent un régime carencé en choline et
méthionine a l'dge de 9 semaines, et cela pendant 6 semaines. Deux traitements
pharmacologiques ont été testés sur ce régime.

Dans notre étude, aprés 10 jours de régime MCDD, les rats recgoivent soit de la
Metformine (groupe MET), soit de I’Almitrine (ALM) dans leur eau de boisson, et cela jusqu’a
la fin du régime. Les concentrations des deux solutions sont calculées de maniére a délivrer
50mg/kg/j de Metformine (Guigas 2003) ou 15mg/kg/j d’Almitrine aux rats (Kreher, Keriel et
al. 1996). Les deux solutions sont changées tous les jours. Les rats recevant le régime
MCDD constitue le groupe contrdle. Un suivi de la prise alimentaire et de la prise de poids
est effectué chaque semaine. On notera que les caractéristiques du groupe MCDD (poids,
prise alimentaire ...) de cette étude sont identiques a celle observées lors de I'étude

précédente.

Figure III.22: Evolution de la masse corporelle et de la prise alimentaire des rats soumis a
un régime MCDD pendant 6 semaines, associé ou non a un traitement a I'Almitrine ou a la
Metformine.
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La masse corporelle et la prise alimentaire des rats recevant un régime carencé en choline et
méthionine pendant 6 semaines (MCDD), associé ou hon a un traitement, apporté dans l'eau de
boisson durant les 4 dernieres semaines et demi de régime, a I'almitrine (ALM ; 15mg/kg/j) ou a
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la metformine (MET ; 50 mg/kg/j) sont mesurées quotidiennement. Les résultats sont exprimés
en moyenne + SEM, n=7. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par un test t non apparié.

Comme précédemment décrit, on observe une perte de poids lors des premiéres
semaines de régime MCDD, poids qui tend ensuite a se stabiliser au environ de 241 + 1 g au
terme des 6 semaines de régime (figure III.22). Le groupe ALM et MET montrent le méme
profil de masse corporelle que celui des rats MCDD, et présentent respectivement une
masse de 220 £ 4 g et 224 + 7 g au terme du régime. Le pourcentage de perte de poids
induite par les 6 semaines de régime = traitement est identique entre les trois groupes de
rats (MCDD : 23 +£0,2 % ; MET : 21 £ 0,8% ; ALM : 21 + 0,8%).

Comme lors de I'étude Ill Tome 2, les rats sont stabulés a 4 par cage. Les résultats
présentés sont donc une estimation de la prise calorique quotidienne par rat (kcaltotal/4). Le
profil de la prise calorique suit celui de la prise de poids, avec une diminution de celle-ci lors
des trois premiéres semaines chez le groupe MCDD. La quantité de calories ingérées se
stabilise au environ de 35-40 kcal/rat/jour, jusqu’a la fin du régime (figure III.22). Les
groupes ALM et MET suivent le méme profil que celui observé chez les rats MCDD. On note
tout de méme que le groupe MET stabilise sa prise calorique dés la premiére semaine, alors
qu’il faut attendre la troisieme semaine pour les groupe MCDD et ALM. Néanmoins, au terme
du traitement, aucune différence significative n’est observée entre les animaux traités et non
traités.

Nos résultats ne montrent un léger effet de la metformine sur la courbe de poids.
Pourtant, 'administration de la molécule entraine une perte de poids chez les patients
(Watanabe, Kanner et al. 1989 ; Lee and Morley 1998; Paolisso, Amato et al. 1998), effet lié,
entre autre, a une réduction de la prise alimentaire (Paolisso, Amato et al. 1998 ; Kim, Kim et
al. 2006). D’autres études menées chez le rongeur, montrent, comme avec les patients, un
effet anorexigéne de la metformine (Rouru, Huupponen et al. 1992; Rouru, Huupponen et al.
1993; Rouru, Pesonen et al. 1995; Song, Andrikopoulos et al. 2001; Kim, Kim et al. 2006)

Quelques études ont été menées sur l'influence de I'almitrine sur la prise de poids et
I'ingestion calorique de patients. Suivant les études, I'almitrine induit, ou non, une perte de
poids. En fait, il apparait une perte de poids conséquente des patients, dans les cas de
neuropathie induite par le traitement a l'almitrine (Belec, Larrey et al. 1989; Bouche,
Lacomblez et al. 1989; Gherardi, Belec et al. 1989), alors que celle-ci reste légére, voir
négligeable dans le reste des cas (Gorecka, Sliwinski et al. 2003; Sans-Torres, Domingo et
al. 2003). Chez des rongeurs traités pendant 3 semaines avec de l'almitrine, aucune
modification de la prise alimentaire des rats n’est observée, malgré un léger ralentissement

de la prise de poids (Kreher, Keriel et al. 1996).
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Dans notre étude, le régime MCD induit par lui-méme une modification de la prise
alimentaire et de la prise de poids. On peut donc supposer que les effets potentiels de la
Metformine et de I'Almitrine sur la prise de poids soient présents mais masqués dans ceux

du régime.

3. Répartition tissulaire

Différents tissus et organes ont été prélevés et pesés afin d’observer un effet
potentiel de l'almitrine ou de la metformine sur leur masse (tableau ITI.31). Les masses
tissulaires sont exprimées pour 100g de masse corporelle.

Les rats MCDD présentent une répartition tissulaire identique a celle observée lors de
I'étude précédente. Les six semaines de régime carencé en choline et méthionine ont
largement affecté la répartition des lipides au sein de I'organisme, avec un stockage de TG
au niveau hépatique et une forte diminution de la masse grasse (tableau III.31). La
répartition tissulaire observée chez les groupes ALM et MET est identique a celle du groupe
MCDD. Dans la littérature, la perte de poids induite par la metformine est associée a une
diminution de la masse grasse, notamment du tissu adipeux épididymal et rétropéritonéal
(Lin, Yang et al. 2000; Song, Andrikopoulos et al. 2001; Kim, Kim et al. 2006). L'absence
d’effet, dans notre étude, de la metformine sur la répartition tissulaire peut s’expliquer par le

fait que les rats MCDD ont déja une trés faible quantité de tissu adipeux blanc.

