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Après des siècles de lutte contre les famines et la sous-alimentation, nous sommes désormais 

confrontés au phénomène inverse dans les pays industrialisés et en voie d'industrialisation : la 

lutte contre le surpoids et l'obésité. Le changement de mode de vie associé à 

l'industrialisation, illustré par la grande disponibilité des ressources alimentaires et par la 

sédentarisation, est en grande partie à l'origine de l'augmentation dramatique de la prévalence 

de l'obésité. Outre le fait que notre société tend à devenir une société d'apparence avec les 

conséquences que cela peut avoir au niveau psychosocial, l'obésité et le surpoids augmentent 

le risque de développer un grand nombre de complications d'ordre cardiovasculaire, 

respiratoire, ostéoarticulaire, digestif, endocrinien, rénal et métabolique. Parmi ces 

pathologies, les NAFLD ou "non alcoholic fatty liver disease" représentent la composante 

hépatique de l'obésité. Le terme NAFLD regroupe un large spectre de lésions hépatiques 

n'ayant pas pour origine une consommation excessive d'alcool. La forme la moins avancée est 

la stéatose hépatique qui correspond à une accumulation de triglycérides dans le foie. Cette 

stéatose peut évoluer en stéatohépatite ou NASH (non alcoholic steatohepatitis) qui 

correspond à une stéatose associée à une inflammation et à des lésions hépatiques. La NASH 

peut elle-même progresser en cirrhose puis, dans les formes les plus sévères, en  

hépatocarcinome. Les mécanismes conduisant au développement et à la progression des 

NAFLD sont loin d'être complètement élucidés rendant ainsi la mise au point d'un traitement 

encore délicate. La mitochondrie, étant au centre du métabolisme énergétique cellulaire via 

notamment l'oxydation des acides gras, pourrait être impliquée dans le développement de 

l'accumulation de lipides hépatiques caractérisant la stéatose. L'objectif de ce travail de thèse 

est d'étudier le métabolisme énergétique mitochondrial au cours du développement de la 

stéatose hépatique dans deux modèles différents, le rat Zucker obèse et le rat Sprague-Dawley 

alimenté avec un régime riche en lipides pendant différentes durées. Par ailleurs, l'action au 

niveau de la fonction mitochondriale de deux traitements potentiels de la stéatose hépatique, 

le rimonabant et le resvératrol, a été évaluée respectivement dans un modèle de rat alimenté 

avec un régime riche en lipides et dans un modèle cellulaire hépatique, les cellules HepG2.  

La première partie de ce manuscrit est consacrée à une exposition des données 

bibliographiques relatives au sujet de cette thèse. La deuxième partie décrit le matériel et les 

méthodes misent en place afin de répondre aux questions posées dans ce projet. Enfin, la 

dernière partie de ce manuscrit consiste en la présentation et la discussion des résultats 

obtenus au cours de ce travail de thèse. 

Les travaux effectués durant mon doctorat ont donné lieu aux publications et aux 

communications suivantes : 
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I.  Métabolisme énergétique mitochondrial 

1. La mitochondrie 

Organites cellulaires eucaryotes, les mitochondries sont à l'origine de la production d'énergie 

nécessaire au fonctionnement cellulaire. Elles interviennent dans la phase finale de 

l'oxydation des substrats énergétiques (lipides, glucides et protides). Le nombre de 

mitochondries, compris entre 500 et 2000 par cellule, varie en fonction du type cellulaire. La 

taille et la forme des mitochondries sont elles aussi étroitement liées à l'activité cellulaire. Les 

mitochondries ne sont pas isolées ni figées dans la cellule, elles forment un réseau 

mitochondrial dynamique qui est finement régulé par des phénomènes de fusion et de fission 

(Jakobs, 2006). Ce réseau est lui-même associé aux microtubules du cytosquelette ainsi 

qu'aux autres organites cellulaires. Une mitochondrie isolée de son réseau est de forme ovoïde 

et composée de deux compartiments délimités par deux membranes (Figure 1) : 

 • La membrane externe est une bicouche lipidique composée d'environ 50 % de 

protéines et 50 % de lipides. Cette membrane est perméable à diverses molécules notamment 

grâce à des protéines transmembranaires. La porine ou VDAC (voltage-dependent anion 

channel) constitue la principale voie de passage des molécules d'une taille inférieure à 10 kDa 

telles que les ions, les différents métabolites et nucléotides. Les protéines, grâce à un signal 

d'adressage mitochondrial, traversent la membrane externe via des translocases (TOM : 

translocase of the outer membrane).  

 • L'espace intermembranaire est un espace étroit d'environ 100 angströms qui 

contient une forte concentration en protons rendant ainsi ce compartiment chargé 

positivement. 

 •••• La membrane interne est composée de 80 % de protéines et 20 % de 

phospholipides dont la cardiolipine qui est un phospholipide double rendant cette membrane 

imperméable aux ions notamment aux protons. En effet, la membrane interne n'est perméable 

qu'à l'oxygène, l'eau, le gaz carbonique, l'oxyde nitrique et l'ammoniac. Les autres molécules 

doivent franchir cette membrane par l'intermédiaire de transporteurs tels que la tranlocase des 

nucléotides adényliques (ANT : adenine nucleotide tranclocator) qui assure l'entrée de l'ADP 

dans la matrice et la sortie conjointe de l'ATP dans l'espace intermembranaire, le 

cotransporteur de phosphate inorganique/proton, le symporteur pyruvate/proton, la navette du 

glycérol-3-phosphate, la navette malate/aspartate, le transporteur du citrate et la carnitine 

palmitoyltransferase II (CPT II). Les protéines traversent la membrane interne via des 
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translocases (TIM : translocase of the inner membrane). Une des particularités de la 

membrane interne est de posséder de nombreux replis formant les crêtes mitochondriales. Des 

études tomographiques (Dimroth et al., 2000, Hunte et al., 2000) ont permis de mettre en 

évidence que ces crêtes ont une composition qui diffère de celle de la membrane interne. En 

effet, elles seraient reliées à la membrane interne par des jonctions de crêtes d'environ 30 nm 

de diamètre (Gilkerson et al., 2003). C'est au niveau de ces crêtes que sont préférentiellement 

enchâssés les complexes de la chaîne respiratoire ainsi que l'ATP synthase. 

 • La matrice est le compartiment interne de la mitochondrie, siège de nombreuses 

voies métaboliques telles que le cycle de Krebs et la β-oxydation des acides gras. La 

mitochondrie, de par son origine endosymbiotique, possède son propre génome (ADN 

mitochondrial) ainsi que les éléments nécessaires à la synthèse protéique, les mitoribosomes.  

 

2. La chaîne respiratoire et la phosphorylation oxydative 

Dans une cellule eucaryote normale, environ 90 % de l'énergie nécessaire au fonctionnement 

cellulaire est fournie par la mitochondrie (Rolfe et Brown, 1997). Les réactions de la 

phosphorylation oxydative, qui ont lieu au niveau de la membrane interne mitochondriale, 

permettent la transformation de l'énergie contenue dans les nutriments en énergie utilisable 

par la cellule : l'ATP. Le système de phosphorylation oxydative est composé de la chaîne 

respiratoire et de l'ATP synthase. La chaîne respiratoire est une chaîne de transport d'électrons 

constituée de quatre complexes protéiques (Figure 2) : 

 • NADH ubiquinone oxydoréductase ou complexe I 

 • Succinate ubiquinone oxydoréductase ou complexe II 

 • Ubiquinol cytochrome c oxydoréductase ou complexe III 

 • Cytochrome c oxydase ou complexe IV 

Chaque complexe est composé de plusieurs sous-unités protéiques codées soit par le génome 

nucléaire soit par le génome mitochondrial, excepté pour le complexe II qui ne contient que 

des protéines codées par le génome nucléaire. A ces complexes protéiques, s'ajoutent des 

transporteurs mobiles d'électrons, l'ubiquinone (ou coenzyme Q) et le cytochrome c. 

La dégradation préalable des nutriments permet la formation de coenzymes réduits (NADH + 

H+ et FADH2) qui cèdent leurs électrons aux complexes I ou II qui, par une cascade 

d'oxydoréduction, amènent ces électrons jusqu'à l'accepteur final, l'oxygène. Le NADH cède 

ses électrons au complexe I et ils sont ensuite transportés par l'ubiquinone jusqu'au complexe 

III. Enfin les électrons sont pris en charge par le cytochrome c puis libérés au niveau du 
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complexe IV où ils sont utilisés pour la réduction de l'oxygène en eau. Le FADH2 cède, quant 

à lui, ses électrons au complexe II. Ils sont ensuite transportés par l'ubiquinone jusqu'au 

complexe III et suivent alors le même chemin que les électrons fournis par le NADH. Ainsi, 

la chaîne respiratoire permet le transfert progressif des électrons à partir des coenzymes 

réduits vers l'oxygène via une succession de systèmes redox intervenant dans un ordre établi 

selon leur potentiel d’oxydoréduction allant du plus réducteur vers le plus oxydant. L'énergie 

libérée au cours de ce transfert d'électrons sur la chaîne d'oxydoréduction permet l'expulsion 

de protons de la matrice vers l'espace intermembranaire, au niveau des complexes I, III et IV, 

formant ainsi un gradient de protons de part et d'autre de la membrane interne. Ce couplage 

chimiosmotique aboutit à la formation d'un gradient électrochimique ou force protomotrice, 

qui contient l'énergie d'oxydation. Ce gradient est constitué d'un gradient de pH (la matrice 

devient plus basique) et d'un gradient de charges (la face matricielle de la membrane interne 

est chargée négativement). La théorie chimiosmotique formulée par Mitchell en 1961 postule 

que ce gradient électrochimique, via le retour des protons dans la matrice en passant par l'ATP 

synthase, permet à celle-ci de catalyser la réaction réversible de phosphorylation de l'ADP en 

ATP. La consommation d'oxygène (respiration) et la phosphorylation sont ainsi couplées via 

cette force protomotrice.  

 

3. Régulation de la phosphorylation oxydative 

La phosphorylation oxydative est régulée au niveau de sa vitesse de synthèse d'ATP et donc 

de respiration et au niveau de son efficacité.  

 

a) Régulation de la vitesse de respiration mitochondriale 

Deux facteurs principaux peuvent être impliqués dans le contrôle de la respiration 

mitochondriale : les substrats de l'oxydation et les substrats et produits de la phosphorylation 

(ADP et ATP). 

 

 • Les substrats de l'oxydation 

Une part importante du contrôle de la respiration est exercée au niveau de l'apport en 

coenzymes réduits (NADH et FADH2). Une augmentation de l'apport en substrats 

respiratoires stimule la respiration mitochondriale. Néanmoins cette stimulation de la 

respiration par l'augmentation de la concentration en substrats est tissu-dépendante. En effet, 
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une modification du rapport NADH/NAD+ mitochondrial via un changement de la 

concentration en substrats respiratoires entraîne une augmentation de la vitesse de respiration 

et de la synthèse d'ATP sur mitochondries isolées de foie (Koretsky et Balaban, 1987), et de 

cœur (Moreno-Sanchez et al., 1990) et sur cellules de foie (Brown et al., 1990) et de cerveau 

(Kauppinen et Nicholls, 1986), mais ces résultats n’ont pas été retrouvés dans le muscle  

cardiaque  in  vivo  (Jöbsis et Stainsby, 1968), ni dans le muscle squelettique in vivo (Wendt et 

Chapman, 1976) ou in situ sur fibres perméabilisées (Kunz et al., 1993, Khuchua et al., 1994). 

Par ailleurs, l'apport en substrats peut être régulé au niveau de leur entrée via les transporteurs 

spécifiques et par l'activité des déshydrogénases (Groen et al., 1982, Tager et al., 1983). 

 

 •••• ADP et ATP 

Les premiers travaux sur mitochondries isolées menés par Lardy et Wellman (1952) et par 

Chance et Williams (1955) ont montré que la vitesse de respiration mitochondriale est 

fortement augmentée en présence d'un système de régénération de l'ADP (hexokinase + 

glucose). Ces observations aboutirent à la notion de "contrôle respiratoire" (Chance et 

Williams, 1956), défini comme étant le contrôle de la vitesse de transport des électrons le long 

de la chaîne respiratoire par la concentration cytosolique en ADP. La théorie chimiosmotique 

permet d'expliquer ce phénomène puisque l'ajout d'ADP stimule le fonctionnement de l'ATP 

synthase et induit ainsi une augmentation de la consommation du gradient de protons. La 

diminution de ce gradient stimule alors le fonctionnement des pompes à protons 

mitochondriales et donc la respiration (Nicholls et Ferguson, 1992).  

 

b) Régulation de l'efficacité de la phosphorylation oxydative 

L'efficacité de la phosphorylation oxydative est définie par la quantité d'ATP produite par 

molécule d'oxygène consommée (rapport ATP/O). Ce paramètre varie soit par modification 

de la force protomotrice (découplage extrinsèque) soit par modification de l'efficacité de 

pompage des protons (découplage intrinsèque). 

 

 • Découplage extrinsèque 

Le découplage extrinsèque implique tous les composés ou mécanismes qui augmentent la 

perméabilité aux protons ou aux cations de la membrane interne mitochondriale et par 

conséquent qui induisent une diminution du gradient de protons. Dans ce cas une partie des 
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protons retourne dans la matrice sans passer par l'ATP synthase et ne participe donc pas à la 

synthèse d'ATP. Ainsi, la consommation d'oxygène est augmentée pour maintenir une même 

force protomotrice et cela afin de compenser la fuite de protons. Il existe deux types de fuite 

de protons : 

  • La fuite de protons basale qui est uniquement liée aux propriétés 

physicochimiques de la membrane interne. L’intensité de cette fuite est variable et les 

mécanismes à l’origine de cette perméabilité partielle de la membrane interne mitochondriale 

ne sont pas entièrement élucidés. Ainsi, Brand et al. (1992) ont émis l’hypothèse que 

l’augmentation de la fuite de protons induite par les hormones thyroïdiennes pouvait 

s’expliquer par une augmentation de la surface de la membrane interne mitochondriale. La 

composition en acides gras de la membrane semble également jouer un rôle dans la fuite de 

protons. En effet, Bobyleva et al. (1997) ont démontré que l’intensité de la fuite de protons est 

proportionnelle à la quantité de cardiolipines. De plus, Pehowich (1999) a montré que la 

composition des phospholipides, notamment leur teneur en acides gras de la famille n-6 et n-

3, influençe la perméabilité membranaire (plus le rapport n-6/n-3 est élevé, plus la fuite de 

protons est importante). Cette fuite de protons basale est physiologiquement essentielle 

puisqu’elle serait responsable de 33 % de la respiration basale dans les hépatocytes (Brand et 

al., 1994) et représenterait 20 à 25 % du métabolisme de base chez le rat (Rolfe et Brand, 

1996).  

  •••• La fuite de protons inductible par des protéines découplantes. Une famille 

particulière de protéines a été identifiée : les UCP (uncoupling protein). La première isoforme, 

UCP1 a été découverte dans le tissu adipeux brun et est impliquée dans la thermogénèse (Lin 

et Klingenberg, 1980). Les isoformes UCP2 à UCP5 ont ensuite été identifiées dans différents 

tissus sur la base de leur homologie de séquence avec la protéine UCP1 (UCP2 : Fleury et al., 

1997, UCP3 : Boss et al., 1997, UCP4 : Mao et al., 1999, UCP5 : Yu et al., 2000) . L’activité 

découplante d’UCP1 est expliquée par sa capacité à transporter des protons. Le mécanisme 

d'action de cette protéine n’est pas encore clairement élucidé puisque certains auteurs pensent 

qu’il s’agit réellement d’un transporteur de protons activé par les acides gras alors que 

d’autres suggèrent qu’elle permet le retour des acides gras vers l’espace intermembranaire 

sous forme anionique alors qu’ils ont traversé la membrane sous forme protonée pour 

atteindre la matrice mitochondriale (mécanisme de flip-flop). Une activité de transport de 

protons a également été identifiée pour les protéines UCP2 et UCP3 (Jaburek et al., 1999) et 

leur expression dans des cellules de mammifères permet un découplage. Cependant, dans ces 

expériences, les protéines sont nettement surexprimées par rapport à leur niveau 
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physiologique et la présence de ce mécanisme in vivo n’est pas complètement établie. 

D’autres protéines ont un rôle dans ce découplage extrinsèque. En effet, Brand et al. (2005) 

ont montré que des souris chez lesquelles le gène codant pour l’isoforme 1 de l’ANT a été 

inactivé présentent une conductance membranaire mitochondriale diminuée de 50 % dans le 

muscle. Ils ont également mis en évidence que la surexpression de l’ANT dans les 

mitochondries de drosophile augmente la perméabilité membranaire aux protons. De même, 

Shabalina et al. (2006) ont montré que l’ANT participe pour une large proportion à la fuite 

basale dans les mitochondries du tissu adipeux brun et ont proposé un modèle selon lequel 

l’ANT1 serait responsable de cette fuite basale et que l’ANT2 serait plutôt impliquée dans la 

partie de la fuite induite par les acides gras qui est dépendante de l’ANT. Le transporteur 

glutamate/aspartate pourrait également intervenir dans la fuite inductible par les acides gras 

en transportant ces derniers (Wojtczak et Wieckowski, 1999). 

 

 • Découplage intrinsèque 

Le découplage intrinsèque implique tous les composés ou mécanismes entraînant une 

diminution de l'efficacité des pompes à protons.  A la différence du découplage extrinsèque, le 

découplage intrinsèque n'est pas associé à une diminution de la force protomotrice. Le 

découplage intrinsèque comprend la diminution de la stœchiométrie H+/e- et l'augmentation de 

la stœchiométrie H+/ATP. 

  • Stœchiométrie H+/e- : Le "slip-redox" ou "patinage" des pompes à protons 

au sein de la chaîne respiratoire résulte en un pompage réduit de protons pour un même 

nombre d'électrons transférés le long de la chaîne respiratoire conduisant ainsi à une 

augmentation de la respiration pour le maintien d'un même gradient de protons. Ce 

phénomène est en théorie possible au niveau des trois sites de pompage des protons 

(complexes I, III et IV). Cependant, seul un changement de la stœchiométrie H+/e- au niveau 

de la cytochrome c oxydase semble avoir une signification physiologique (Murphy, 1989, 

Papa et al., 1994). Par ailleurs, l'efficacité de la chaîne respiratoire à former le gradient de 

protons dépend du site d'entrée des équivalents réduits. Le NADH fournit des électrons au 

complexe I qui permet le pompage concomitant de protons alors que le FADH2 fournit des 

électrons au complexe II par lequel il n'y a pas de pompage de protons. De ce fait, le nombre 

de protons expulsés lorsque la chaîne respiratoire oxyde du FADH2 est plus faible qu'au cours 

de l'oxydation du NADH, pour une même quantité d'oxygène consommée. Par exemple, la 

dégradation du glucose conduit à la formation de 10 NADH et de 2 FADH2, soit un rapport 
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NADH/FADH2 de 5, alors que la dégradation d'un acide gras à 6 carbones aboutit à la 

formation de 11 NADH et de 5 FADH2, soit un rapport NADH/FADH2 de 2,2. 

  • Stœchiométrie H+/ATP : Ce découplage se fait au niveau de l'ATP synthase 

et n'affecte pas la vitesse de respiration mitochondriale mais diminue la quantité d'ATP 

synthétisée pour un flux de protons donné. Bien qu'une telle augmentation de la stœchiométrie 

H+/ATP ait été mise en évidence in vitro (Rigoulet et al., 1990, Rigoulet et al., 1998), son 

importance in vivo demeure discutée. 

 

4. Régulation transcriptionnelle mitochondriale 

La mitochondrie possède son propre génome, mais celui-ci ne code que pour une partie des 

protéines de la chaîne respiratoire. Les autres protéines mitochondriales sont codées par le 

génome nucléaire. Cette double origine des protéines mitochondriales nécessite une régulation 

fine et coordonnée de leur expression (Scarpulla, 2006). Par conséquent, il existe des facteurs 

régulateurs clés codés par le génome nucléaire qui vont permettre d'une part la transcription 

du génome mitochondrial et d'autre part l'expression des gènes nucléaires codant pour des 

protéines mitochondriales.  

 

a) ADN mitochondrial 

L'ADN mitochondrial (ADNmt) humain est une molécule bicaténaire circulaire d'environ 16 

kilobases dépourvue d'introns et d'histones (Figure 3). Chaque mitochondrie possède un 

nombre variable de copies d’ADNmt (2 à 10) et une mutation de cet ADN peut être présente 

sur toutes les copies (homoplasmie) ou seulement sur une partie des copies (hétéroplasmie). 

L’ADNmt code pour 13 protéines de la chaîne respiratoire mitochondriale, 22 ARN de 

transfert et 2 ARN ribosomiques. Les deux brins de l’ADNmt sont différenciés par leur 

densité dans un gradient de chlorure de césium : le brin  lourd (heavy strand : H) et le brin 

léger (light strand : L). L'unique grande région non-codante de l'ADNmt (D-loop) contient les 

sites d'initiation de la transcription et l'origine de réplication du brin lourd (Shadel  et Clayton, 

1997). 

 

b) Facteurs de transcription mitochondriaux codés par des gènes nucléaires 

Chaque brin contient un promoteur pour l’initiation de la transcription, le HSP (heavy strand 

promoter) et le LSP (light strand promoter). Le promoteur HSP comprend deux sites 
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d’initiation de la transcription, H1 et H2 (Montoya et al., 1982). La transcription de l’ADNmt 

aboutit à la formation d’ARN précurseurs polycistroniques englobant l'ensemble de 

l’information génétique de chaque brin et qui subissent une maturation afin de produire les 

molécules individuelles d'ARNm, d'ARNt et d'ARNr (Ojala et al., 1981, Montoya et al., 

1981, Clayton, 1991). La mitochondrie possède son propre système de transcription, dont les 

éléments sont codés par le génome nucléaire : 

 • POLRMT (mitochondrial DNA-directed RNA polymerase) : L’existence d’une 

ARN polymérase mitochondriale dont la séquence est similaire à celle de l’ARN polymérase 

de la levure et à celle des polymérases de bactériophages, a été mise en évidence chez la 

levure (Masters et al., 1987, Greenleaf et al., 1986, Kelly et Lehman, 1986, Kelly et al., 1986) 

puis dans les cellules humaines (Tiranti et al., 1997). La POLRMT ne peut interagir avec la 

région promotrice et initier la transcription sans la présence de TFAM et d’au moins un autre 

facteur de transcription (TFB1M ou TFB2M) (Bogenhagen, 1996). 

• TFAM (mitochondrial transcription factor A) :  Le facteur de transcription TFAM 

contient deux domaines HMG (high mobility group) qui lui permettent de se fixer à l’ADN au 

niveau du site d’initiation de la transcription mitochondriale. A son rôle essentiel dans la 

transcription mitochondriale, s’ajoute un rôle dans le maintien et la stabilisation de l’ADNmt 

(Larsson et al., 1998) ainsi que dans la régulation de la réplication de l’ADNmt (Ekstrand et 

al., 2004). 

 • TFB1M et TFB2M (mitochondrial transcription factor B1 et B2) : Les facteurs 

de transcription TFB1M et TFB2M ont des séquences similaires à celles des protéines de la 

famille des ARNr méthyltransférases (Falkenberg et al., 2002, McCulloch et al., 2002). Lors 

de l’initiation de la transcription, TFB1M ou TFB2M forme un complexe hétérodimérique 

avec la POLRMT.  

• mTERF (mitochondrial transcription termination fact or) : Parmi les trois 

régions transcriptionnelles de l’ADNmt (débutant par H1, H2 et LSP), seulement un site de 

terminaison de la transcription a été complètement décrit à la fin de la région transcrite à 

partir de H1 juste après le gène codant pour l’ARNr 16S (Christianson et Clayton, 1988). La 

terminaison de la transcription à ce site est dépendante du facteur mTERF (Kruse et al., 

1989).  
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c) Régulateurs transcriptionnels des gènes nucléaires codant pour des protéines 

mitochondriales 

L’expression des gènes nucléaires codant pour des protéines mitochondriales et les 

mécanismes de réplication et de transcription de l’ADNmt sont finement coordonnés grâce à 

des facteurs de transcription et des coactivateurs transcriptionnels, tels que : 

 • NRF1 (nuclear respiratory factor 1) : Le facteur de transcription NRF1 a été 

identifié par Evans et Scarpulla en 1989 comme le principal activateur transcriptionnel du 

gène codant pour le cytochrome c de rat. Depuis des éléments de liaison à NRF1 ont été mis 

en évidence notamment dans le promoteur de plusieurs gènes codant pour des sous-unités des 

complexes de la chaîne respiratoire ainsi que dans le promoteur de gènes codant pour des 

protéines impliquées dans la réplication et dans la transcription de l’ADNmt telles que 

TFAM, POLRMT, TFB1M et TFB2M (Scarpulla, 2006). 

 • NRF2 (nuclear respiratory factor 2) : Le facteur de transcription NRF2 a été 

identifié comme activateur transcriptionnel du gène codant pour la sous-unité IV de la 

cytochrome c oxydase (Scarpulla, 2002). D’autres gènes codant pour des protéines 

mitochondriales sont également activés transcriptionnellement par NRF2 (Scarpulla, 2002, 

Kelly et Scarpulla, 2004)  incluant TFAM, TFB1M, TFB2M et trois des quatre sous-unités de 

la succinate déshydrogénase.   

 • ERRαααα (estrogen-related receptor αααα) : Ce facteur appartient à la famille des 

récepteurs nucléaires orphelins et présente une forte similarité avec le récepteur aux 

œstrogènes sans pour autant pouvoir être lié par ce ligand ou d’autres. Le niveau d’expression 

d’ERRα est élevé dans les tissus à métabolisme oxydatif tels que les reins, le cœur et le tissu 

adipeux brun. ERRα a notamment un rôle régulateur de la β-oxydation en induisant 

l’expression du gène codant pour une enzyme de cette voie, la MCAD (medium chain acyl-

coenzyme A dehydrogenase) (Huss et Kelly, 2004). 

 • PGC1αααα (proliferator-activated receptor γ (PPARγ) coactivator 1α) : Cette 

protéine appartient à la famille des coactivateurs transcriptionnels jouant un rôle essentiel 

dans l’intégration et l’orchestration du programme de biogenèse mitochondriale. PGC1α, dont 

l’expression et l’activation sont régulées par des voies de signalisation initiées par des stimuli 

environnementaux, représente un senseur énergétique capable d’induire les adaptations 

mitochondriales appropriées (Figure 4). PGC1α interagit notamment avec NRF1, NRF2 et 

ERRα afin d’induire l’expression de gènes codant pour des protéines de la chaîne respiratoire 

ainsi que pour les facteurs indispensables à la réplication et à la transcription mitochondriale 
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(Wu et al., 1999, Huss et al., 2002, Huss et Kelly, 2004, Kamei et al., 2003, Mootha et al., 

2004, Schreiber et al., 2004). Par ailleurs, en interagissant avec PPARα et ERRα, PGC1α 

régule l’expression de gènes codant pour des protéines impliquées dans l’oxydation 

mitochondriale des acides gras (Vega et al., 2000, Huss et Kelly, 2004). 

 • PGC1β (proliferator-activated receptor γ (PPARγ) coactivator 1β) : Ce 

coactivateur transcriptionnel présente une forte homologie de structure avec celle de PGC1α 

(Lin J et al., 2002). PGC1β coactive en partie les mêmes facteurs de transcription que PGC1α 

pour induire l'expression de gènes cibles communs tels que les gènes impliqués dans la 

régulation du métabolisme énergétique mitochondrial (Lin J et al., 2002, Kressler et al., 2002, 

Meirhaeghe et al., 2003). Cependant, PGC1β régule d'autres facteurs de transcription qui ne 

sont pas des cibles de PGC1α. En effet, PGC1β régule la lipogenèse hépatique et la sécrétion 

des VLDL (very low-density lipoprotein) via la co-activation de la transcription de SREBP 

(sterol regulatory element-binding protein), LXR (liver X receprtor) et FOXA2 (forkhead 

transcription factor A2) (Lin et al., 2005, Wolfrum et Stoffel, 2006). 

 • PRC (PGC1-related coactivator) : Ce coactivateur transcriptionnel est le troisième 

membre de la famille PGC1. La prolifération cellulaire induit l'expression de PRC qui, en 

réponse, régule le métabolisme énergétique mitochondrial en intéragissant notamment avec 

NRF1 (Scarpulla, 2008). 

 

 

II.  Le syndrome métabolique et les NAFLD  

1. Le syndrome métabolique 

a) Définition 

L'obésité et les pathologies associées, telles que le diabète de type 2 et les maladies 

cardiovasculaires, sont des problèmes croissants de santé publique. L'existence d'un lien étroit 

entre la graisse viscérale intra-abdominale et l'insulinorésistance est maintenant bien admise 

et l'association de ces paramètres a été identifiée comme risque majeur pour le développement 

de maladies cardiovasculaires et du diabète de type 2. Ce syndrome, initialement nommé 

"syndrome X" par Reaven (1988) et "syndrome d'insulinorésistance" par d'autres, est 

désormais mieux connu sous le nom de syndrome métabolique. Deux classifications des 

critères de diagnostic pour le syndrome métabolique existent, celle selon le "National 
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Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III" (NCEP ATPIII) et celle selon 

l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (Tableau 1). Les caractéristiques cliniques 

communes à ces classifications sont l'obésité androïde, l'insulinorésistance, la dyslipidémie et 

l'hypertension. 

 

b) Prévalence 

La suralimentation et la sédentarité sont les deux principaux facteurs à l’origine du syndrome 

métabolique et l’augmentation de leur incidence explique la prévalence croissante du 

syndrome métabolique. En utilisant les critères du NCEP ATPIII, la prévalence du syndrome 

métabolique chez des adultes américains âgés de plus de 20 ans a été estimée à 23,7 % (Ford 

et al., 2002). Dans cette étude, la prévalence n’était pas différente en fonction du sexe même 

si certaines caractéristiques (hypertriglycéridémie et hypertension) étaient plus souvent 

observées chez les hommes que chez les femmes. La prévalence augmente avec l'âge, 

atteignant 43,5 % pour la tranche d'âge 60-69 ans et 42 % pour les personnes de plus de 70 

ans (Ford et al., 2002). En France, l’étude DESIR (données épidémiologiques sur le syndrome 

d'insulinorésistance) a mis en évidence une prévalence du syndrome métabolique (selon les 

critères de l’OMS) de 15 % chez les hommes et de 4 % chez les femmes âgés de moins de 40 

ans, de 24 % chez les hommes et de 9 % chez les femmes âgés de 40 à 55 ans et de 34 % chez 

les hommes et de 17 % chez les femmes âgés de plus de 55 ans (Balkau et al., 2002). 