Tableau III.31: caractéristiques physiologiques des rats MCDD, ALM et MET

MCDD ALM MET
Masse corporelle (g) 241 =+ 1 220 + 4 % 224 + 7 %
Foie (g/100g) 4,6 + 0,2 4,6 + 0,3 5,1 +0,3
Tissu adipeux blanc (g/100g) 1,3+0,2 1,2:+0,1 1,3+£0,2
épididymal 0,62 + 0,10 0,55 + 0,07 0,64 + 0,03
rétropéritonéal 0,68 + 0,10 0,66 + 0,07 0,70 + 0,07
Triglycéride (umol/g) foie 185 + 23 183 + 22 180 + 25

Les animaux regoivent un régime carencé en choline et méthionine pendant 6 semaines (MCDD),
associé ou non a un traitement, apporté dans I'eau de boisson durant les 4 derniéres semaines et
demi de régime, a l'almitrine (ALM ; 15mg/kg/j) ou a la metformine (MET ; 50 mg/kg/j). Les
mesures de prise calorique représente une estimation de l'ingestion journaliere par rat (Kcal
tota/4) Les masses sont exprimées pour 100g de masse corporelle (masse relative). Les résultats
sont exprimés en moyenne + SEM, n=7. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par un test #non
apparié. % significativement différent des contrdles.
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La quantité de triglycérides hépatique est nettement inférieure dans cette étude par
rapport a I'étude précédente (185 vs. 385 umol/g). Cela peut étre dG a un probléme lors de
I'extraction des lipides, ou lors du dosage. Quoiqu’il en soit, cela n’empéche nullement la
comparaison entre nos trois groupes de rats. En effet, I'extraction de lipides a été réalisée
lors d'une méme expérimentation, et les mémes produits ont été utilisés. Nous constatons
dans le tableau 111.31 que la quantité de triglycérides hépatiques n’est pas modifiée par I'un
ou l'autre des traitements, et reste identique au groupe MCDD. |l a été démontré qu’un
traitement de souris ob/ob avec de la metformine empéchait 'accumulation de lipides au
niveau du foie (Lin, Yang et al. 2000) du fait d’'une inhibition de I'expression de facteurs liés a
linsulinorésistance, comme le TNF-a. Or, les rats MCDD ne présentent pas
d’insulinorésistance, et 'accumulation de TG hépatiques est due a un défaut d’exportation,

ceci pourrait expliquer 'absence d’effet de la Metformine dans notre étude.

4. Données plasmatigues

Du sang a été prélevé et des dosages de métabolites ont été réalisés avec du
plasma. Le profil lipidique a été réalisé, avec le dosage des triglycérides (TG), des acides

gras non estérifiés (AGNE) et du glycérol.

Tableau III.32: caractéristiques plasmatiques des rats carencés en choline et méthionine
aprés 6 semaines de régime et/ou traitement.

MCDD ALM MET
glycémie (mM) 59+05 57+0,2 56+04
TG (mM) 0,32+0,03 0,23+0,02 * 0,27:0,04
AGNE (mM) 053+0,07 0,44 +0,08 034+003 *
glycérol (mM) 0,24 +0,01 0,18 + 0,01 * 0,17+001 *

Les animaux regoivent un régime carencé en choline et méthionine pendant 6 semaines (MCDD),
associé ou non a un traitement, apporté dans I'eau de boisson durant les 4 derniéres semaines et
demi de régime, a l'almitrine (ALM ; 15mg/kg/j) ou a la metformine (MET ; 50 mg/kg/j). Les
mesures sont réalisées avec du plasma congelé d'animaux nourris. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM, n=7. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par un test f non apparié. *
significativement différent du groupe MCDD.

Comme lors de I'étude Ill Tome 2 §7, les rats MCDD a I'état nourri présentent une

glycémie aux environs de 6 mM, ce qui est inférieur aux valeurs observées dans des
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conditions contrbles dans la littérature (Minassian, Tarpin et al. 1998; Song, Andrikopoulos et
al. 2001; Zhou, Myers et al. 2001; Simon, del Puy Portillo et al. 2002; couturier 2003). Le
traitement des rats avec de la metformine ou de I'almitrine n’induit aucune modification de la
glycémie, les trois groupes présentent une glycémie identique (tableau III.32). La
metformine a une action anti-hyperglycémiante démontrée (Cusi, Consoli et al. 1996; Abbasi,
Carantoni et al. 1998; Hundal, Krssak et al. 2000), or les rats MCDD présentent déja une
glycémie inférieure aux contrbles (étude Ill Tome 2 § 7), cela peut expliquer I'absence de
variation de celle-ci dans le groupe MET. On peut également imaginer que i) les cibles
d’action de la metformine (AMPK...) n'ont aucune incidence sur la glycémie des animaux
recevant le régime carencé en choline et méthionine, ou encore que ii) les atteintes
hépatiques engendrées par le régime MCDD ne sont pas réversibles par un traitement
pharmacologique. Le profil lipidique plasmatique des rats MCDD correspond a celui observé
dans I'étude Ill tome 2 §7. Le traitement a I'almitrine induit une diminution significative des
triglycérides et du glycérol plasmatique. Les tissus de stockage (tissu adipeux blanc) ainsi
que le niveau de stéatose hépatique n’étant pas modifiés par I'almitrine, on peut supposer
que cette diminution des triglycérides est dii a une augmentation de leur captation et de leur
utilisation, alors que celle du glycérol semble désigner une inhibition de la lipolyse bien que
la diminution des AGNE ne soit pas significative, ou une augmentation de I'utilisation du
glycérol en tant que substrat énergétique. Les rats MET présentent, quant a eux, une
diminution significative des AGNE et du glycérol plasmatique, sans modification de la
concentration de triglycérides. Or, outre son action sur la glycémie, il a été montré une action
de la metformine sur le métabolisme lipidique. Ainsi, chez des patients diabétiques, la
metformine est décrite comme entrainant une amélioration du profil lipidique. A la suite d’'un
traitement chronique a la metformine, il est fréquemment observé une diminution de la
concentration plasmatique des triglycérides (Johnson, Webster et al. 1993; Jeppesen, Zhou
et al. 1994; Cusi, Consoli et al. 1996) ainsi que des acides gras libres (Jeppesen, Zhou et al.
1994; Abbasi, Carantoni et al. 1998; Hundal, Krssak et al. 2000). Les études réalisées sur
les rats sont, quand a elles, plus controversées. Certains ne voient aucune modification du
profil lipidique aprés un traitement a la metformine (Mithieux, Guignot et al. 2002), alors que
d’autres mesurent des variations de concentration de TG et/ou AGNE plasmatiques (Song,
Andrikopoulos et al. 2001; Zhou, Myers et al. 2001). De plus, I'équipe de Zhou a démontré
une augmentation de l'oxydation lipidique sur hépatocytes isolés en culture, via une
activation de 'AMP kinase (Zhou, Myers et al. 2001). On peut donc supposer que la
diminution de AGNE et de glycérol observé chez le groupe MET est due a une augmentation