 

2. Les NAFLD (non alcoholic fatty liver disease) 

a) Historique et définition 

Dans les années 50, Zelman (1952) et Westwater et Fainer (1958) ont décrit la présence de 

stéatose hépatique et de fibrose associées à des infiltrations inflammatoires dans le foie de 

patients obèses. Au cours des années 60, Thaler, après avoir observé à plusieurs occasions la 

présence de lésions hépatiques apparemment "alcooliques" chez des patients ne consommant 

pas excessivement de l'alcool, suggéra de remplacer le terme "hépatite alcoolique" par 

"stéatohépatite" (Thaler, 1962a, Thaler, 1962b, Thaler, 1969). Des cas similaires ont 

également été décrits dans les années 70 chez des patients obèses (Kern et al., 1973, 

Galambos et Wills, 1978, Adler et Schaffner, 1979), chez des patients diabétiques 

(Creutzfeldt et al., 1970, Itoh et al., 1979, Falchuk et al., 1980) et chez des patients ayant 

subit une chirurgie entérique (by-pass) pour obésité morbide (DeWind et Payne, 1976, 
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Campbell et al., 1977). A l'époque, ces observations basées sur la bonne foi du patient quant à 

l'évaluation de sa consommation d'alcool, furent reçues avec scepticisme par de nombreux 

auteurs convaincus que ces patients étaient en fait de gros consommateurs d'alcool. 

Néanmoins, le terme de "stéatohépatite non alcoolique" (ou NASH: non alcoholic 

steatohepatitis) fut utilisé pour la première fois en 1980 afin de désigner les lésions hépatiques 

similaires à celles induites par la consommation excessive d'alcool chez des patients ne 

buvant pas (Ludwig et al., 1980). Depuis le terme plus général de NAFLD est couramment 

utilisé et représente un large spectre de lésions hépatiques n'ayant pas pour origine une 

consommation excessive d'alcool, incluant la NASH. La forme la moins avancée est la 

stéatose simple qui correspond à une accumulation de triglycérides dans le foie. Cette stéatose 

peut évoluer en stéatohépatite (NASH) qui correspond à une stéatose associée à une 

inflammation et à des lésions hépatiques. La NASH peut elle-même progresser en cirrhose 

puis dans les formes les plus sévères, en  hépatocarcinome. Les NAFLD peuvent être divisées 

en deux types, les NAFLD primaires associées au syndrome métabolique et les NAFLD 

secondaires associées à d'autres conditions telles que des maladies génétiques, la prise de 

médicaments, une nutrition parentérale et des chirurgies de l'obésité (gastroplastie et by-pass). 

 

b) Diagnostic et classification 

Afin de déterminer la présence d'une NAFLD le diagnostic repose sur le principe d'exclusion 

des autres types de maladies hépatiques (Tableau 2). Le motif de consultation le plus fréquent 

est une anomalie du bilan hépatique chez un patient se déclarant asymptomatique ou 

présentant seulement des symptômes cliniques non-spécifiques (asthénie, hépatomégalie…). 

Les niveaux d'aspartate aminotransférase (ASAT) et de gamma-glutamyl transpeptidase 

(GGT) sont augmentés dans la plupart des cas mais peuvent être normaux chez certains 

patients présentant une NASH ou une cirrhose (Ong et al., 2005). Les techniques d'imagerie 

(échographie, tomodensitométrie, IRM) sont utiles pour détecter une stéatose mais ne sont pas 

assez sensibles et spécifiques afin de permettre de différencier la stéatose simple de la NASH 

ou de diagnostiquer la fibrose. La biopsie hépatique reste le seul moyen diagnostique de 

référence en permettant d'affirmer la présence de lésions, de préciser l'activité inflammatoire 

et le degré de fibrose et d'exclure d'autres pathologies hépatiques (Skelly et al., 2001, Brunt, 

2004, Ahmed et al., 2006). Les NAFLD sont ainsi classées selon le degré d'activité nécrotico-

inflammatoire ou grade et selon le degré de fibrose ou stade (Brunt et al., 1999, Kleiner et al., 

2005) (Tableau 3).  
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c) Prévalence 

La prévalence exacte des NAFLD dans la population générale est inconnue. Néanmoins, les 

NAFLD représentent la cause la plus fréquente des maladies hépatiques chroniques 

(Browning et al., 2004). La prévalence des NAFLD est comprise entre 17 et 33 % de la 

population générale des Etats-Unis (Browning et al., 2004, Ruhl et Everhart, 2004, Farrell et 

Larter, 2006). Une stéatose simple est présente dans 15 à 25 % de la population générale et 

chez  60 à 95 % des patients obèses (Wanless et Lentz, 1990, Angulo, 2002, Browing et al., 

2004). La NASH est identifiée dans 2 à 3 % de la population générale et chez 20 à 25 % des 

patients obèses (Wanless et Lentz, 1990, Silverman et al., 1990, Dixon et al., 2001).  

 

d) Pathogénèse des NAFLD : la théorie des "2 hits" 

La pathogénèse des NAFLD primaires n'est pas complètement déterminée. Cependant, la 

théorie des "2 hits" ou "two hits hypothesis" proposée par Day et James en 1998 afin de 

décrire le développement de la NAFLD, est actuellement bien admise. La première phase ou 

"first hit" correspond à l'accumulation de triglycérides dans le foie due à un déséquilibre entre 

les voies conduisant à la formation et à la dégradation des triglycérides. Le développement de 

la stéatose fragilise les hépatocytes qui sont alors plus vulnérables face aux agressions. La 

deuxième phase ou "second hit" correspond au développement de lésions cellulaires et de 

l'apparition d'une fibrose hépatique due à un stress oxydant. 

 

3. NAFLD : composante hépatique du syndrome métabolique 

La relation entre NAFLD et le syndrome métabolique est désormais bien admise. 

Approximativement 90 % des patients avec une NAFLD présentent au moins une des 

caractéristiques du syndrome métabolique et environ 33 % présentent le diagnostic complet 

(Marchesini et al., 2003). La présence d'un syndrome métabolique augmente le risque de 

développer une NAFLD que ce soit chez l'homme ou chez la femme (Hamaguchi et al., 

2005). De nombreuses études ont démontré que les caractéristiques du syndrome métabolique 

(obésité, insulinorésistance, diabète de type 2, dyslipidémie et hypertension) sont fortement 

associées à la présence d'une NAFLD (Falck-Ytter et al., 2001, Hsiao et al., 2004, Bedogni et 

al., 2005, Bugianesi et al., 2005b, Oh et al., 2006). De même, les NAFLD sont fortement 

associées à la composante majeure du syndrome métabolique, l'insulinorésistance (Ryysy  et 

al., 2000, Marchesini et al., 2001a, Seppälä-Lindroos et al., 2002). Ces différents éléments 
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laissent à penser que les NAFLD représenteraient la composante hépatique du syndrome 

métabolique (Marchesini et al., 2001a, Yki-Järvinen, 2005). Cependant, la place de 

l'insulinorésistance comme cause ou conséquence des NAFLD reste à démontrer précisément 

(Marchesini et al., 2005, Utzschneider et Kahn, 2006). Néanmoins, dans le chapitre suivant 

nous verrons que l'insulinorésistance du tissu adipeux apparaît comme initiateur du 

développement de la stéatose hépatique et en retour l'accumulation excessive de lipides dans 

le foie est probablement à l'origine de l'insulinorésistance hépatique. 

 

 

III.  "First hit" : développement de la stéatose hépatique 

Le développement d'une stéatose hépatique est la conséquence d'un déséquilibre de 

l'homéostasie lipidique hépatique. L'accumulation excessive de triglycérides dans le foie peut 

ainsi être due à plusieurs dérégulations isolées ou concomitantes : 

 •iAugmentation de l'apport en acides gras libres hépatiques provenant soit de 

l'alimentation, de la lipolyse du tissu adipeux ou de la synthèse hépatique de novo   

 • Augmentation de la synthèse des triglycérides hépatiques 

 • Diminution de la synthèse et de la sécrétion des VLDL 

 • Diminution de l'oxydation des acides gras hépatiques 

Afin de comprendre les dérégulations mises en jeu lors du développement d'une stéatose 

hépatique, il est indispensable de connaître les régulations du métabolisme lipidique hépatique 

en conditions physiologiques. 

 

1. Métabolisme lipidique hépatique 

Le foie joue un rôle central dans l'homéostasie lipidique, en synthétisant : 

 • des acides gras à partir des nutriments, principalement des glucides, et de l'alcool 

 • des triglycérides et des phospholipides à partir d'acides gras exogènes et endogènes 

 • du cholestérol, entrant dans la composition de certaines molécules et essentiel à la 

structure des membranes cellulaires, à partir d'acétyl-CoA 

 • des acides et sels biliaires, indispensables à la digestion des lipides, à partir du 

cholestérol 

 • des lipoprotéines, qui assurent le transport intertissulaire des triglycérides, des 

phospholipides et du cholestérol 
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 • des molécules énergétiques utilisables par les organes gluco-dépendants, les corps 

cétoniques, via la β-oxydation et la cétogenèse.  

 

a) Sources des lipides hépatiques et transport des lipides 

Les lipides d'origine intra-hépatique proviennent d'une synthèse de novo des acides gras. Les 

lipides extra-hépatiques proviennent de l'alimentation ou de la lipolyse adipocytaire en 

période de jeûne. 

  • Les lipides alimentaires : Dans la lumière intestinale, les lipides sont émulsionnés 

par le brassage intestinal, hydrolysés par des lipases pancréatiques et solubilisés au sein de 

micelles mixtes comportant en périphérie des sels biliaires et des lipides polaires. Les acides 

gras ainsi libérés vont pouvoir traverser la bordure en brosse des entérocytes. Dans 

l'entérocyte, les acides gras sont estérifiés sous forme de triglycérides et incorporés dans des 

lipoprotéines, les chylomicrons, qui sont ensuite transportées dans le système lymphatique 

puis dans le sang vers les organes périphériques. Au niveau de l'épithélium vasculaire des 

tissus, les chylomicrons sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase (LPL), à l'exception du foie 

et du cerveau. Les acides gras ainsi libérés entrent dans les cellules où ils sont soit stockés 

(tissu adipeux), soit oxydés (muscles). Les résidus de chylomicrons, les remnants, sont dirigés 

vers le foie. Intervient alors, la lipase hépatique qui permet la libération des acides gras 

restants dans les remnants. Les acides gras et les remnants appauvris en acides gras sont 

captés par le foie. Les remnants sont hydrolysés par une lipase-acide lysosomale pour libérer 

des acides gras, des acides aminés et du cholestérol. Les acides gras pénétrant dans le foie 

sont estérifiés en triglycérides qui vont être exportés via les VLDL vers les autres tissus.    

• La lipolyse adipocytaire : En période de forte demande énergétique (jeûne, 

exercice), la lipolyse adipocytaire permet de rendre disponibles les réserves énergétiques en 

hydrolysant les triglycérides stockés pour former des acides gras libres. La lipolyse 

adipocytaire est catalysée entre autres par l'HSL (hormone sensitive lipase) et l'ATGL 

(adipocyte triglyceride lipase). Les acides gras libérés vont rejoindre les tissus non-

glucodépendants. Dans le foie ils permettent la synthèse des corps cétoniques utilisables par 

les tissus glucodépendants. 

 

b) Synthèse de novo des acides gras 

La synthèse de novo des acides gras ou lipogenèse a lieu dans le cytosol et est initiée à partir 

de l'acétyl-CoA. L'acétyl-CoA utilisé pour la synthèse des acides gras provient de l'oxydation 



  

   - 20 - 

du pyruvate issu de la dégradation du glucose par la glycolyse, de la dégradation des acides 

aminés et de l'oxydation de l'alcool. La voie de synthèse des acides gras peut être divisée en 

quatre étapes : 

 • La synthèse et le transport du citrate : La synthèse du citrate a lieu dans la 

mitochondrie via la citrate synthase, première enzyme du cycle de Krebs, qui catalyse la 

condensation de l'acétyl-CoA avec l'oxaloacétate. L'oxaloacétate nécessaire à la formation du 

citrate provient de la carboxylation du pyruvate catalysée par la pyruvate carboxylase. Le 

citrate est ensuite transporté dans le cytosol par un transporteur qui lui est spécifique. Dans le 

cytosol, le citrate est alors clivé par l'ATP-citrate lyase en acétyl-CoA et en oxaloacétate. 

L'oxaloacétate formé est réduit par la malate déshydrogénase à NAD+ en malate qui est 

ensuite décarboxylé par la malate déshydrogénase à NADP+ (enzyme malique) pour reformer 

du pyruvate. Le NADPH + H+ formé lors de cette dernière réaction, en addition de ceux 

formés par la voie des pentoses phosphates, va être utilisé par les réductases intervenant dans 

la synthèse des acides gras. L'ensemble de ce cycle s'appelle "navette citrate-malate-pyruvate" 

(Figure 5). 

 • La synthèse du malonyl-CoA (3 carbones) : Le malonyl-CoA est synthétisé par 

l'acétyl-CoA carboxylase (ACC) avec comme coenzyme la biotine, selon la réaction : 

 

acétyl-CoA + CO2 + ATP →→→→ malonyl-CoA + ADP + Pi 

 

Le malonyl-CoA ainsi formé est la molécule élémentaire à la synthèse des acides gras et est 

également un régulateur essentiel de la synthèse et de la dégradation des acides gras. 

 • La synthèse du palmitate (16 carbones) : Les réactions nécessaires à cette synthèse 

sont effectuées par un complexe enzymatique, l'acide gras synthase ou fatty acid synthase 

(FAS). Ce complexe contient également une protéine responsable du transport des acyles, 

l'ACP (acyl carrier protein). Comme le coenzyme A, cette protéine possède un groupement 

phosphopantéthéine-SH qui se lie au radical acyle par une liaison thioester riche en énergie 

(Figure 6). La première étape de la synthèse du palmitate consiste en la combinaison de 

l'acétyl-CoA avec le groupement thiol de la cystéine de la cétoacyl synthase et cette réaction 

est catalysée par l'acétyl transacylase. De manière concomitante, le malonyl-CoA est combiné 

au groupement thiol de l'ACP par la malonyl transacylase. Une fois ces éléments fixés au 

complexe enzymatique de la FAS, quatre réactions enzymatiques consécutives ont lieu : la 

condensation de l'acétyl-CoA avec le malonyl-CoA, une première réduction par un NADPH + 
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H+, une déshydratation et une deuxième réduction par un NADPH + H+ produisant le 

buténoyl comprenant 4 carbones (Figure 7). La synthèse du palmitate est le produit de la 

répétition de ces 4 réactions. Cette hélice, appelée hélice de Wakil, conduit ainsi 

successivement à la formation d'acides gras à 4, 6, 8, 10, 12, 14 et 16 carbones. L'élongation 

s'arrête au palmityl qui est libéré par une thioestérase sous forme de palmitate.    

 • La synthèse des autres acides gras : L'élongation des acides gras à chaîne plus 

longue et l'insaturation des acides gras se poursuit au niveau des microsomes.  

 

c) Synthèse des triglycérides 

Les triglycérides sont formés d'un glycérol et de trois acides gras. La synthèse des 

triglycérides a lieu au niveau du réticulum endoplasmique. Préalablement à la synthèse des 

triglycérides proprement dite, deux étapes concomitantes sont indispensables : 

 • Activation des acides gras : Les acides gras (exogènes ou en endogènes) sont 

activés en acyl-CoA par les ACS (acyl-CoA synthetase) qui sont localisées dans la membrane 

du réticulum endoplasmique (Figure 8). Plusieurs ACS ont été décrites, chacune étant 

spécifique d'acides gras de longueurs de chaîne différentes. Des ACS sont également 

présentes dans la membrane externe mitochondriale et sont responsables de l'activation 

préalable des acides gras destinés à la β-oxydation.  

• Formation du glycérol-3-phosphate : Le glycérol exogène est transformé en 

glycérol-3-phosphate par la glycérol kinase. Le glycérol-3-phosphate endogène provient de la 

glycolyse et est synthétisé à partir du dihydroxyacétonephosphate via la glycérol-3-phosphate 

déshydrogénase en présence de NADH + H+. 