de leur utilisation, notamment au niveau hépatique.
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Comme lors de l'étude lll, les six semaines de régime carencé en choline et
meéthionine induisent un ralentissement de la prise alimentaire ainsi que de la prise de poids
des animaux. Une modification de la répatrtition tissulaire et des données plasmatiques, est
également retrouvée dans cette étude. Le traitement des rats MCDD avec de la metformine
ou de l'almitrine n’induit pas de modification sur la prise de poids et la prise alimentaire des
animaux. Nous n’avons observé aucune modification de la glycémie et de la répartition
tissulaire des animaux ftraités pharmacologiquement. En revanche, une tendance a
I’ « amélioration » du profil lipidique plasmatique est observée qui irait dans le sens d’une

augmentation de la captation et/ou de ['utilisation des TG et AGNE.

5. Paramétres de /'oxydation phosphorylante

Dans le but de vérifier un effet potentiel des deux traitements sur le métabolisme
intermédiaire et l'efficacité mitochondriale, la respiration a été mesurée sur mitochondries
isolées de rats MCDD avec ou sans traitement a la metformine ou [lalmitrine. Du
glutamate/malate et du succinate/malate/roténone ont été utilisés comme substrats, en
présence de BSA (0,3% final). La consommation d’oxygéne a été mesurée en condition non
phosphorylante (x oligo) et en condition phosphorylante, aprés ajout d’ADP (état 3). Les
résultats sont présentés dans le tableau lll. 33. Les deux traitements sont décrits comme
ayant une action au niveau mitochondrial, 'un en augmentant I'oxydation lipidique
(metformine), et donc la fourniture en substrats a la chaine respiratoire (Zhou, Myers et al.
2001), et l'autre en faisant « patiner » 'ATPase (almitrine), (Rigoulet, Ouhabi et al. 1989;
Rigoulet, Fraisse et al. 1990; Jumelle-Laclau, Rigoulet et al. 1993; Leverve, Sibille et al.

1998)).

Tableau ITI.33 : Respiration (JO;) des mitochondries de foie provenant de rats controles
ou MCDD traités ou non a la metformine ou a l'almitrine

JO; (natomO/min/mg prot)

succ/mal glut/mal
état non état 4 , état non état 4 .
phosphorylant oligo ctat 3 phosphorylant  oligo etat 3
MCDD 38+4 33+3 174 + 23 18+1 15+2 113 + 16
ALM 36+5 33+3 160 + 16 22+5 16+2 106 + 11
MET 34+2 33¢+1 164 + 8 16+2 14+1 99 +4

Les animaux regoivent un régime carencé en choline et méthionine pendant 6 semaines (MCDD),
associé ou non a un traitement, apporté dans I'eau de boisson durant les 4 derniéres semaines et
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demi de régime, a l'almitrine (ALM ; 15mg/kg/j) ou a la metformine (MET ; 50 mg/kg/j). Les
mitochondries de foie de rats (1 mg/ml) MCDD, ALM et MET ont été incubées dans un milieu KCI
+ BSA (0,3% final) a 37°C, en présence de 5/0,5 mM succ/mal plus 1,25 yM roténone ou 5/1,25
mM de glut/mal. La consommation d'oxygéne est mesurée par oxygraphie. Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM ; n=7. Les comparaisons (p<0,05) sont réalisées par une ANOVA suivi
d'un test post hoc PLSD Fisher.

La consommation d'oxygéne des mitochondries des rats MCDD, en état
phosphorylant (état 3) et non phosphorylant est statistiquement identique a celle mesurée
lors de l'étude Il Tome 2 §10.1, et ce quel que soit le substrat. En présence de
succinate/malate ou glutamate /malate, la respiration en état non phosphorylant des
mitochondries de rats MET et ALM, est identique a celle des rats MCDD. La respiration
couplée a la synthése d’ATP (état 3, aprés ajout d’ADP) est également identique entre les
trois groupes. L’ajout d’'oligomycine, un inhibiteur de I'ATPase, raméne la respiration a un
niveau identique a celui mesuré en état non phosphorylant, et cela dans les trois groupes de
mitochondries. Les différents traitements ne semblent pas modifier les pertes énergétiques
(leak et slip) puisque les respirations a I'état non phosphorylant et en état 4 sont du méme
ordre de grandeur chez les trois groupes de mitochondries étudiées.

L’absence d’effet de I'almitrine sur la respiration mitochondriale n’est pas étonnante.
En effet, des études ont montrées sur hépatocytes isolés et incubés (Leverve, Fontaine et al.
1994) mais aussi sur mitochondries isolées (Rigoulet, Ouhabi et al. 1989; Rigoulet, Fraisse
et al. 1990; Jumelle-Laclau, Rigoulet et al. 1993), que I'almitrine induisait une diminution du
rapport ATP/ADP, dans le cytosol et dans la mitochondrie, sans modification de la
respiration, ni de la force protonmotrice. A 'opposé, le fait que le traitement a la metformine
n‘ait pas d’effet sur la respiration mitochondriale est surprenant. En effet, plusieurs études
ont mis en évidence un effet inhibiteur de la metformine sur le complexe | de la chaine
respiratoire (EI-Mir, Nogueira et al. 2000; Owen, Doran et al. 2000 ; Guigas 2003; Brunmair,
Staniek et al. 2004; Batandier, Guigas et al. 2006). Cependant le mode d’action de la
metformine sur mitochondries reste discuté. En effet Owen et coll. (Owen, Doran et al. 2000)
suggérent que la drogue a un mode de pénétration lent a travers la membrane
mitochondriale interne, ou elle inhibe directement le complexe | de la chaine respiratoire. A
'oppose, EI-Mir et coll. (EI-Mir, Nogueira et al. 2000) ont démontré que la metformine
diminuait rapidement la respiration d’hépatocytes intactes pré-incubés avec la drogue. Par
contre, et de maniére surprenante, ils ont observé que la metformine n’exergait aucun effet
lorsqu’elle était mise directement au contact avec des mitochondries isolées de foies ou
d’hépatocytes perméabilisés, ce qui semble exclure une interaction directe de la molécule
avec la mitochondrie. La recherche par ces auteurs de la voie de signalisation pouvant
expliquer cet effet particulier a conduit a plusieurs constatations : I'effet cellulaire de la