La synthèse proprement dite des triglycérides comporte trois étapes (Figure 9) : 

 • Formation de l'acide phosphatidique : Deux acyl-CoA régissent avec le glycérol-

3-phosphate pour former l'acide phosphatidique. Cette réaction est catalysée par la GPAT 

(glycerol-3-phosphate acyltransferase). 

 • Formation du diacylglycérol ou diglycéride : L'acide phosphatidique est amputé 

de son groupement phosphate pour former du diacylglycérol. Cette réaction est catalysée par 

la phosphatidate phosphatase.   

 • Formation du triacylglycérol ou triglycéride :  Le diacylglycérol réagit avec un 

acyl-CoA pour former du triacylglycérol. Cette réaction est catalysée par la DAGT 

(diacylglycerol acyltransferase). 
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Une fois synthétisés, les triglycérides peuvent être soit stockés sous forme de vésicule 

lipidique, exporter au sein des VLDL ou intégrer la voie de synthèse des phospholipides.  

 

d) Oxydation des acides gras 

L'oxydation des acides gras se fait principalement par la voie de la β-oxydation 

mitochondriale et est constituée de trois grandes étapes : 

• Activation des acides gras : Cette étape a lieu dans le cytosol et consiste à la 

transformation des acides gras en acyl-CoA par les ACS qui sont localisées dans la membrane 

externe mitochondriale (Figure 8).  

• Transport des acyl-CoA dans la mitochondrie : Les acides gras à courte chaîne 

entrent directement dans la mitochondrie alors que les acides gras à longue chaîne entrent 

dans la mitochondrie via le système carnitine palmitoyltransferase (Figure 10). Ce système de 

transport des acides gras dans la mitochondrie est composé de la carnitine 

palmitoyltransferase I (CPT I) située dans la membrane externe mitochondriale, de la 

carnitine-acylcarnitine translocase (CAT) et de la carnitine palmitoyltransferase II (CPT II) 

situées dans la membrane interne mitochondriale. 

• β-oxydation : Une fois dans la mitochondrie les acyl-CoA entrent dans la voie de la 

β-oxydation. Comme son nom le souligne, l'oxydation mitochondriale des acides gras se fait 

au niveau de leur carbone β. La β-oxydation est un cycle de quatre réactions (une oxydation 

FAD dépendante, une hydratation, une oxydation NAD+ dépendante et une thiolyse) qui 

raccourcit l'acyl-CoA de deux carbones et libère un acétyl-CoA (Figure 11). Ce cycle se 

répète un nombre de fois correspondant au nombre de paires de carbones de l'acide gras, 

décrivant ainsi une hélice nommée hélice de Lynen. Dans le cas d'un acide gras à nombre 

impair de carbones, le résidu final possédant trois carbones, le propionyl-CoA, est transformé 

en succinyl-CoA qui est un intermédiaire du cycle de Krebs. Dans le cas d'un acide gras 

insaturé, deux enzymes supplémentaires sont nécessaires, une isomérase et une réductase.  

 

La voie de la β-oxydation a également lieu au niveau des peroxysomes pour les acides gras à 

très longue chaîne. La β-oxydation peroxysomale diffère de la β-oxydation mitochondriale au 

niveau de la première réaction. En effet dans les peroxysomes, les électrons du FADH2 

produit sont transférés directement sur l'oxygène conduisant à la formation de peroxyde 

d'hydrogène qui sera ensuite transformé en eau par la catalase. Cette voie permet de 

raccourcir les acyl-CoA à très longue chaîne de manière à obtenir des acyl-CoA à longue 
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chaîne qui peuvent entrer dans la mitochondrie via le système CPT afin de subir une β-

oxydation complète. 

 

e) Cétogenèse 

La formation des corps cétoniques (acétoacétate et β-hydroxybutyrate) ou cétogenèse a lieu 

exclusivement dans les mitochondries hépatiques. La cétogenèse a lieu dans des conditions 

métaboliques associées à une vitesse élevée d'oxydation des acides gras. Les corps cétoniques 

sont libérés dans le sang et transportés vers les autres tissus. L'acétoacétate et le β-

hydroxybutyrate constituent des composés énergétiques utilisés par les tissus extra-hépatiques 

en cas de besoin. La synthèse des corps cétoniques se fait à partir de l'acétyl-CoA issu de la β-

oxydation selon les quatre réactions enzymatiques suivantes (Figure 12):  

 • Formation de l'acétoacétyl-CoA à partir de deux molécules d'acétyl-CoA, catalysée 

par la cétothiolase (sens inverse de la dernière réaction de la β-oxydation) 

 •iFormation du β-hydroxy-β-méthylglutaryl-CoA (HMG-CoA)  à partir de 

l'acétoacétyl-CoA, catalysée par l'HMG-CoA lyase 

 • Formation de l'acétoacétate par clivage de l'HMG-CoA, catalysée par l'HMG-CoA 

lyase 

 • Formation du β-hydroxybutyrate  à partir de l'acétoacétate, catalysée par la β-

hydroxybutyrate déshydrogénase. Cette réaction nécessite du NADH + H+ et est réversible. 

L'équilibre entre l'acétoacétate et β-hydroxybutyrate est contrôlé par le rapport NAD+/NADH 

c'est-à-dire par l'état d'oxydoréduction. Le rapport sanguin acétoacétate/β-hydroxybutyrate 

représente ainsi un bon marqueur de ce rapport NAD+/NADH. 

L'acétone, formée par décarboxylation spontanée de l'excès d'acétoacétate, est très volatile et 

est ainsi éliminée par la respiration. 

 

f) Régulation du métabolisme lipidique hépatique en conditions physiologiques 

Le foie est un organe clé dans la régulation de l'homéostasie énergétique par son rôle central 

dans le métabolisme des glucides, des protéines et des lipides. Il permet en période 

alimentaire le stockage de l'excès d'énergie et en période de jeûne la redistribution de cette 

énergie aux autres tissus (Figure 13). Le fonctionnement harmonieux de la synthèse et de la 

dégradation des acides gras hépatiques suppose l'existence de régulateurs nutritionnels (acides 

gras et glucose), hormonaux (insuline, glucagon, leptine et adiponectine entre autres), 
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transcriptionnels, enzymatiques et allostériques capables d'activer la synthèse et d'inhiber la 

dégradation en période alimentaire et l'inverse en période de jeûne. 

 

 • Régulateur allostérique, le malonyl-CoA :  

Le malonyl-CoA, intermédiaire de la synthèse des acides gras, est également un inhibiteur de 

la CPT I hépatique. Le malonyl-CoA formé lors de la lipogenèse permet ainsi l'inhibition 

concomitante de l'entrée des acides gras dans la mitochondrie et donc leur oxydation. 

   

 • Régulateurs enzymatiques, les kinases :  

Les kinases en phosphorylant leur substrat permettent d'induire ou d'inhiber l'activité de celui-

ci. Parmi les kinases, l'AMP-activated protein kinase (AMPK) et la pyruvate déshydrogénase 

kinase 4 (PDK4) sont des points de régulation essentiels du métabolisme lipidique. 

  • AMPK :  Cette protéine kinase, activée par une augmentation du rapport 

AMP/ATP, représente ainsi un senseur du métabolisme énergétique. En inactivant par 

phosphorylation l'ACC, l'AMPK permet la diminution de la concentration en malonyl-CoA et 

ainsi une orientation du métabolisme vers l'oxydation plutôt que vers la synthèse des acides 

gras. Par ailleurs, l'AMPK est à l'origine d'autres régulations du métabolisme énergétique qui 

sont résumées dans la Figure 14. 

  • PDK4 : Le complexe enzymatique de la pyruvate déshydrogénase (PDH) est 

responsable de la transformation du pyruvate en acétyl-CoA, reliant ainsi la glycolyse au 

cycle de Krebs. L'activité de ce complexe est régulée par des kinases, les pyruvate 

déshydrogénase kinases dont il existe quatre isoformes (PDK 1 à 4). La phosphorylation du 

complexe de la pyruvate déshydrogénase par les PDK le rend inactif. Dans ces conditions, la 

principale source d'acétyl-CoA devient la β-oxydation. L'activation des PDK et par la même 

l'inactivation du complexe PDH entraîne une orientation du métabolisme vers l'utilisation des 

acides gras préférentiellement à celle du glucose. L'expression et l'activité des différentes 

isoformes de la PDK sont tissus-spécifiques (Bowker-Kinley et al., 1998). Les isoformes 

PDK 2 et 4 sont fortement exprimées dans le foie, le cœur et les muscles squelettiques 

(Holness et al., 2003). L'activité des PDK est inhibée par l'ADP et le pyruvate et est activée 

par le NADH et l'acétyl-CoA (Patel et Korotchkina, 2006). L'expression de PDK2 et surtout 

de PDK4 est augmentée en cas de jeûne et chez des rats rendus diabétiques par un traitement à 

la sreptozotocine (Harris et al., 2001, Sugden et Holness, 2003) et diminuée par 

l'administration d'insuline (Wu et al., 1998, Wu et al., 2000). L'expression de PDK4 est 
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régulée par PGC1α, ERRα et PPARα (Ma et al., 2005, Zhang et al., 2006, Huang et al., 

2002). 

 

 • Régulateurs transcriptionnels : 

Au niveau transcriptionnel, la régulation du métabolisme lipidique est assurée par des facteurs 

de transcription clés dont l'activation est dépendante de l'état nutritionnel et/ou hormonal. 

  • PPAR : Les récepteurs nucléaires PPAR (peroxisome proliferator activated 

receptor) sont des facteurs de transcription qui, une fois activés par leurs ligands naturels, 

incluant les acides gras, forment un hétérodimère avec RXR (retinoid X receptor) pour réguler 

la transcription de leurs gènes cibles. Trois types de PPAR existent, PPARα, PPARβ/δ et 

PPARγ, codés par trois gènes différents. Les deux plus étudiés sont PPARα et PPARγ. 

PPARα est exprimé dans les tissus métaboliquement actifs tels que le tissu adipeux brun, le 

foie, les muscles et les reins (Braissant et al., 1996, Su et al., 1998). PPARα régule 

l'expression de gènes impliqués dans le métabolisme lipidique, incluant le métabolisme des 

lipoprotéines et du cholestérol (Fruchart et al., 2001), mais surtout celle de gènes impliqués 

dans l'oxydation des acides gras. Dans le foie, l'activation de PPARα entraîne une 

augmentation de l'expression de FATP (fatty acid transport protein) impliquée dans l'entrée 

des acides gras et de l'ACS responsable de l'activation des acides gras à longue chaîne 

(Schoonjans et al., 1995, Motojima et al., 1998). PPARα induit l'expression d'enzymes clés de 

l'oxydation peroxysomale des acides gras telles que l'énoyl-CoA hydratase et l'acyl-CoA 

oxydase (Dreyer et al., 1992). Au niveau de la β-oxydation mitochondriale, PPARα induit 

l'expression de la CPT I (Brady et al., 1989), de l'acyl-CoA déshydrogénase spécifique des 

acides gras à chaîne moyenne (Gulick et al., 1994), l'HMG-CoA synthase impliquée dans la 

cétogenèse (Rodriguez et al., 1994). Au niveau de la machinerie transcriptionnelle, PPARα 

interagit avec PGC1α et ERRα (Vega et al., 2000, Huss et Kelly, 2004).  

PPARγ existe sous deux isoformes γ1 et γ2. L'isoforme γ1 est exprimée dans de nombreux 

tissus (foie, muscle squelettique, colon, rétine, rate, cellules hématopoïétiques) alors que 

l'isoforme γ2 est exclusivement exprimée dans le tissu adipeux. PPARγ régule l'expression 

des gènes clés impliqués dans la différenciation et la fonction du tissu adipeux (Rosen et al., 

1999). Par ailleurs, PPARγ semble jouer un rôle dans la régulation de la lipogenèse hépatique 

(Matsusue et al., 2003, Yu et al., 2003, Gavrilova et al., 2003). Il existe des ligands 

synthétiques des PPAR utilisés en pharmacologie comme hypolipidémiants (les fibrates, 
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ligands de PPARα) et comme antidiabétiques (les thiazolidinediones (glitazones), ligands de 

PPARγ). 

  • SREBP-1c : SREBP-1c est un facteur de transcription appartenant à la 

famille SREBP (sterol regulatory element binding protein) initialement découverte par son 

implication dans la régulation des gènes codant pour des enzymes impliquées dans le 

métabolisme du cholestérol (Wang et al., 1993, Briggs et al., 1993, Yokoyama et al., 1993, 

Hua et al., 1993). Il existe trois isoformes des facteurs SREBP : SREBP-1a, SREBP-1c 

(également nommé ADD1 pour adipocyte determination and differentiation factor 1) et 

SREBP-2. L'isoforme SREBP-2 est codée par le gène SREBP-2 tandis que les isoformes 

SREBP-1a et SREBP-1c sont codées par un même gène, SREBP-1, via deux promoteurs 

différents. Les trois isoformes SREBP sont synthétisées sous forme de précurseurs liés à la 

membrane du réticulum endoplasmique (RE) et présentent une structure commune composée 

d'un fragment N-terminal d'environ 480 acides aminés contenant le domaine de liaison à 

l'ADN de type bHLH-LZ (basic helix-loop-helix leucine zipper), d'une région centrale de 80 

acides aminés consituée de deux domaines transmembranaires séparés par 31 acides aminés 

situés dans la lumière du RE et un domaine régulateur C-terminal d'environ 590 acides 

aminés. Hormis le fait que la capacité d'activation de SREBP-1a est nettement supérieure à 

celle de SREBP-1c (Shimano et al., 1997), ces deux isoformes se distinguent par leur 

expression tissulaire. En effet, SREBP-1c est fortement exprimé dans le foie, le tissu adipeux, 

les glandes surrénales, le cerveau et les muscles (Shimomura et al., 1997, Ducluzeau et al., 

2001, Guillet-Deniau et al., 2002), alors que SREBP-1a est principalement exprimé dans les 

lignées cellulaires et les tissus présentant un forte capacité de prolifération cellulaire tels que 

la rate et l'intestin (Shimomura et al., 1997). Les signaux qui conduisent à l'expression et 

l'activation des différentes isoformes sont également distincts. Les isoformes SREBP-1a et 

SREBP-2 sont induites dans des situations où la concentration en cholestérol cellulaire est 

diminuée et vont ainsi réguler l'expression de gènes codant pour des enzymes impliquées dans 

le métabolisme du cholestérol (Brown et Goldstein, 1997, Brown et Goldstein, 1999). Les 

mécanismes à l'origine de l'activation des isoformes SREBP-1a et SREBP-2 sont bien décrits 

(Brown et Goldstein, 1997, Brown et Goldstein, 1999, Yang et al., 2002) : Dans des 

conditions où la concentration en cholestérol cellulaire est normale, les précurseurs de 

SREBP-1a et SREBP-2 sont maintenus au niveau de la membrane du RE par un facteur 

senseur de la concentration en cholestérol (SCAP : SREBP cleavage activating protein) et une 

protéine d'ancrage (Insig : insulin induced gene) (Nohturfft et al., 1998). Lorsque les 

concentrations en cholestérol diminuent dans les membranes cellulaires, les concentrations en 
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précurseurs de SREBP-1a et SREBP-2 sont augmentées via l'activation de leur transcription. 