metformine i) est dose dépendant, ii) et apparait étre sensible a la température car il est
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complétement aboli a 15°C. La disparition des effets cellulaires de la metformine suite a la
modification de I'état physico-chimique de la membrane plasmique par le froid a conduit les
auteurs a proposer un mode d’action de la drogue lié a un événement membranaire, pouvant
éventuellement passer par un mécanisme d’internalisation de la molécule (EI-Mir, Nogueira
et al. 2000). Cette hypothése est renforcée par de récents travaux sur des oocytes de
xénope, ou 'effet inhibiteur de la metformine sur le complexe | disparait a basse température
ou lorsque celle-ci est mise en contact directe avec une fraction enrichie en mitochondries
(Detaille, Guigas et al. 2002). Cependant, l'incorporation de liposomes contenant de la
metformine a cette fraction mitochondriale induit a nouveau [effet inhibiteur de la
metformine, ce qui est en accord avec une fusion des vésicules avec la membrane
mitochondriale. Il ressort de ces études que le mode d’action de la metformine serait
dépendant de I'état physico-chimique de la membrane plasmique. Or dans notre étude nous
avons observé un fort remaniement de la composition de celle-ci au niveau mitochondrial.
On peut supposer qu’il en est de méme au niveau de la membrane plasmique, empéchant
ainsi I'internalisation de la metformine et son action inhibitrice au niveau du complexe | de la
chaine respiratoire. Le manque d’effet de la metformine serait lié aux altérations de la

composition membranaire, dues au régime MCDD.

6. Efficacité de la synthése d'ATP

Nous avons ensuite étudié les conséquences de ces traitements sur I'efficacité de
I'oxydation phosphorylante, et nous avons évalué la relation entre la synthése d’ATP et la
consommation d’oxygéne a différents niveaux d’activité de la mitochondrie. Nous avons
étudié le rendement de l'oxydation phosphorylante a des concentrations sous-saturantes

d’ADP, avec le systeme hexokinase et en présence de succinate/malate.
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Figure III.23: Effet d'un traitement a l'almitrine ou a la metformine sur la relation entre
la synthese d'ATP (JATP) et la consommation d'oxygene (JO;) de mitochondries isolées de
foies de rats recevant un régime carencé en choline et méthionine.
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non a un traitement, apporté dans l'eau de boisson durant les 4 derniéres semaines et demi de
régime, a l'almitrine (ALM ; 15mg/kg/) ou a la metformine (MET; 50 mg/kg/j). Les mitochondries
de foie de rats (1 mg/ml) MCDD, ALM et MET ont été incubées dans un milieu KCI + BSA (0,3%
final) a 37°C, en présence de 5/0,5mM succ/mal, 1,25uM de roténone, 20mM de glucose, 125uM
d'ATP et ImM de MgCl,. La synthése d'ATP est modulée par différentes concentrations
d'hexokinase (0,2-2 U/mL). Le flux de synthése d'ATP est calculé a partir du dosage enzymatique
du glucose-6-phosphate. La consommation d'oxygéne est mesurée par oxygraphie. Les résultats
sont exprimés en moyenne + SEM. n=7.

Comme précédemment décrit chez le groupe MCDD, la relation entre synthése
d’ATP et consommation d’'oxygéne est linéaire, est semblable a celle observée lors de
'étude Il Tome 2 §10.2. La figure 111.23 montre que les relations des trois groupes sont
linéaires, paralleles et quasiment superposées. Cela signifie que les trois groupes de
mitochondries ont le méme rendement mitochondrial. Ces résultats sont étonnant,
notamment pour le groupe ALM. En effet, méme si I'almitrine n’induit pas de modification de
consommation d’oxygéne au niveau mitochondrial, elle est reconnue pour induire un
changement de stoechiométrie au niveau de I'ATPase, avec une augmentation du ratio
H*/ATP (il faut plus de protons pour la synthése d’une méme quantité d’ATP). Cela induit une
forte diminution de la synthése d’ATP, se traduisant par un rapport ATP/O plus faible
(Rigoulet, Ouhabi et al. 1989; Rigoulet, Fraisse et al. 1990; Jumelle-Laclau, Rigoulet et al.
1993). On aurait donc pu s’attendre a ce que la relation soit décalée vers la droite. On peut
donc également se poser la question de l'influence de la composition membranaire sur
I’'action de I'almitrine sur la mitochondrie. En effet, Jumelle-Laclau et coll. ont décrit un effet
age-dépendent de I'almitrine sur la stoechiométrie H'/ATP au niveau de 'ATPase (Jumelle-

Laclau, Rigoulet et al. 1993). Cet effet est en fait lié aux modifications de composition
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membranaire des mitochondries au cours de la croissance de l'animal, et plus
particulierement au niveau de l'acide linoléique (C18 :2) et de I'acide docosahexanoique
(C20 :6). Dans cette étude, une action de I'almitrine apparait chez des rats agés de 10
semaines, alors qu’aucun effet n’était mesurable a 5 semaines. Parallélement a I'age, I'acide
docosahexanoique diminue alors que I'acide linoléique augmentent entre 5 et 10 semaines
(Jumelle-Laclau, Rigoulet et al. 1993). Or, le régime MCDD induit I'effet inverse de l'age,
c'est-a-dire une augmentation de I'acide docosahexanoique et une diminution de l'acide
linoléique (données non montrées). Cela pourrait donc expliquer I'absence d’effet de
almitrine sur le rendement mitochondriale du groupe ALM. L’absence deffet de la
metformine est également surprenante. En effet, Guigas et coll. (Guigas 2003) ont observé
une augmentation du rapport ATP/O avec succinate/malate/roténone et en condition
saturante d’ADP, sur mitochondries de foie de rats traités a la metformine pendant 10 jours.
On aurait donc pu s’attendre a un décalage de la droite reliant la synthése d’ATP a la
respiration des mitochondries du groupe MET vers la gauche. Or ce n’est pas le cas, la
droite étant quasiment superposée a celle du groupe MCDD (figure III.23). Ici aussi, on
peut supposer que I'absence d’effet de la metformine sur le rendement mitochondrial est due

a la modification de la composition lipidique des membranes, empéchant I'action de celle-ci.

7. Efficacité de la chaine respiratoire

Nous avons mesuré les pertes énergétiques observées chez les mitochondries de
rats MCDD, ALM et MET en état non phosphorylant. Pour cela nous avons étudié la relation
entre la respiration (état 4) et la force protonmotrice des mitochondries en décrivant la
courbe de Nicholls. Pour ce faire, en présence de succinate, la respiration a été titrée avec

du malonate, un inhibiteur de la succinate déshydrogénase (figure III.24).
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Figure III.24: Effet d'un traitement a l'almitrine ou a la metformine sur des mitochondries
MCDD : titration de la force protomotrice (Ap) et de la respiration mitochondriale (JO,) en
I'absence de phosphorylation.
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Les animaux regoivent un régime carencé en choline et méthionine pendant 6 semaines (MCDD),
associé ou noh a un traitement, apporté dans I'eau de boisson durant les 4 dernieres semaines de
régime, a I'almitrine (ALM; 15mg/kg/j) ou & la metformine (MET; 50 mg/kg/j). Les mitochondries
de foie de rats (1 mg/ml) MCDD, traités a l'almitrine ou traités a la metformine ont été incubées
dans un milieu KCl + BSA (0,3% final) a 37°C, en présence de 5mM succinate plus 5uM de
roténone, 1,25 pg/mL d'oligomycine et 65 ng/mL de nigéricine. La consommation d'oxygéne est
mesurée par oxygraphie. La respiration est modulée par I'addition de malonate (O a 10 mM). Les
mesures de Ap sont faites en paralléle dans le méme milieu avec du TPMP'. Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM. n=5.

Comme cela est habituellement décrit, la relation entre la respiration et la force
protonmotrice est non linéaire, avec une zone ohmique et non ohmique (Nicholls 1974;
Brand 1990; Fontaine, Moussa et al. 1996). Les courbes obtenues avec des mitochondries
de rats traités a l'almitrine ou a la metformine sont totalement identiques a celle des rats
MCDD. Cela semble logique en ce qui concerne le groupe ALM. En effet, des études
antérieures n'ont pas mis en évidence de modification de la force protonmotrice par un
traitement a I'almitrine (Rigoulet, Ouhabi et al. 1989; Rigoulet, Fraisse et al. 1990). En ce qui
concerne les mitochondries du groupe MET, on aurait pu s’attendre & une modification du
potentiel de membrane de celles-ci. En effet, une étude menée par Batandier et coll. a
montrée une diminution du potentiel de membrane de mitochondries isolées a partir d’un foie
préalablement perfusé avec de la metformine (Batandier, Guigas et al. 2006), lorsque celui-ci
est mesuré en présence de succinate. Comme précédemment, on peut supposer que
'absence d’effet de la metformine est due a la modification de la composition lipidique des
membranes, empéchant I'action de celle-ci.

Le traitement de rats ayant regus un régime carencé en choline et méthionine, avec
de l'almitrine ou de la metformine, n’induit pas de modification de la bioénergétique

mitochondriale. L'absence d’effet sur les paramétres de la respiration (JO2, ATP/O, DY¥)
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semble due a une modification de la composition des membranes plasmique et

mitochondriale, empéchant ainsi les mécanismes d’action des deux molécules.

Le choix d’'un traitement a I'almitrine ou a la metformine avait un but bien précis,
tenter d’empécher le développement d’'une stéatose hépatique, qui est considérée comme la
premiére étape (first hit) du processus de pathogenése de la NASH, ou tout du moins
améliorer celle-ci. Ces deux molécules, par des mécanismes différents, pouvaient stimuler
I'utilisation des lipides hépatiques. Nous nous sommes également intéressé a l'influence de
ces deux molécules sur la production de radicaux libres, ceux-ci étant impliqués dans les
mécanismes de stress oxydant (second hit) déclenchant une NASH.

Tout d’abord, et afin de déterminer les conséquences potentielles des différents
traitements sur la capacité d'utilisation des lipides, la consommation d’oxygéne des
mitochondries des groupes MCDD, ALM et MET a été mesurée avec des dérivés d’acides
gras comme substrats. Pour cela de l'octanoyl-carnitine a été fourni aux mitochondries
(tableau IIT.34). Les respirations en état phosphorylant (état 3) et non phosphorylant sont
identiques entre les trois groupes de mitochondries. Pourtant, on aurait pu s’attendre a une
augmentation de l'utilisation des lipides, et donc de la respiration en présence d’acides gras
en ce qui concerne la metformine, comme cela a précédemment été décrit (Zhou, Myers et
al. 2001).

Tableau III.34 : Respiration (JO;) des mitochondries de foie provenant de rats MCDD
traités ou non a l'almitrine ou a la metformine en présence d'un dérivé d'acide gras.

JO; (natomO/min/mg prot)

oct-carn
état non état 4 .
phosphorylant oligo etat 3
MCDD 19+1 16+2 43+2
ALM 24 +3 22+3 48 + 8
MET 21+3 20+3 48+ 11

Les animaux regoivent un régime carencé en choline et méthionine pendant 6 semaines (MCDD),
associé ou non a un traitement, apporté dans I'eau de boisson durant les 4 derniéres semaines et
demi de régime, a l'almitrine (ALM; 15mg/kg/j) ou a la metformine (MET; 50 mg/kg/j). Les
mitochondries de foie de rats (1 mg/ml) ont été incubées dans un milieu KCI + BSA (0,3% final) a
37°C, en présence de 100uM d'octanoyl-carnitine. La consommation d'oxygéne est mesurée par
oxygraphie. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM ; n=9. Les comparaisons (p<0,05) sont
réalisées par un test #non apparié. %*: différent du contréle .

Comme lors de I'étude Ill Tome 2 §12, la production d’'H,O, a également été
mesurée sur les mitochondries des groupes MCDD, ALM et MET. Les capacités
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enzymatiques antioxydantes ont été mesurées sur homogénat de foie des trois groupes
(Tableau III.35).