Parallèlement, SCAP se dissocie d'Insig et escorte les précurseurs SREBP dans l'appareil de 

Golgi où ils sont clivés par deux protéases distinctes (S1P : site 1 protease et S2P : site 2 

protease) (Sakai et al., 1998). La forme mature issue de ce clivage peut ainsi être transloquée 

dans le noyau et activer la transcription de ses gènes cibles. Contrairement à SREBP-1a et 

SREBP-2, l'expression de SREBP-1c et sa présence dans le noyau ne sont pas augmentées 

dans des situations où la disponibilité en cholestérol est diminuée (Sheng et al., 1995). Chez 

les rongeurs, l'expression de SREBP-1c est régulée par le statut nutritionnel dans le foie 

(Horton et al., 1998), dans le tissu adipeux blanc (Kim et al., 1998a) et dans le muscle 

squelettique (Bizeau et al., 2003, Commerford et al., 2004). En effet, dans des adipocytes et 

hépatocytes isolés, la transcription de SREBP-1c est induite par l'insuline (Kim et al., 1998a, 

Foretz et al., 1999a). En parallèle de l'induction de la transcription de SREBP-1c, le 

précurseur situé dans la membrane du RE et la forme mature nucléaire sont augmentés 

(Azzout-Marniche et al., 2000). D'autres études ont également mis en évidence l'induction de 

l'expression de SREBP-1c par l'insuline dans le tissu adipeux et les muscles chez l'homme 

(Ducluzeau et al., 2001, Sewter et al., 2002). En outre, l'expression de l'ARNm de SREBP-1c 

est diminuée dans le foie de rats rendus diabétiques par un traitement à la streptozotocine et 

normalisée par un traitement par l'insuline, confirmant ainsi le rôle de l'insuline dans la 

régulation transcriptionelle de SREBP-1c (Shimomura et al., 1999b). Les effets de l'insuline 

sur l'expression de SREBP-1c sont médiés par la voie dépendante de la phosphatidylinositol-3 

kinase (PI-3 kinase) (Azzout-Marniche et al., 2000, Fleischmann et Iynedjian, 2000). A 

l'inverse de l'insuline, le glucagon inhibe la transcription de SREBP-1c via l'AMPc (Foretz et 

al., 1999a). Concernant, la libération de la forme mature de SREBP-1c, des études in vivo ont 

mis en évidence qu'une déplétion en stérol ne régule pas le clivage du précurseur de SREBP-

1c (Sheng et al., 1995). En effet, le clivage du précurseur de SREBP-1c est sous le contrôle de 

l'insuline (Hegarty et al., 2005), mais les mécanismes impliqués ne sont pas encore élucidés. 

Cependant, SCAP et les protéines Insig sont impliqués dans la régulation du clivage de 

SREBP-1c (Matsuda et al., 2001, Engelking et al., 2004, Engelking et al., 2005, Engelking et 

al., 2006). Par ailleurs, l'isoforme Insig-2a est fortement exprimée dans le foie et est régulée 

négativement par l'insuline de manière sélective (Yabe et al., 2003), suggérant ainsi que cette 

protéine puisse être responsable de la régulation du clivage de SREBP-1c dépendant de 

l'insuline et indépendant du cholestérol. Une fois sa forme mature transloquée dans le noyau, 

SREBP-1c induit l'expression de la glucokinase (GK) hépatique (Foretz et al., 1999b, Kim SY 

et al., 2004) et l'expression d'enzymes de la lipogenèse telles que l'ACC, la FAS, l'élongase à 
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longues chaînes (ELOVL6), la stéaroyl-CoA désaturase 1 (SCD1) et la GPAT (Shimano et 

al., 1999, Moon et al., 2001, Foufelle et Ferré, 2002, Horton et al., 2003, Dentin et al., 2005b, 

Gonzalez-Baro et al., 2007) (Figure 15).  

  • ChREBP : Le facteur de transcription ChREBP (carbohydrate response 

element binding protein) agit en partie en synergie avec SREBP-1c. ChREBP est exprimé de 

manière ubiquitaire mais son ARNm est très abondant dans les tissus lipogéniques tels que le 

foie et le tissu adipeux (Yamashita et al., 2001, Iizuka et al., 2004). Le facteur de transcription 

ChREBP est une protéine de 94,6 kDa composée de plusieurs domaines fonctionnels dont un 

signal de localisation nucléaire (NLS : nuclear localization signal), un domaine de liaison à 

l'ADN de type bHLH-LZ, ainsi que des domaines riches en proline inervenant dans les 

intéractions protéine/protéine. L'activité du facteur ChREBP est régulée positivement par le 

glucose et négativement par l'AMPc (Kawaguchi et al., 2001). Le mécanisme à l'origine de 

l'activation de ChREBP par le glucose n'est pas totalement élucidé. Cependant, une étude a 

mis en évidence via l'utilisation d'une protéine de fusion ChREBP-GFP (green fluorescent 

protein) que ChREBP est rapidement relocalisé du cytoplasme vers le noyau en réponse à de 

fortes concentrations de glucose (Kawaguchi et al., 2001). Ce résultat a été confirmé in vivo 

sur la protéine ChREBP endogène dans le foie de souris alimentées avec un régime riche en 

carbohydrates, en utilisant une technique de séparation des protéines cytoplasmiques et 

nucléaires (Dentin et al., 2005a). Ainsi, le modèle actuellement proposé concernant 

l'activation de ChREBP repose sur une translocation nucléaire et une activation médiées par 

des déphosphorylations en réponse à une augmentation de la concentration de glucose (Postic 

et al., 2007). Lorsque les concentrations en glucose sont faibles, ChREBP est localisé dans le 

cytoplasme et phosphorylé sur la sérine 196 adjacente au domaine NLS et sur la thréonine 666 

localisée dans le domaine de fixation à l'ADN. Ces deux résidus sont des sites potentiels de 

phosphorylation par la PKA (protéine kinase A) (Kabashima et al., 2003). Lorsque les 

concentrations en glucose augmentent, le flux de glucose entraîne la formation de xylulose-5-

phosphate (Xu5P), un intermédiaire de la voie des pentoses phosphates.  Le Xu5P en activant 

la PP2A (protein phosphatase 2 A), entraîne la déphosphorylation de ChREBP sur la sérine 

196 provoquant ainsi sa translocation dans le noyau. La PP2A déphosphoryle ensuite 

ChREBP sur la thréonine 666 permettant ainsi sa fixation sur le promoteur de ses gènes cibles 

(Kabashima et al., 2003). ChREBP régule la transcription de ses gènes cibles en formant un 

hétérodimère avec Mlx (Max-like protein X) (Stoeckman et al., 2004). Ainsi, ChREBP active 

la transcription du gène codant pour la pyruvate kinase hépatique (L-PK : liver-pyruvate 

kinase) ainsi que, comme SREBP-1c, la transcription de gènes codant pour des enzymes de la 
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lipogenèse, telles que l'ACC, la FAS, la SCD1 et l'ELOVL6 (Kawaguchi  et al., 2001, Dentin 

et al., 2004, Iizuka et al., 2004, Ishii et al., 2004, Ma et al., 2006, Wang et al., 2006). 

L'importance du facteur ChREBP dans la régulation de la lipogenèse a été démontrée en 

utilisant un modèle de souris dont le gène ChREBP a été invalidé (Iizuka et al., 2004). En 

effet, dans le foie de ces souris l'expression de gènes lipogéniques (ACC et FAS) est 

diminuée, conduisant à une diminution du contenu en triglycérides hépatiques (Figure 15). 

  • LXR :  Les récepteurs nucléaires LXR (liver X receptors α et β) sont activés 

in vivo par les oxystérols et autres dérivés du métabolisme du cholestérol (Lehmann et al., 

1997). Le récepteur nucléaire LXR forme un hétérodimère avec RXR afin d'activer la 

transcription de ses gènes cibles incluant des gènes codant pour des enzymes du métabolisme 

du cholestérol et des acides gras. LXR régule l'expression de gènes lipogéniques tels que FAS, 

ACC et SCD1 (Schultz et al., 2000, Liang et al., 2002,  Chu et al., 2006), mais participe 

également à la transcription de SREBP-1c et ChREBP (Chen et al., 2004, Cha et Repa, 2007) 

comme illustré dans la Figure 15. 

 

 •••• Régulateurs hormonaux :  

Les différents facteurs cités précédemment sont sous le contrôle de différents régulateurs 

hormonaux permettant le bon fonctionnement du métabolisme. Parmi ces régulateurs 

hormonaux l'insuline dont la sécrétion varie en fonction de l'état nutritionnel et les adipokines 

telles que la leptine et l'adiponectine sont des éléments majeurs dans la régulation du 

métabolisme énergétique. En effet, longtemps considéré comme un lieu de stockage passif des 

triglycérides, le tissu adipeux est également à l'origine de la production de facteurs régulateurs 

du métabolisme énergétique appelés adipokines. Parmi les adipokines les plus étudiées, la 

leptine et l'adiponectine, jouent un rôle essentiel dans la régulation du métabolisme lipidique 

notamment en activant l'AMPK (Minokoshi et al., 2002, Yamauchi et al., 2002). 

 

2. Contribution de l'augmentation de la lipogenèse au développement de 

la stéatose hépatique : rôle de l'insulinorésistance  

L'insulinorésistance du tissu adipeux a été suggérée comme étant à l'origine du 

développement de la stéatose hépatique. En effet, la lipolyse accrue au niveau du tissu 

adipeux en état d'insulinorésistance entraîne une augmentation de l'apport d'acides gras au 
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niveau hépatique. En parallèle, l'hyperinsulinémie et l'hyperglycémie induites par 

l'insulinorésistance pourraient favoriser la lipogenèse hépatique.  

 

a) Voies de signalisation de l'insuline et insulinorésistance 

L'insuline est une hormone sécrétée par les cellules β pancréatiques en période post prandiale, 

jouant un rôle anabolique essentiel dans la mise en réserve et l'utilisation des substrats 

énergétiques, glucidiques et lipidiques, en augmentant l'entrée du glucose dans les cellules, la 

synthèse du glycogène et la lipogenèse et en diminuant la glycogénolyse, la néoglucogenèse 

et la lipolyse. L'insuline exerce également une régulation du métabolisme protéique en 

augmentant la synthèse protéique et en inhibant la protéolyse. L'ensemble de ces effets résulte 

de la liaison de l'insuline à son récepteur spécifique présent à la surface des cellules 

principalement au niveau du foie, du tissu adipeux et des muscles. Le récepteur à l'insuline est 

formé de deux chaînes α extracellulaires reliées par des ponts disulfures à deux chaînes β 

transmembranaires qui, au niveau de leur domaine intracellulaire, possèdent une activité 

catalytique tyrosine kinase. La fixation de l'insuline à son récepteur permet une 

autophosphorylation des domaines tyrosine kinase permettant ainsi l'activation du récepteur. 

L'activité tyrosine kinase est alors responsable de la phosphorylation de protéines substrats du 

récepteur, les IRS (insulin receptor substrates). Les deux voies majeures de signalisation qui 

en découlent sont celle de la PI-3 kinase et celle des MAPK (mitogen activated protein 

kinases) (Figure 16). La fin du signal insulinémique implique une dégradation de l'hormone 

faisant suite à l'internalisation membranaire des complexes insuline/récepteur. La majorité des 

récepteurs sont recyclés au niveau de la membrane tandis que d'autres sont dégradés et 

d'autres nouvellement synthétisés afin de maintenir constant le pool de récepteur à la 

membrane. Parallèlement une inactivation du signal insulinémique est obtenue par le 

déphosphorylation des résidus tyrosine du récepteur et de ses substrats via l'action de tyrosine 

phosphatases telles que PTP1B (protein tyrosine phosphatase 1B) et LAR (leukocyte common 

antigen-related molecule) et par phosphorylation de résidus sérine ou thréonine du récepteur 

et de ses substrats via des sérine/thréonine kinases telles que les PKC (protein kinases C), la 

JNK (c-Jun NH2-terminal kinase), la MAPK et IKKβ (inhibitor of nuclear factor κB kinase 

β). Dans le muscle et le tissu adipeux l'effet principal de l'insuline est une augmentation de 

l'entrée cellulaire du glucose via la translocation à la membrane des transporteurs du glucose 

GLUT 4 (glucose transporter 4). Dans le tissu adipeux l'insuline permet également l'inhibition 

de l'HSL responsable de la dégradation des triglycérides et ainsi de la libération d'acides gras 
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libres dans la circulation sanguine. Au niveau du foie, l'insuline permet l'inhibition de la 

production hépatique de glucose en inhibant la glycogénolyse et la néoglucogenèse. 

Dans les situations d'obésité, une altération de la voie de signalisation à l'insuline, 

insulinorésistance, peut se manifester, initiant ainsi le développement d'un diabète de type 2. 

La première hypothèse concernant le développement de l'insulinorésistance a été émise par 

Randle et al. en 1963 et reposait sur le rôle possible de l'élévation de la concentration en 

acides gras libres sanguins observée en cas d'obésité et de diabète de type 2. Cette équipe a 

démontré que les acides gras et le glucose entraient en compétition au niveau de leur 

oxydation dans le muscle cardiaque de rat et a ainsi introduit le terme de "cycle glucose-acide 

gras" pour décrire cette relation de compétition entre le glucose et les acides gras. En effet, ils 

observèrent que l'oxydation des acides gras était augmentée en comparaison de l'oxydation du 

glucose en réponse à une concentration élevée en acides gras libres et postulèrent que cette 

augmentation de l'oxydation des acides gras au détriment de celle du glucose était à l'origine 

du développement de l'insulinorésistance. Au niveau cellulaire, cela se manifeste par une 

augmentation des rapports acétyl-CoA/CoA et NADH+H+/NAD+ en cas d'augmentation 

d'oxydation des acides gras conduisant à une inhibition de la pyruvate déshydrogénase. 

Parallèlement l'augmentation de la concentration en acétyl-CoA aboutit à une augmentation 

de la concentration en citrate qui inhibe la phosphofructokinase et ainsi entraîne 

l'accumulation de glucose-6-phosphate qui lui-même inhibe l'hexokinase aboutissant à une 

accumulation du glucose et ainsi à une diminution de l'entrée du glucose dans les cellules. 

Une série d'études réalisées par l'équipe de Shulman (Roden et al., 1996, Dresner et al., 1999, 

Griffin et al., 1999) a remis en question cette hypothèse. Durant un clamp 

hyperinsulinémique-euglycémique chez des sujets sains, le maintien d'une forte concentration 

en acides gras libres pendant cinq heures induit la diminution de sensibilité à l'insuline 

attendue (diminution du captage et de l'oxydation du glucose et diminution de la synthèse de 

glycogène), mais plutôt qu'une augmentation de la concentration intracellulaire de glucose-6-

phosphate prédite par l'hypothèse de Randle, une diminution de ce paramètre a été observée 

(Roden et al., 1996). Afin de déterminer si la diminution de la concentration en glucose-6-

phosphate est due à une diminution de l'entrée du glucose ou à une diminution de la 

phosphorylation du glucose, cette même équipe a mesuré la concentration en glucose 

intracellulaire en cas d'infusion d'acides gras ou de glycérol ("control"). Les résultats obtenus 

montrent une diminution de la concentration en glucose au cours de l'infusion d'acides gras 

comparée à celle de glycérol suggérant ainsi qu'un défaut d'entrée du glucose dans la cellule 

serait l'étape limitante à l'oxydation du glucose (Dresner et al., 1999). En outre, l'activité de la 



  

   - 32 - 

PI-3 kinase était diminuée dans les conditions d'infusion d'acides gras illustrant un défaut dans 

la signalisation à l'insuline probablement à l'origine de la diminution du captage du glucose. 

Ce défaut de signalisation à l'insuline semble être du à des phosphorylations de sérines au 

détriment de tyrosines sur IRS-1 (Dresner et al., 1999, Griffin et al., 1999, Yu et al., 2002). 