Tableau ITI.35 : Enzymes antioxydantes et production de peroxyde d'hydrogene

H20, production MCDD ALM MET
pmol H,O>/mg prot/min 90 + 14 130 + 17 103 + 23
pmol H,O»/natom O 101 12+ 2 9+2
CAT (U/mg prot) 0,30+ 0,03 0,28 +0,03 0,27 + 0,03
6Px (U/mg prot) 0,15+0,02 0,16 +0,03 0,16 + 0,03

SOD (U/mg prot) mito 4,6 + 0,9 42 + 0,4 3,6 + 0,3

cyto 8,3:+1,2 7.4 + 0,7 79 +1,1

Les animaux regoivent un régime carencé en choline et méthionine pendant 6 semaines (MCDD),
associé ou non a un traitement, apporté dans l'eau de boisson durant les 4 derniéres semaines de
régime, a l'almitrine (ALM; 15mg/kg/j) ou a la metformine (MET; 50 mg/kg/j). La production
d'H,0; est mesurée sur mitochondrie, comme décrit précédemment. Un morceau de foie de rats
est homogénéisé dans un tampon d'extraction (KH.PO, 100mM, DTT 1mM, EDTA 2mM).Apres
centrifugation, le surnageant est utilisé pour mesurer l'activité de la catalase (CAT), de la
superoxyde dismutase (SOD) cytosolique et mitochondriale, et la glutathion peroxydase (GPx).
Les activités sont exprimées en U/mg de protéines. Les résultats sont exprimés en moyenne *
SEM ; n=8 pour les activités et n=6 pour la production de H,O,. Les comparaisons (p<0,05) sont
réalisées par un test tnon apparié. *: différent du contréle .

La production de H,O, dépend de plusieurs facteurs comme, la vitesse de
respiration, ou encore du potentiel de membrane (Korshunov, Skulachev et al. 1997). Nous
avons donc étudié les conséquences des deux traitements sur la production de radicaux
libres de I'oxygene. La production de H,O, des mitochondries de rats MCDD est identique a
celle mesurée dans I'étude Il (Tableau ITI.35), qu’elle soit exprimée en pmolH,O,/min/mg
protéine (90 £ 14 vs. 97 = 9) ou lorsque celle-ci est exprimée en pmol H,O,/natomO (7 + 1
vs. 10 £ 1). Les traitements n’induisent pas de modification de la production d’'H,O, des
mitochondries des groupes ALM et MET (Tableau III.35). Cependant, on note tout de méme
une tendance a une augmentation dans le groupe ALM, lorsqu’elle est exprimée en
pmolH,O./min/mg protéine, mais qui n’est pas significative en raison des forts SEM. Cette
différence disparait quand la production est rapportée par nanoatomes d’oxygéne. La
production de ROS dépendant entre autre de la vitesse de respiration, ou du potentiel de
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membrane (Korshunov, Skulachev et al. 1997), et I'almitrine ne modulant ni 'un ni l'autre, il
n’est pas étonnant de trouver aucune modification de la production d’H,O, dans ce groupe.
Par contre, un effet inhibiteur de la metformine sur la production de ROS a déja été décrit
sur cellule et sur mitochondrie (Bonnefont-Rousselot, Raji et al. 2003; Ouslimani, Peynet et
al. 2005 ; Batandier, Guigas et al. 2006). Cet effet passerait par une activation de la
NAD(P)H oxydase (cellule de Kupffer) et du complexe | de la chaine respiratoire qui inhibe la
production d’anion superoxyde via un retour inverse des électrons vers le Complexe I. Or,
aucun effet de la metformine n’est mesuré sur les mitochondries du groupe MET. Ici encore,
on peut supposer que l'absence d’effet de la molécule est due au remaniement de la
composition en phospholipides des membranes plasmiques et mitochondriale.

Lorsque I'on mesure I'H,O,, celui-ci refléte en fait la balance entre la production
mitochondriale et I'élimination par les systémes antioxydants. La premiére maniére de limiter
un stress oxydant est de limiter la production de ROS, et la deuxiéme, de stimuler les
défenses antioxydantes. Nous avons donc mesuré les effets d’'un traitement a I'almitrine ou a
la metformine sur l'activité d’enzymes antioxydantes: la catalase (CAT) la superoxyde
dismutase (SOD) mitochondriale et cytoplasmique, ainsi que la glutathion peroxydase (GPx).
Les mesures ont été réalisées sur homogénat de foie des trois groupes de rats (tableau
IIT.35). Les activités enzymatiques obtenues pour le groupe MCDD sont identiques a celle
mesurées lors de I'étude Ill Tome 2 §12. Mais aucun effet des traitements n’est observé sur
les activités SOD, CAT et GPx. Une étude, menée sur des astrocytes en culture a montré
que la diminution de l'activité de la SOD mitochondriale aprés 15h d’exposition hypoxique
était reversée par 'addition d’almitrine (Copin, Ledig et al. 1992). Cette étude suggére un
réle stimulateur de l'almitrine sur l'activit¢ de la SOD mitochondriale lorsque celle-ci est
faible, résultat non retrouvé dans notre étude. En ce qui concerne la metformine, plusieurs
études ont été réalisées sur des érythrocytes de patients diabétiques afin de déterminer I'état
des défenses antioxydantes lors d’une insulinorésistance, ainsi que les conséquences d'un
traitement des patients a la metformine sur celles-ci. Il apparait, chez ces patients
diabétiques, que l'activité des enzymes antioxydantes (SOD et GPx) est plus faible que chez
les individus contréles (Pavlovic, Kocic et al. 2000) et un traitement a la metformine induit
une augmentation de l'activité de ces enzymes. Dans notre étude, aucune variation d’activité

n’est observée aprés un traitement a la metformine.

L’absence d’effet des deux molécules sur la production d’H,O, et sur l'activité des
enzymes antioxydantes n’est pas surprenante. En effet, il a été démontré, ou suggéré, que le
mode d’action de la metformine et de l'almitrine était tres dépendant de la composition

lipidique des membranes. Or nous avons observé un fort remaniement de la composition
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membranaire causé par le régime MCDD. Cela pourrait donc expliquer le fait que la
metformine et l'almitrine n’aient pas d’action sur les différents parametres mitochondriaux
des groupes ALM et MET.

8. Discussion

La premiére étape de la pathogenése de la NASH étant le développement d’une
stéatose, il nous a donc paru intéressant de tester différentes molécules pouvant moduler
'accumulation de lipides hépatique. Dans cette étude, nous avons utilisé deux molécules
pouvant modifier 'oxydation des acides gras dans le foie par un potentiel effet sur le
métabolisme intermédiaire et I'efficacité mitochondriale. Nous avons choisi de tester la
Metformine, qui est la molécule la plus largement utilisée dans le traitement du diabéte de
type Il, et l'almitrine, qui est habituellement utilisée dans le traitement d’insuffisances
respiratoires associées aux bronchites chroniques. La Metformine a été choisi pour son effet
sur le métabolisme lipidique. |l a été démontré une diminution de l'activité de I'acetyl-CoA
carboxylase (ACC) sur des hépatocytes isolés de rats, ainsi qu’'une augmentation de
I'oxydation des lipides (Zhou, Myers et al. 2001). Le but de ce traitement était d’augmenter la
B-oxydation et donc de diminuer le stockage de lipides hépatiques. L’Almitrine a été choisi
pour son action sur le couplage entre oxydation et phosphorylation, et notamment sur la
stoechiométrie de I'ATPase/ATPsynthase. Un transfert de protons plus important est
nécessaire pour obtenir un méme nombre de moles d’ATP formé, augmentant de ce fait la
respiration (Rigoulet, Ouhabi et al. 1989; Rigoulet, Fraisse et al. 1990; Jumelle-Laclau,
Rigoulet et al. 1993; Leverve, Sibille et al. 1998; Rigoulet, Leverve et al. 1998). L’almitrine a
été utilisée dans le but d’augmenter la respiration mitochondriale, afin de stimuler I'utilisation
de substrats et donc I'oxydation des lipides hépatiques.

Dans cette étude, nous avons réitéré les expérimentations réalisées lors de I'étude llI
Tome 2 sur les animaux recevant les différents traitements. Mais au vu des résultats
obtenus, il semblerait que ni I'almitrine, ni la metformine ne provoquent une amélioration de
la NASH chez les rats. En effet, le traitement des rats MCDD avec de la metformine ou de
'almitrine n’induit pas de modification de la prise alimentaire, ni de la prise de poids des
animaux, ni de la répartition tissulaire et des données plasmatiques. Les traitements
n’induisent pas non plus de modification de la bioénergétique mitochondriale (JO,, ATP/O,
AW), ni sur la production d’H,O, ou sur l'activité des enzymes antioxydantes.

L’absence d’effet de ces deux molécules sur 'ensemble des paramétres mesurés
pourrait étre due au régime MCDD en lui-méme. En effet, les cibles des traitements, plus

particulierement en ce qui concerne la metformine, au niveau de I'organisme en entier sont
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déja modifiées par le régime MCDD (prise alimentaire, prise de poids, répartition tissulaire,
données plasmatiques). On peut donc supposer que les effets potentiels de la Metformine et
de I'Almitrine soient présents mais masqués dans ceux du régime. Le fait que la metformine
et l'almitrine n’aient pas d’action non plus sur les différents paramétres mitochondriaux
pourrait également étre di aux modifications résultant du régime. En effet, il a été démontré,
ou suggeéré, que le mode d’action des deux molécules sur la mitochondrie était trés
dépendant de la composition lipidique des membranes (Jumelle-Laclau, Rigoulet et al. 1993;
EI-Mir, Nogueira et al. 2000 ; Owen, Doran et al. 2000 ; Detaille, Guigas et al. 2002 ). Or
nous avons observé un fort remaniement de la composition membranaire mitochondriale
causé par le régime MCDD. Ce remaniement membranaire empécherait donc I'action
mitochondriale de la metformine et de lalmitrine, ce qui expliquerait qu’il n'y ait pas
d’amélioration de la stéatose chez les rats recevant un régime carencé en choline et

méthionine.

Il ressort donc de cette étude, que dans le cas bien précis d'une NASH induite par un
régime carencé en choline et méthionine, un traitement de 4 semaine et demi avec de la
Metformine ou de I'Almitrine, n’induit apas de modification de la quantité de triglycérides
hépatiques. Cette étude ne remet pour autant pas en question les études réalisées sur un
traitement des patients atteints de NASH par la metformine. En effet, la pathologie
« humaine » est trés étroitement liée a une insulinorésistance ou un diabéte et a une obésité
abdominale. Or la metformine va améliorer, ces versants la de la NASH. Dans le modéle
MCDD, les cibles habituelles de la metformine ne sont pas présentent. Il n'y a pas
d’hyperglycémie, d’insulinorésistance ou d'obésité. De plus, la metformine a des effets non
mitochondriaux qui pourraient expliquer une efficacité clinique de la molécule, alors que dans
notre étude nous n’avons regardé que la mitochondrie.

On peut donc conclure en disant que le régime carencé en choline et méthionine est
un trés bon modéle en ce qui concerne les mécanismes cellulaires et mitochondriaux mis en
place au niveau du foie, une fois la pathologie BIEN installée. Par contre, ce modéle se
semble pas approprié pour I'étude d’un traitement contre la NASH. En effet, les modifications
observées au niveau de I'organisme en entier sont trop éloignées des celles présentes chez
les patients. La mise au point d’'un modéle animal de développements de la NASH, mais
présentant également les autres caractéristiques (insulinorésistance, obésité abdominale ...)

reste donc d’actualité.
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IV. Conclusion & Perspectives

A ce jour, les études menées sur la NASH nont pas permis une caractérisation
claire des mécanismes participant d la mise en place de la pathologie du fait d'un mangue
de modéles animaux présentant des caractéristigues identigues a la NASH humaine.
Plusieurs mécanismes pourraient étre impligués comme (i) une stimulation de la
lipogenése et/ou (i) une inhibition de l'oxydation des acides gras, le tout en réponse a
une hyperinsulinémie. Limplication dun dysfonctionnement mitochondrial dans /e
développement de la NASH a également été avancée.

La premiére partie de notre travail a consisté a tenter de mettre au point un
régime alimentaire enrichi en ljpides saturés chez le rat Wistar dans le but d'induire une
NASH, et dévaluer les adaptations du métabolisme hépatique (métabolisme
hépatocytaire et bioénergétigue mitochondriale) en réponse a ce régime. Il ressort de
cette étude que ladjonction dhuile de coco ou de beurre a la nourriture proposée aux
rats ne provogue pas de stéatose hépatigue chez le rat Wistar, malgré une forte
augmentation des apports calorigues et lipidigues. Cependant, si les régimes n'induisent
pas daccumulation de ljpides au niveau hépatigue, ils modifient grandement la
répartition tissulaire. On observe en effet, une augmentation de la masse des tissus de
stockage, comme le tissu adipeux blanc, et des tissus de « dissipation d'énergie »,
comme le tissu adijpeux brun. Cette absence de stéatose hépatigue nest pas due a une
oxydation lipidigue accrue au niveau hépatigue, mais résulte dune augmentation de
l'exportation, et du stockage des lipides sous forme de triglycérides, du foie vers le
tissu adipeux blanc, ainsi que de lactivation de mécanismes de dissipation dénergie sous
forme de chaleur, notamment au niveau du tissu adipeux brun via IUCPI. Les rats
recevant un régime enrichi en huile de coco ou en beurre développent une thermogenése

« alimentaire » permettant de limiter et déliminer l'excés de lipides ingere.