En effet, dans des modèles animaux d'insulinorésistance, IRS-1 présente une hyper-

phosphorylation sur des sérines (Hirosumi et al., 2002, Yu et al., 2002, Kim JK et al., 2004, 

Um et al., 2004, Furukawa et al., 2005). En outre, l'insulinorésistance induite par une 

alimentation riche en lipides est abolie dans des modèles où l'activité de sérine/thréonine 

kinases (JNK, IKKβ, S6 kinase 1, PKC-θ) est inhibée, soit par invalidation génique, soit 

pharmacologiquement (Yuan et al., 2001, Hirosumi et al., 2002, Kim JK et al., 2004, Um et 

al., 2004, Furukawa et al., 2005). Ces kinases, en phosphorylant IRS-1 sur des sérines, 

peuvent induire soit une dissociation d'IRS-1 avec le récepteur et/ou avec la PI3-kinase 

(Mothe et Van Obberghen, 1996, Li et al., 1999, Aguirre et al., 2002, Moeschel et al., 2004), 

soit augmenter la dégradation d'IRS-1 (Egawa et al., 2000). Le mécanisme d'activation de ces 

sérine/thréonine kinases suite à une augmentation de l'apport en lipides reste à préciser. La 

quantité de triglycérides intracellulaires dans le muscle squelettique est corrélée avec le degré 

d'insulinorésistance (Krssak et al., 1999, Perseghin et al., 1999) et la diminution de cette 

quantité de triglycérides musculaires entraîne une augmentation de la sensibilité à l'insuline 

(Oral et al., 2002, Rosa et al., 2003). Cependant il semblerait que les triglycérides soient plus 

un marqueur de l'insulinorésistance qu'une cause. En effet, les athlètes entraînés, malgré une 

augmentation du contenu en triglycérides musculaires, présentent une sensibilité à l'insuline 

augmentée (Goodpaster et al., 2001, Russel, 2004). Les espèces lipidiques responsables de 

l'inhibition de la signalisation à l'insuline seraient plutôt les intermédiaires lipidiques tels que 

le diacylglycérol, les acyl-CoA et les céramides (Schmitz-Peiffer, 2000, Itani et al., 2002, 

Cooney et al., 2002, Summers, 2006).  

Quels que soient les mécanismes mis en jeu lors du développement de l'insulinorésistance 

périphérique, cela conduit à une diminution de l'entrée du glucose dans les cellules des tissus 

adipeux et musculaires, à une augmentation de la lipolyse adipocytaire et à une 

hyperinsulinémie. 

 

b) Insulinorésistance du tissu adipeux : lipolyse accrue 

Chez les patients avec une NAFLD, le contenu en triglycérides hépatiques semble être 

dépendant principalement de la disponibilité en acides gras libres sanguins. En effet, selon 
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une étude utilisant des radioisotopes, les triglycérides hépatiques sont constitués à 59 % des 

acides gras libres sanguins (Donnelly et al., 2005). L'augmentation de la concentration 

sanguine en acides gras libres est essentiellement due au fait que le tissu adipeux, devenu 

insulinorésistant, n'assure plus sa fonction de stockage de triglycérides. En effet, 

l'insulinorésistance du tissu adipeux a pour conséquence majeure une augmentation de 

l'hydrolyse des triglycérides par l'HSL qui ne subit plus d'inhibition par l'insuline (Sanyal et 

al., 2001, de Almeida et al., 2002, Lewis et al., 2002). L'entrée des acides gras dans le foie 

n'étant pas un phénomène régulé, dépend directement de la concentration en acides gras libres 

plasmatiques. L'augmentation de la lipolyse adipocytaire a ainsi des conséquences directes sur 

l'entrée des acides gras dans le foie. L'importance de ce défaut de régulation de la lipolyse 

adipocytaire dans le développement de la stéatose hépatique est confirmée par le fait que chez 

des souris dont le gène codant pour l'HSL a été inactivé, le contenu en triglycérides 

hépatiques est diminué (Voshol et al., 2003, Park et al., 2005). Par ailleurs, la localisation du 

tissu adipeux est déterminante dans cette hypothèse d'augmentation d'apport d'acides gras 

libres provenant de la lipolyse adipocytaire. Il existe deux types de tissus adipeux selon leur 

localisation, le tissu adipeux sous-cutané et le tissu adipeux viscéral. Le tissu adipeux viscéral 

est plus fortement associé aux NAFLD et au syndrome métabolique. En effet, une 

augmentation de 1 % du tissu adipeux sous-cutané est associée à une augmentation de 21 % 

du contenu en lipides hépatiques alors qu'une augmentation de 1 % du tissu adipeux viscéral 

est associée à une augmentation de 104 % du contenu en lipides hépatiques (Thomas et al., 

2005). Le tissu adipeux viscéral, par sa localisation mais également par des caractéristiques 

fonctionnelles différentes de celles du tissu adipeux sous-cutané joue un rôle essentiel dans le 

dévelloppement de la stéatose hépatique. D'une part le tissu adipeux viscéral est directement 

relié au foie via la circulation sanguine portale, d'autre part les adipocytes du tissu adipeux 

viscéral sont plus résistants à l'action anti-lipolytique de l'insuline mais plus sensibles aux 

effets lipolytiques des catécholamines que les adipocytes sous-cutanés (Lafontan et Girard, 

2008, Girard et Lafontan, 2008). 

 

c) Augmentation de la lipogenèse hépatique : rôle de l'hyperinsulinémie et de 

l'hyperglycémie 

Parallèlement à l'augmentation de la disponibilité en acides gras libres due à l'augmentation 

de la lipolyse adipocytaire, l'hyperinsulinémie et l'hyperglycémie induites par 

l'insulinorésistance périphérique vont entraîner une augmentation de la lipogenèse hépatique. 
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Selon une étude utilisant des radioisotopes, les triglycérides synthétisés à partir des acides 

gras issus de la synthèse de novo représentent 30 % des triglycérides hépatiques (Donnelly et 

al., 2005). Par ailleurs, d'autres études ont mis en évidence que l'augmentation de la synthèse 

hépatique des acides gras contribuait au développement de la stéatose hépatique dans des 

modèles animaux d'obésité et d'insulinorésistance (Martin, 1974, Memon et al., 1994, 

Shimomura et al., 1999a). Chez l'homme, la contribution importante de la lipogenèse au 

développement de la stéatose hépatique est désormais bien admise (Diraison et al., 2003, 

Donnelly et al., 2005,  Nakamuta et al., 2005, Postic et Girard, 2008).  

Un des facteurs impliqués dans cette augmentation de la lipogenèse hépatique est le facteur de 

transcription SREBP-1c. En effet, l'hyperinsulinémie réactionnelle à l'insulinorésistance du 

tissu adipeux et des tissus musculaires va entraîner une activation du facteur de transcription 

SREBP-1c dans le foie, conduisant ainsi à l'augmentation de la transcription des gènes codant 

pour des enzymes impliquées dans la lipogenèse (Shimomura et al., 1999a). Le rôle essentiel 

de SREBP-1c dans la lipogenèse et le développement de la stéatose hépatique a été mis en 

évidence chez des souris surexprimant la forme active de ce facteur dans le foie qui, en 

conséquence, présentent une stéatose massive due à l'activation de l'expression des gènes 

lipogéniques (Shimano et al., 1997, Bécard et al., 2001). La démonstration inverse quant à 

l'implication de SREBP-1c dans le développement de la stéatose hépatique a été réalisée chez 

les souris ob/ob mutées sur le gène codant pour la leptine utilisées comme modèle d'obésité et 

d'insulinorésistance associées à la présence d'une stéatose hépatique. L'inactivation du gène 

SREBP-1 chez ces souris ob/ob, conduit à une diminution d'environ 50 % du contenu en 

triglycérides hépatiques (Yahagi et al., 2002).  

Hormis l'hyperinsulinémie, une autre résultante de la résistance périphérique à l'insuline, 

l'hyperglycémie, semble jouer un rôle non négligeable dans l'augmentation de la lipogenèse 

hépatique. L'hyperglycémie entraîne l'activation du facteur de transcription ChREBP qui en 

synergie avec SREBP-1c va augmenter l'expression des gènes codant pour les enzymes 

lipogéniques (Kawaguchi  et al., 2001, Dentin et al., 2004, Iizuka et al., 2004, Ishii et al., 

2004, Ma et al., 2006, Wang et al., 2006). Le lien entre ChREBP et stéatose hépatique est 

également suggéré par le fait que son expression est augmentée dans le foie des souris ob/ob 

présentant une stéatose massive (Dentin et al., 2006). Par ailleurs, l'implication du facteur 

ChREBP dans le développement de la stéatose hépatique a été mise en évidence en utilisant 

comme modèle un croisement entre souris ob/ob et souris dont le gène ChREBP a été 

inactivé, résultant en une diminution du contenu en lipides hépatiques (Iizuka et al., 2006). De 

manière plus ciblée, l'inactivation spécifiquement hépatique du facteur ChREBP via 
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l'injection d'un adénovirus contenant un ARNi de ChREBP chez des souris ob/ob, entraîne 

une diminution des triglycérides hépatiques concomitante à une diminution de la lipogenèse 

(Dentin et al., 2006). 

Un troisième facteur de transcription pouvant participer au développement de la stéatose 

hépatique via l'augmentation de la lipogenèse semble être PPARγ. Physiologiquement peu 

exprimé dans le foie, PPARγ présente une augmentation de son expression dans plusieurs 

modèles murins d'obésité et de diabète développant une stéatose hépatique (Memon et al., 

2000, Rahimian et al., 2001, Chao et al., 2000, Burant et al., 1997, Bedoucha et al., 2001, 

Inoue et al., 2005). L'importance de l'expression de PPARγ dans le développement de la 

stéatose hépatique a été démontrée par des expériences de délétion du gène PPARγ 

spécifiquement dans le foie dans deux modèles murins différents d'insulinorésistance, les 

souris ob/ob et les souris transgéniques lipodystrophiques A-ZIP/F-1. L'absence d'expression 

hépatique de PPARγ que ce soit chez les souris ob/ob ou les souris A-ZIP/F-1 entraîne une 

atténuation de la stéatose hépatique (Matsusue et al., 2003, Gavrilova et al., 2003). D'un point 

de vue moléculaire le lien entre PPARγ et stéatose hépatique reste encore à préciser. 

Cependant, des études ont mis en évidence que SREBP-1c pouvait activer la transcription de 

PPARγ ainsi que stimuler la production de ligands endogènes de PPARγ (Kim et al., 1998b, 

Fajas et al., 1999). 

L'ensemble de ces éléments souligne l'importance de l'augmentation de la lipogenèse 

hépatique, via des facteurs clés tels que SREBP-1c, ChREBP et PPARγ, induits par 

l'hyperinsulinémie et l'hyperglycémie, deux résultantes de l'insulinorésistance du tissu 

adipeux et des tissus musculaires. Cependant, le concept d'une activation de la lipogenèse, 

voie activée par l'insuline via SREBP-1c, dans des conditions d'insulinorésistance reste 

difficile à appréhender. Hormis, l'hypothèse chronologique en faveur de l'apparition de 

l'insulinorésistance dans un premier temps au niveau du tissu adipeux et du muscle, il est 

probable que la lipogenèse puisse être activée par des voies indépendantes de l'insuline. D'une 

part, la lipogenèse est régulée en partie par le facteur ChREBP qui lui est activé par le 

glucose. D'autre part, la transcription et l'expression de la protéine SREBP-1c sont 

augmentées dans le foie de souris ob/ob malgré une insulinorésistance hépatique concernant 

la production de glucose (Shimomura et al., 1999a, Shimomura et al., 2000). Cette 

observation peut s'expliquer par le fait que la résistance à l'insuline concernant la production 

hépatique de glucose est la conséquence d'une diminution de l'expression d'IRS-2 alors que la 

transcription de SREBP-1c induite par l'insuline est médiée par IRS-1 dont l'expression n'est 

pas affectée chez ces souris. Par ailleurs, le TNFα (tumor necrosis factor α), une cytokine pro-
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inflammatoire dont la production est augmentée avec l'inflammation hépatique et adipocytaire 

peut également activer SREBP-1c et ainsi augmenter la lipogenèse hépatique (Endo et al., 

2007). Enfin, des études récentes ont mis en évidence que SREBP-1c, de par la localisation de 

son précurseur, pouvait être activé indépendamment de l'insuline, suite au stress du réticulum 

endoplasmique présent dans le foie stéatosique (Ferré et Foufelle, 2007, Ji, 2008). Le 

réticulum endoplasmique (RE) est l'organite cellulaire spécialisé dans la maturation des 

protéines membranaires et sécrétées. Toutes altérations de l'homéostasie du RE telles que des 

variations des concentrations calciques et une synthèse élevée de protéines sécrétées 

entraînent l'activation d'une réponse adaptative du RE nommée stress du RE ou UPR 

(unfolded protein response) afin de limiter l'accumulation de protéines non-matures dans le 

RE (Foufelle et Ferré, 2007). Cette réponse physiologique du RE est régulée par trois 

protéines localisées dans la membrane du RE, la kinase PERK (PKR-like ER kinase), la 

kinase et endonucléase IRE1 (inositol requiring enzyme 1) et le facteur de transcription ATF6 

(activating transcription factor 6) (Schröder et Kaufman, 2005). L'activation de ces trois 

protéines est régulée par leur association avec la protéine chaperone BiP/GRP78 (binding 

protein/glucose regulated protein 78). L'arrivée accrue de protéines dans le RE entraîne la 

dissociation de ces protéines d'avec BiP/GRP78 qui va s'associer aux protéines en cours de 

maturation. Une fois séparées de BiP/GRP78, PERK et IRE1 vont s'homodimériser, 

s'autophosphoryler et ainsi devenir actives. Le facteur ATF6 va transiter par l'appareil de 

Golgi où il va être activé par deux clivages protéolytiques médiés par les protéases S1P et 

S2P. Une fois activées, ces trois protéines vont permettre d'augmenter la transcription de 

gènes codant pour des protéines impliquées dans la maturation protéique. Dans le foie de 

souris obèses et insulinorésistantes, la présence d'un stress du RE a été mise en évidence en 

association avec une forte concentration de la forme mature de SREBP-1c et avec une 

lipogenèse augmentée (Ozcan et al., 2004). Les mécanismes à l'origine de l'activation de 

SREBP-1c causée par un stress du RE ne sont pas connus. Cependant, les protéases S1P et 

S2P responsables des clivages de SREBP mais également du facteur ATF6 semblent être un 

lien potentiel entre le stress du RE et l'activation du facteur SREBP-1c dans le cadre du 

développement de la stéatose hépatique. 

 

3. Stéatose hépatique et sécrétion des VLDL 

Un autre mécanisme pouvant participer au développement de la stéatose hépatique est une 

diminution de l'export des triglycérides hépatiques via les VLDL. En effet, des études ont 
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suggéré qu'en cas de NAFLD primaire, la sécrétion de VLDL pouvait être diminuée en 

conséquence d'une diminution de la quantité d'apolipoprotéine B (ApoB) hépatique nécessaire 

à la synthèse des VLDL (Charlton et al., 2002, Musso et al., 2003). Chez les patients atteints 

de NASH, une diminution de la quantité d'ARNm codant pour l'ApoB (Sreekumar et al., 

2003) a été mise en évidence, suggérant ainsi que la diminution de la synthèse d'ApoB 

pourrait être due à une diminution de sa transcription et/ou de la stabilité de son ARNm. Etant 

donné que dans les conditions physiologiques, l'insuline diminue la synthèse et la stabilité de 

l'ApoB, l'hyperinsulinémie consécutive à l'insulinorésistance périphérique pourrait expliquer 

la diminution de synthèse d'ApoB (Taghibiglou et al., 2000, Charlton et al., 2002). Il est 

important de préciser que la diminution de synthèse et/ou de sécrétion d'ApoB en cas de 

NASH peut être associée à une concentration plasmatique d'ApoB soit diminuée, soit 

augmentée, et à un niveau élevé de triglycérides plasmatiques (Charlton et al., 2002, Musso et 

al., 2003). Au vu de ces données, force est de constater que le métabolisme des lipoprotéines 

semble être affecté de manière complexe en cas de NAFLD, que ce soit au niveau du foie 

mais également au niveau des tissus extra-hépatiques.  

 

4. Stéatose hépatique et β-oxydation mitochondriale 

Etant donné que la synthèse de novo des acides gras est augmentée au cours du 

développement de la stéatose hépatique, une diminution de la β-oxydation via l'inhibition de 

la CPT I par le malonyl-CoA, intermédiaire de la synthèse des acides gras, est logiquement 

attendue. Cependant, malgré une lipogenèse augmentée, la β-oxydation mitochondriale 

hépatique en cas de NAFLD semble être augmentée. En effet, chez les patients avec une 

NASH, la β-oxydation mitochondriale et la cétogenèse sont augmentées (Sanyal et al., 2001, 

Chalasani et al., 2003, Miele et al., 2003). De même, chez les souris ob/ob présentant une 

stéatose massive la β-oxydation mitochondriale hépatique est augmentée (Brady et al., 1985, 

Li et al., 2003). Cependant les mécanismes à l'origine de cette augmentation de l'oxydation 

mitochondriale des acides gras ne sont pas connus. Cette augmentation paradoxale de la β-

oxydation parallèlement à une augmentation de la synthèse de novo des acides gras peut être, 

au moins en partie, expliquée par l'activation de PPARα consécutive à la grande disponibilité 

d'acides gras au niveau du foie en cas de stéatose. Au niveau de la β-oxydation 

mitochondriale, PPARα induit l'expression de la CPT I (Brady et al., 1989), de l'acyl-CoA 

déshydrogénase spécifique des acides gras à chaîne moyenne (Gulick et al., 1994), de l'HMG-

CoA synthase impliquée dans la cétogenèse (Rodriguez et al., 1994). Dans deux modèles 
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animaux présentant une stéatose hépatique massive, les souris ob/ob et les souris db/db (souris 

dont le gène codant pour le récepteur de la leptine est inactivé), la quantité d'ARNm de 

PPARα est augmentée (Memon et al., 2000). En outre, l'activation de PPARα au niveau du 

foie se ferait préférentiellement par les acides gras issus de la synthèse de novo (Chakravarthy 

et al., 2005), ce qui relie l'augmentation de la lipogenèse à l'augmentation de la β-oxydation 

dans le contexte du développement d'une stéatose hépatique. Le gène codant pour la CPT I 

étant régulé transcriptionnellement par PPARα, l'augmentation d'expression de PPARα 

observée pourrait expliquer l'augmentation de l'expression de la CPT I elle-même observée 

dans le foie de modèles animaux présentant une stéatose (Brady et al., 1985, Lee et al., 2001, 

Paterson et al., 2004). En outre, dans des modèles animaux de diabète de type 1 ou 2, l'activité 

de la CPT I hépatique semble augmentée en conséquence d'une diminution de son affinité 

pour son inhibiteur, le malonyl-CoA (Brady et al., 1985, Cook et Gamble, 1987). Cependant 

il existe d'autres données montrant une activité de la CPT I non modifiée et une diminution de 

l'expression de la CPT I dans le foie de patients avec une NASH (Perez-Carreras et al., 2003, 

Nakamuta et al., 2005). 

Au vu de ces données, il apparaît que la régulation de la β-oxydation au cours du 

développement de la stéatose hépatique n'est pas encore bien comprise du fait de la diversité 

des modèles utilisés et du stade de NAFLD (stéatose simple ou NASH) auquel sont réalisées 

les études. 

 

5. Stéatose hépatique et insulinorésistance hépatique 

L'insulinorésistance hépatique pourrait se manifester selon les mêmes mécanismes que 

l'insulinorésistance musculaire. L'activation de sérine kinases induite par le stress cellulaire 

selon plusieurs mécanismes, conduirait à l'inactivation du signal insulinémique. 

L'accumulation d'intermédiaires lipidiques pourrait conduire à l'activation de la PKCε qui 

serait responsable de la phosphorylation d'IRS-2 sur des sérines et ainsi aboutirait à 

l'inhibition du signal insulinémique (Samuel et al., 2004, Samuel et al., 2007). Par ailleurs, au 

niveau des cellules de Kupffer, les acides gras libres activent le toll-like receptor 4 (TLR4) 

qui via la voie NF-κB (nuclear factor-κB) entraîne une augmentation des cytokines pro-

inflammatoires telles que le TNFα, l'IL-6 (interleukin 6) et l'IL-1β (Shi et al., 2006). Ces 

cytokines qui sont également produites par le tissu adipeux peuvent participer au 

développement de l'insulinorésistance (Bastard et al., 2006, Shoelson et al., 2007, de Luca et 

Olefsky, 2008). Le TNFα, via son récepteur, est capable d'activer des sérine/thréonine kinases 
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telles que la JNK et l'IKKβ, qui vont phosphoryler les IRS sur des sérines et inhiber la 

signalisation de l'insuline. L'IL-6 peut induire l'insulinorésistance en activant SOCS3 

(suppressor of cytokine signaling 3) qui inhibe le signal insulinémique en se liant au récepteur 

de l'insuline empêchant ainsi son interaction avec les IRS et en induisant la dégradation par le 

protéasome d'IRS-1 et IRS-2 (Emanuelli et al., 2000, Senn et al., 2003). 

Par ailleurs, l'induction du stress du réticulum endoplasmique dans le foie d'animaux obèses 

(Ozcan et al., 2004), aurait pour conséquence l'activation de la voie JNK qui, en 

phosphorylant les IRS sur des sérines, inhiberait la signalisation de l'insuline. 

Quel que soit le mécanisme impliqué, l'insulinorésistance hépatique est caractérisée par une 

augmentation de la production hépatique de glucose.  

 

 

IV.  "Second hit": développement de la stéatohépatite 

Si l'insulinorésistance est l'élément clé du développement de la stéatose hépatique, le stress 

oxydatif apparaît comme jouant un rôle fondamental dans la transition entre stéatose et 

stéatohépatite. En effet, les patients et les animaux atteints de NAFLD présentent, dans le 

foie, une augmentation des différents marqueurs de lésions oxydatives au niveau des lipides, 

des protéines et de l'ADN, tels que le malondialdéhyde (MDA), le 4-hydroxynonenal (4-

HNE),  les protéines nitrées et la 8-hydroxydéoxyguanosine (Sanyal et al., 2001, Seki et al., 

2002, Laurent et al., 2004, Seki et al., 2005, García-Ruiz et al., 2006, ). Par ailleurs, un 

marqueur sanguin du stress oxydatif, la thioredoxine, est retrouvé augmenté en cas de NASH 

alors que les facteurs antioxydants sont diminués (Sumida et al., 2003, Laurent et al., 2004, 

Yesilova  et al., 2005, Nobili et al., 2005).  

 

1. Mitochondrie : source et cible du stress oxydatif 

La mitochondrie est à l'origine de la production d'une grande partie des espèces oxygénées 

réactives ou ROS (reactive oxygene species) cellulaires. La production de ces ROS 

mitochondriales est dépendante du fonctionnement de la chaîne respiratoire. En effet, une 

partie de l'oxygène ne subit pas une réduction complète en H2O et va former des ions 

superoxydes (O-2) au niveau des complexes I et III (Forman et Azzi, 1999, Lenaz et al., 2002). 

La β-oxydation des acides gras (Yamagishi et al., 2001, St-Pierre et al., 2002) et l'oxydation 

du glucose (Du et al., 2000) peuvent induire une production de ROS probablement en 
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augmentant la quantité d'équivalents réduits ainsi que le transfert des électrons le long de la 

chaîne respiratoire. Une augmentation de la production de ROS a été observée chez les souris 

ob/ob ainsi que chez des rats alimentés avec un régime déficient en choline induisant une 

NASH (Yang et al., 2000, Hensley et al., 2000). Cependant le site précis de production de 

ROS n'a pas été mis en évidence. L'augmentation de la production de ROS au niveau 

mitochondrial pourrait s'expliquer par l'augmentation de la β-oxydation observée en présence 

d'une NASH qui serait responsable d'une augmentation de l'arrivée d'équivalents réduits au 

niveau de la chaîne respiratoire.  

Par ailleurs, plusieurs études ont rapporté une augmentation de l'expression hépatique et/ou de 

l'activité du cytochrome P450 2E1 (CYP2E1) chez des personnes obèses (O'Shea et al., 

1994), chez des patients obèses diabétiques de type 2 (Wang Z et al., 2003) et chez des 

patients présentant une NASH (Weltman et al., 1998, Chalasani et al., 2003). Le mécanisme 

par lequel CYP2E1 est augmenté chez les patients avec une obésité, un diabète ou une NASH 

n'est pas encore clair, cependant l'insulinorésistance (Moncion et al., 2002) et l'augmentation 

de la cétogenèse hépatique pourrait y contribuer. En effet, les corps cétoniques et notamment 

l'acétone sont des inducteurs du CYP2E1 (Gonzalez, 2005). L'augmentation d'expression et 

d'activité du CYP2E1 représente une source potentielle importante de production de ROS 

dans les hépatocytes (Chitturi et Farell, 2001, Schattenberg et al., 2005), pas seulement au 

niveau cytosolique mais également au niveau de la mitochondrie. En effet, en plus de sa 

localisation dans le réticulum endoplasmique, CYP2E1 est retrouvé en quantité significative 

dans la mitochondrie (Robin et al., 2001, Robin et al., 2002). Le CYP2E1 mitochondrial a été 

montré comme pouvant produire des ROS et induire ainsi une peroxydation lipidique (Raza et 

al., 2004). En outre, l'expression et l'activité de la protéine CYP2E1 mitochondriale sont 

augmentées dans le foie de rats avec un diabète induit par la streptozotocine (Raza et al., 

2004). Au vu de ces différentes données, le CYP2E1 mitochondrial pourrait jouer un rôle 

dans la production de ROS au niveau mitochondrial. 

 

a) Altérations mitochondriales et NASH 

Plusieurs études ont mis en évidence que les mitochondries des patients atteints de NASH 

présentaient des anomalies morphologiques et fonctionnelles. En effet, les mitochondries de 

ces patients sont plus grosses, gonflées et présentent des inclusions paracristallines (Cadwell 

et al., 1999, Sanyal et al., 2001). D'un point de vue fonctionnel, les activités des complexes de 

la chaîne respiratoire (I, II, III et IV) sont diminuées de 30 à 50 % chez les patients présentant 
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une NASH (Pérez-Carreras et al., 2003). En outre, la synthèse d'ATP semble être diminuée 

chez les patients présentant une NASH (Cortez-Pinto et al., 2003). 

Les altérations mitochondriales observées en présence de NASH peuvent avoir plusieurs 

origines, elles peuvent notamment être dues à la production excessive de ROS et à une 

augmentation de l'expression du TNFα.  

 

b) Peroxydation lipidique 

L'augmentation de la production de ROS peut conduire à une peroxydation lipidique. En effet, 

il a été montré que différents traitements induisant une stéatose hépatique chez la souris, 

augmentaient les TBARS (thiobarbituric acid reactants) qui représentent les produits finaux 

de la peroxydation lipidique, ainsi que la quantité d'éthane exhalé qui est un reflet de la 

peroxydation lipidique (Letteron et al., 1996). Une augmentation de la peroxydation lipidique 

a également été mise en évidence chez des animaux avec un régime carencé en choline et 

méthionine induisant une NASH (Leclercq et al., 2000) ainsi que chez des patients présentant 

une NASH (Sanyal et al., 2001). Cette peroxydation accrue des lipides hépatiques entraîne 

une augmentation de la formation d'aldéhydes réactifs tels que le MDA et le 4-HNE qui 

peuvent causer des lésions mitochondriales, notamment au niveau du génome mitochondrial 

(Hruszkewycz, 1988, Hruszkewycz et Bergtold, 1990, Demeilliers et al., 2002). Etant donné 

que l'ADNmt code pour 13 sous-unités des complexes de la chaîne respiratoire, des 

dommages de l'ADNmt pourraient induire un défaut de fonctionnement de la chaîne 

respiratoire. En outre, les produits de la peroxydation lipidique incluant le MDA et le 4-HNE 

peuvent directement attaquer et inactiver des complexes de la chaîne respiratoire tels que la 

cytochrome c oxydase (Chen et al., 1998, Chen et al., 2000). Les ROS et la peroxydation 

lipidique peuvent également être à l'origine des altérations structurales mitochondriales 

comme les inclusions cristallines dans des mitochondries plus grosses, observées chez les 

patients atteints de NASH (Matsuhashi et al., 1996, Wakabayashi, 2002, Sanyal et al., 2001). 

Enfin, certains produits de la peroxydation lipidique auraient un effet inducteur du pore de 

transition de perméabilité (PTP : permeability transition pore) pouvant ainsi aboutir à la mort 

cellulaire par apoptose (Kristal et al., 1996). L'altération de la fonction mitochondriale, en 

conséquence de la peroxydation lipidique, peut conduire à une formation de ROS accrue 

initiant ainsi un cercle vicieux (Figure 17).  
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c) Augmentation de la  production de TNFαααα 

Un autre facteur important dans le développement des dysfonctions mitochondriales 

observées en cas de NASH, est le TNFα. Une concentration sanguine élevée de TNFα a été 

observée chez les patients présentant une NASH (Pérez-Carreras et al., 2003, Kugelmas et al., 

2003, Hui et al., 2004). En outre, les concentrations de TNFα dans le foie de souris ob/ob sont 

environ 20 fois plus élevées que dans le foie de souris contrôles (Garcia-Ruiz et al., 2006). 

Les sources hépatiques du TNFα sont probablement les hépatocytes et les cellules de Kupffer 

(Crespo et al., 2001). Le TNFα est capable d'induire des modifications structurales et 

fonctionnelles mitochondriales similaires à celles observées en cas de NASH (Higuchi et al., 

1998, Sánchez-Alcázar et al., 2000). Un traitement anti-TNFα chez la souris ob/ob, augmente 

l'activité des complexes I, II, III et V ainsi que la β-oxydation et l'histologie hépatique 

(Garcia-Ruiz et al., 2006). 

 

2. Lésions hépatiques 

La production accrue de ROS entraîne une augmentation des produits de la peroxydation 

lipidique. Les ROS entraînent également l'augmentation de l'expression de cytokines telles 

que le TGF-β (transforming growth factor β), l'IL-8, le TNFα et le Fas-ligand (Pessayre et al., 

1999, Pessayre et al., 2001). Ces cytokines et les produits issus de la peroxydation lipidique 

semblent être impliqués dans le développement des lésions hépatiques de la NASH. 

 

a) Inflammation, formation des corps de Mallory et apoptose 

Le TGF-β, le 4-HNE et l'IL-8 étant des chemo-attractants pour les neutrophiles humains, les 

infiltrats de neutrophiles observés en cas de NASH peuvent être la conséquence de 

l'augmentation de ces molécules (Pessayre et al., 2001). Le TGF-β induit également la 

transglutaminase, une enzyme associée au cytosquelette catalysant la formation d'ε-lysine-γ-

glutamyl à partir de la lysine d'une chaîne polypeptidique et de la glutamine d'une autre 

chaîne polypeptidique. L'induction de la transglutaminase par le TGF-β pourrait conduire à la 

polymérisation des cytokératines entraînant ainsi la formation de corps de Mallory (Pessayre 

et al., 2001). Enfin, la voie de l'apoptose peut être initiée par l'augmentation de l'expression de 

Fas-ligand et du TNFα observée chez les patients présentant une NASH. 
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b) Fibrose 

La fibrose hépatique résulte de l'activation des cellules de Kupffer et des cellules étoilées. 