En conclusion, il ressort donc de cette étude que le rat male Wistar est
capable de sadapter a une ingestion excessive de ljpides, en [) augmentant le
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stockage des lipides au niveau des tissus périphérigues, et notamment au niveau du
tissu adipeux blanc, et ii) en augmentant l'oxydation des acides gras par différents

processus dont la thermogenése au niveau du tissu adipeux brun.

Un régime enrichi en lipides saturés ne semble donc pas étre un modéle idéal
pour induire une stéatohépatite ou méme une stéatose chez le rat male Wistar. Un
régime alimentaire proche de celui des patients, et développant les stigmates
associés a la NASH (obésité abdominale, hyperlipidémie, insulinorésistance) reste
toujours a élaborer. Cela nous permettrait enfin d'étudier les mécanismes impligués

dans la pathogenése de la NASH.

Figure IV.1 : Adaptations métaboliques a une augmentation de la prise calorique chez le rat
Wistar

standard

Métabolisme standard
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La deuxiéme partie du travail a consisté en 'étude des adaptations métaboligues
et bioénergétigues du foie de rats recevant un régime carencé en choline et méthionine
(MCDD). Ce régime est connu pour induire chez le rat une NASH caractérisée par une
stéatose massive et une inflammation du tissu hépatigue.

Comme décrit dans la littérature, lingestion du régime MCD est accompagnée
dun arrét de la prise de poids de lanimal, tout en maintenant une prise calorique
identigue aux contréles (exprimée en kcal/j/100g masse corporelle). Le régime provogue
également un fort remodelage tissulaire, avec une augmentation de la masse du foie,
ainsi guune forte diminution du tissu adipeux blanc. Ce remodelage tissulaire est dd a un
défaut dexportation des triglycérides hépatigues vers les tissus de stockage
périphérigues. Cela est confirmé par la faible concentration de lipides plasmatigues
(AGL et TG) en comparaison aux animaux contréles. Les rats MCDD sont également
hypoglycémigues et hypoinsulinémigues. Le régime carencé en choline et méthionine
induit donc de fortes modifications physiologigues en plus du développement dune
NASH.

Létude effectuée avec des mitochondries isolées montre une forte augmentation
de la respiration couplée et non couplée a une synthése d'A TP dans le groupe MCDD, quel
que soit le type de substrats utilisés (glutamate, succinate, acides gras). La respiration

non couplée correspond a un découplage qui a pour conségquence de diminuer la force
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protonmotrice (Ap) et le rendement mitochondrial (P/O). Deux mécanismes sont
impligués dans ce découplage, un <« proton leak », probablement résultant dune
augmentation de la fluidité et donc de la perméabilité de la membrane du fait dune
modification de la composition lipidigue de celle-ci, et un « redox slipping » au niveau de
la cytochrome ¢ oxydase. Ce découplage mitochondrial a plusieurs conséquences sur la
fonction mitochondriale : i) une augmentation des capacités d'oxydation des acides gras,
et ii) une diminution de la production de radicaux libres de l'oxygéne. Ces modifications
permettraient une augmentation de lutilisation du surplus dacides gras présents dans le
cytoplasme du fait de la stéatose, et une diminution de la production de ROS afin de

limiter le stress oxydant dorigine mitochondriale.

En conclusion, face a l'induction dune NASH, des adaptations de la fonction
mitochondriale apparaissent et permettent certainement de limiter la stéatose

hépatique et le stress oxydant associés a celle-ci.

Méme si les molécules testées dans notre travail ne se sont pas révélées
prometteuses, la connaissance de |'adaptation de la fonction mitochondriale au
cours de la NASH ouvre vers des perspectives thérapeutigues nouvelles, dont la
cible ne serait pas l'insulinorésistance, mais la mitochondrie. En effet, méme si au
w de la physiopathologie, la lutte contre |'insulinorésistance a évidemment sa place
dans le traitement de la NASH, ce traitement a des limites. Les thiazolidinediones,
qui sont certainement le traitement le plus efficace actuellement, entraihent une
augmentation de la sensibilité a ['insuline, donc une augmentation du stockage
périphérigue des lipides, qui in fine aboutit a une augmentation de la masse grasse,
bien documentée, puisqu'un effet secondaire classigue des thiazolidinediones est
une prise de poids. On ne parviendra donc pas avec ce type de traitement a rompre
le cercle vicieux, puisque le traitement va favoriser |'aggravation de |'obésité.
C'est pourquoi, rechercher une thérapeutigue ayant pour cible la mitochondrie

hépatigue nous apparait ftrés pertinent, et devra faire |'objet de futures

recherches.
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Létude effectuée avec des hépatocytes isolés de foies de rats recevant un
régime carencé en méthionine et choline met en évidence 2 populations distinctes de
cellules, une population de morphologie « normale » et une population qui présente une
surcharge ljpidigue. Le régime MCDD provogue des modifications différentes du
métabolisme hépatocytaire dans les 2 sous-populations cellulaires. La premiére
population cellulaire présente un métabolisme des hydrates de carbones orienté
préférentiellement vers la production de glucose et un métabolisme des lipides
augmenté. Ces adaptations métaboligues sont la conséquence des modifications de
fonction des mitochondries MCDD et résultent dune réoxydation accrue des équivalents
réduits par les mitochondries et d'une augmentation des capacités de synthése d'ATP de
celles-ci. La deuxiéme population de cellules, surchargées de lipides, ne développe pas
dadaptation métabolique, ce qui est certainement la cause des effets délétéres
conduisant a un dysfonctionnement cellulaire.

En conclusion, les foies de rats MCDD sont constitués de deux populations
cellulaires, une qui semble résister aux facteurs pathogénigues de la NASH et
parvient a éliminer les lipides en excés, et une deuxiéme qui semble étre

« submergée » par les atteintes et qui présente un dysfonctionnement important de

son métabolisme.

L 'identification de 2 populations hépatocytaires au sein d'un foie stéatosigue
constitue un progrés majeur dans la connaissance de la physiopathologie de Ila
NASH. En effet, |'étude de la sous-population adaptée et 'résistante” a la NASH
ouvre des perspectives de recherche physiopathologiques et thérapeutigues dans un

axe qui jusqu'a présent n'a jamais été exploré.
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