Après avoir phagocyté les corps apoptotiques, les cellules de Kupffer activées vont produire 

du TGF-β qui va activer les cellules étoilées induisant ainsi leur transformation en cellules de 

type fibroblastique produisant du collagène. Les produits de la peroxydation lipidique peuvent 

également activer la fibrogenèse en favorisant la production de TGF-β par les macrophages 

(Leonarduzzi et al., 1997) et en augmentant directement la production de collagène par les 

cellules étoilées (Parola et al., 1993).  

 

 

V. Traitement des NAFLD 

A ce jour il n'existe pas de traitement spécifique des NAFLD. Le développement des NAFLD 

étant étroitement associé au syndrome métabolique, l'orientation des investigations concernant 

des traitements potentiels des NAFLD s'est faite vers les traitements des différents paramètres 

associés au syndrome métabolique tels que l'obésité, la dyslipidémie et le diabète.  

 

1. Restriction calorique et activité physique 

Les modifications du style de vie, incluant une perte de poids sur de longs termes par une 

réduction de l'apport calorique et une augmentation de l'activité physique, sont les bases d'une 

thérapie efficace pour le syndrome métabolique. Même si les résultats d'études concernant les 

patients atteints de NAFLD sont à prendre avec précaution étant donné la taille réduite des 

groupes, une amélioration des tests biochimiques hépatiques et de la stéatose hépatique, 

consécutive à une perte de poids à court terme associée à un exercice physique régulier, a été 

mise en évidence (Palmer et Schaffner, 1990, Ueno et al., 1997, Wang RT et al., 2003). Une 

étude a montré qu'une réduction de poids de 5 % ou plus, associée à une activité physique 

régulière (au moins deux fois par semaine), pendant un an entraînait une normalisation de la 

concentration d'ALAT (alanine aminotransférase) (Suzuki et al., 2005). En outre, une 

intervention diététique intense peut permettre une diminution du tour de taille, de 

l'insulinorésistance, des triglycérides sanguins et des concentrations d'ALAT et ASAT ainsi 

qu'une amélioration de l'histologie hépatique chez des patients présentant une NASH (Huang 

et al., 2005).  
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Une intervention pharmacologique visant une perte de poids n'est envisageable qu'après 

n'avoir obtenu que peu ou pas de résultats suite à un changement de style de vie. Une étude 

pilote comprenant 10 patients obèses présentant une NASH et traités pendant 6 mois avec de 

l'orlistat, inhibiteur des lipases pancréatiques et gastriques, a montré une perte de poids d'au 

moins 10 % associée à une diminution des niveaux d'aminotransférases, de la stéatose 

hépatique et de la fibrose (Harrison et al., 2004). 

Par ailleurs, une perte de poids induite chirurgicalement entraîne une diminution de la 

prévalence du syndrome métabolique, de la stéatose hépatique et de la fibrose (Mattar et al., 

2005). Cependant, l'utilisation de techniques chirurgicales afin d'obtenir une perte de poids est 

à envisager avec précaution concernant le traitement des NAFLD. En effet, une perte de poids 

trop rapide à la suite de ces interventions peut au contraire augmenter la stéatose hépatique 

probablement en conséquence de l'augmentation des acides gras libres sanguins consécutive à 

la lipolyse adipeuse accrue. 

 

2. Agents hypolipidémiants 

Le clofibrate et le gemfibrozil sont deux fibrates, ligands de PPARα, dont l'utilisation comme 

traitements potentiels des NAFLD a été évaluée. Le traitement par du clofibrate de 16 patients 

présentant une hypertriglycéridémie et une NASH n'a pas mis en évidence de changements 

significatifs des concentrations en d'aminotransférases ou de l'histologie hépatique (Laurin et 

al., 1996). Cependant, un traitement de 4 semaines chez 46 patients présentant une NASH 

avec du gemfibrozil entraîne une diminution des concentrations d'ALAT, ASAT et GGT 

(Basaranoglu et al., 1999).  

Dans trois études différentes, des patients avec une NAFLD et une hyperlipidémie ont été 

traités pendant 6 à 12 mois avec un inhibiteur de l'HMG-CoA réductase, l'atorvastatine 

(Horlander et al., 2001, Kiyici et al., 2003, Gomez-Dominguez et al., 2006). Ce traitement a 

induit une diminution des concentrations sériques d'aminotransférases ainsi qu'une 

amélioration de l'histologie hépatique.  

 

3. La metformine 

La metformine est un agent insulino-sensibilisateur utilisé couramment dans le traitement de 

l'obésité et du diabète de type 2. Dans des hépatocytes isolés de rat, la metformine induit une 

diminution de la lipogenèse en activant l'AMPK (Zhou et al., 2001). Chez des souris ob/ob, la 

metformine induit une diminution de l'hépatomégalie, des concentrations en 
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aminotransférases et de la stéatose hépatique (Lin HZ et al., 2000). La première étude 

évaluant l'effet d'un traitement à la metformine chez des patients présentant une NASH a 

montré une amélioration des concentrations en aminotransférases et une diminution du 

volume hépatique (Marchesini et al., 2001b). Dans un rapport préliminaire, un traitement de 6 

mois avec de la metformine entraînait une amélioration des concentrations en enzymes 

hépatiques (Nair et al., 2004). Cependant, après un an de traitement une absence d'effets, que 

ce soit sur les concentrations en aminotransférases ou sur le plan histologique, a été observée. 

Une autre étude chez des patients présentant une NAFLD a montré qu'un traitement associant 

metformine et une restriction des apports caloriques, en particulier lipidiques, induisait une 

amélioration des concentrations d'aminotransférases mais sans amélioration de l'histologie 

hépatique (Uygun et al., 2004). Une autre étude a montré une amélioration des concentrations 

d'aminotransférases et de l'histologie hépatique suite à un traitement de 12 mois avec de la 

metformine (Bugianesi et al., 2005a). Au vu de l'importante disparité des résultats il reste 

encore à affirmer l'efficacité de la metformine comme traitement des NAFLD. 

 

4. Les thiazolidinediones 

Les thiazolidinediones (pioglitazone, rosiglitazone), ligands de PPARγ, sont des agents 

insulino-sensibilisateurs ayant des propriétés anti-inflammatoires et anti-fibrotiques 

(Buckingham, 2005). Le pioglitazone entraîne une diminution de la stéatose hépatique et de la 

fibrose dans un modèle de rats présentant une fibrose hépatique (Kawaguchi et al., 2004). 

Dans la première étude humaine, un traitement avec du pioglitazone pendant 48 semaines 

chez des patients non-diabétiques avec une NASH (évaluée par une biopsie) normalise les 

concentrations d'aminotransférases et diminue la stéatose et la fibrose (Promrat et al., 2004). 

Dans une autre étude, des patients avec NASH traités avec du rosiglitazone pendant un an 

présentaient une amélioration des concentrations d'enzymes hépatiques et du degré de fibrose 

(Neuschwander-Tetri et al., 2003). Cependant, une étude sur le rosiglitazone comme 

traitement de la NASH a montré une augmentation des risques d'infarctus du myocarde 

(Nissen et Wolski, 2007). Au vu de ces données la pertinence de l'utilisation des 

thiazolidinediones comme traitement des NAFLD doit encore être évaluée. 

 

5. Les anti-oxydants 

Avec l'insulinorésistance, le stress oxydatif joue un rôle essentiel dans le développement des 

NAFLD. Par conséquent des traitements avec différents antioxydants (vitamine E, vitamine 
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C, bétaine) ont été évalués chez les patients atteints de NAFLD. Un traitement avec de la 

vitamine E pendant un an entraînait une amélioration des concentrations d'enzymes 

hépatiques mais pas de changement du degré de stéatose et de fibrose (Hasegawa et al., 

2001). La combinaison des vitamines E et C n'améliore pas les concentrations d'enzymes 

hépatiques, ni le degré de stéatose mais diminue la fibrose (Harrison et al., 2003). Etant donné 

le rôle protecteur de la bétaine vis à vis de la stéatose hépatique chez le rat via l'augmentation 

de la S-adénosylméthionine, son efficacité dans le traitement de la NASH chez l'humain a été 

évaluée. Après un an de traitement avec de la bétaine, les concentrations d'aminotransférases 

et l'histologie hépatique étaient améliorées (Abdelmalek et al., 2001). 

 

6. L'acide ursodéoxycholique 

L'acide ursodéoxycholique (UDCA : ursodeoxycholic acid) pourrait agir comme un agent 

hépatoprotecteur en minimisant la toxicité des acides biliaires et en diminuant le stress 

oxydant. Des études ont montré un effet bénéfique de l'UDCA chez des patients atteints de 

NASH. Cependant, la diminution des concentrations d'enzymes hépatiques n'était pas toujours 

associée à une amélioration de l'histologie hépatique (Laurin et al., 1996, Lindor et al., 2004, 

Dufour et al., 2006). 

 

A ce jour il n'existe donc pas de traitement spécifique des NAFLD, mais l'on peut supposer, 

étant donné l'implication de la mitochondrie dans le développement de ces pathologies, que 

des molécules agissant sur la fonction mitochondriale pourraient être des traitements 

efficaces. Le rimonabant, antagoniste des récepteurs aux endocannabinnoïdes impliqués dans 

la régulation du métabolisme énergétique et le resvératrol, un polyphénol présentant une 

action similaire à la restriction calorique, apparaissent comme des traitements pertinents de la 

stéatose hépatique. 

 

 

VI.  Le rimonabant comme traitement des NAFLD 

Le composant naturel ∆9-tetrahydrocannabinol (∆9-THC) dérivé de la plante cannabis sativa 

est responsable des effets psychotropes de la marijuana et a été utilisé en médecine bien avant 

que son mécanisme d'action soit découvert. Les effets anti-émétiques et inducteurs de l'appétit 

du cannabis sont connus depuis des siècles mais c'est seulement en 1964 qu'ils ont été 
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attribués au ∆9-THC (Gaoni et Mechoulam, 1964). L'isolement du principe actif de la 

marijuana, le ∆9-THC, a été la première étape dans l'identification d'un système endogène 

désormais connu sous le nom de système endocannabinoïde. Le récepteur cannabinoïde 1 

(CB1 : cannabinoid receptor type 1) cloné dans le cerveau de rat en 1988 (Devane et al., 

1988) est responsable de la plupart des effets de la marijuana au niveau du système nerveux 

central. Un second récepteur, CB2 (cannabinoid receptor type 2), cloné en 1993 semble être le 

médiateur des effets immunomodulateurs de la marijuana (Munro et al., 1993). L'existence de 

ligands endogènes de ces récepteurs, les endocannabinoïdes, a été mise en évidence par la 

découverte du N-arachidonoyléthanolamine (anandamide) et du 2-arachidonoylglycérol (2-

AG) qui sont les deux principaux endocannabinoïdes (Devane et al., 1992, Mechoulam et al., 

1995). Le système endocannabinoïde est impliqué dans des régulations permettant le maintien 

de l'homéostasie énergétique via des effets centraux mais également périphériques. 

L'implication de ce système dans le développement de l'obésité a, par conséquent, été 

beaucoup étudiée et a donné lieu à la mise au point d'antagonistes. Parmi ces antagonistes, le 

rimonabant, est apparu comme étant un traitement efficace de l'obésité et des complications 

associées même si ses effets secondaires ne sont pas encore bien appréhendés. 

 

1. Le système endocannabinoïde 

Schématiquement, le système endocannabinoïde est composé des récepteurs CB1 et CB2, des 

ligands endogènes (endocannabinoïdes) et des enzymes intervenant dans la synthèse et la 

dégradation des endocannabinoïdes (Piomelli, 2003, De Petrocellis et al., 2004). Ce système a 

été extrêmement bien préservé au cours de l'évolution et est présent chez beaucoup d'espèces 

(De Petrocellis et al., 1999, Onaivi et al., 2002, McPartland et al., 2006) à l'exception des 

insectes (McPartland et al., 2001).  

 

a) Biosynthèse des endocannabinoïdes 

Les endocannabinoïdes sont synthétisés à partir de l'acide arachidonique (Figure 18). 

L'anandamide est synthétisée à partir de phospholipides membranaires selon deux réactions 

(Di Marzo et al., 1994, Sugiura et al., 1996, Cadas et al., 1997). La première réaction est 

responsable de la formation de N-arachidonoyl-phosphatidyléthanolamine (N-ArPE) via le 

transfert d'une chaîne d'acyl-gras de la position sn-1 de glycérophospholipides au groupe 

amine de la phosphatidyléthanolamine. Cette réaction peut être catalysée par une trans-N-

acyltransférase (NAT) dépendante du calcium associée à la membrane qui n'a pas encore été 
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identifiée précisément et par une NAT indépendante du calcium qui a récemment été 

caractérisée comme étant une RLP-1 (lecithin-retinol acyltransferase-like protein 1) (Jin et al., 

2007). La seconde réaction nécessaire à la synthèse de l'anandamide est une hydrolyse 

enzymatique de la N-ArPE catalysée par une N-acyl-phosphatidyléthanolamine-selective 

phospholipase D (NAPE-PLD) qui a récemment été clonée (Okamoto et al., 2004). Le 2-AG 

est synthétisé à partir des sn-1-acyl-2-arachidonoylglycérols (DAGs) produits par l'hydrolyse 

soit du phosphoinositol bis-phosphate (PIP2) catalysée par la PIP2-selective phospholipase C 

soit de l'acide phosphatidique catalysée par l'acide phosphatidique phosphohydrolase 

(Piomelli, 2003, De Petrocellis et al., 2004). Les DAGs sont ensuite convertis en 2-AG par 

des lipases sélectives des DAGs (Stella et al., 1997). Contrairement aux autres 

neurotransmetteurs, les endocannabinoïdes sont très lipophiles et ne peuvent donc pas être 

stockés dans des vésicules lipidiques intracellulaires. Par conséquent ils sont synthétisés en 

fonction de la demande suite à une augmentation de la concentration en calcium 

intracellulaire, à une dépolarisation membranaire ou encore suite à l'activation de certains 

récepteurs membranaires.  

 

b) Dégradation des endocannabinoïdes 

Après leur synthèse et libération, les endocannabinoïdes sont captés par les cellules via un 

transport facilité faisant intervenir un transporteur membranaire qui à ce jour n'a pas encore 

été caractérisé (Beltramo et al., 1997, Hillard et al., 1997). Une fois dans la cellule, les 

endocannabinoïdes sont dégradés par des enzymes spécifiques de leur nature chimique. La 

FAAH (fatty acid amide hydrolase) est essentiellement responsable de l'hydrolyse de 

l'anandamide en acide arachidonique et éthanolamine (Schmid et al., 1985, Hillard et al., 

1995, Ueda et al., 1995, Cravatt et al., 1996). Le 2-AG, quant à lui, est hydrolysé par des 

monoacylglycérol lipases en acide arachidonique et glycérol (Goparaju et al., 1999, Dinh et 

al., 2002). L'acide arachidonique, l'éthanolamine et le glycérol sont recyclés en 

phospholipides membranaires afin d'être à nouveau utilisés, au moins en partie, dans la voie 

de biosynthèse des endocannabinoïdes. 

 

c) Récepteurs aux cannabinoïdes et voies de signalisation 

A ce jour, deux récepteurs aux cannabinoïdes ont été identifiés, CB1 et CB2 qui appartiennent 

à la famille des récepteurs à 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG) 

et qui présentent deux caractéristiques majeures (Howlett et al., 2002). Premièrement, les 
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gènes codant pour ces récepteurs ne possèdent pas d'introns (Howlett et al., 2002) et 

deuxièmement,  l'homologie entre CB1 et CB2 est très faible (environ 48 %) et cela même 

dans les régions qui sont extrèmement conservées entre les différents membres de la famille 

des RCPG (Howlett et al., 2002). La différence majeure entre les deux récepteurs se situe 

dans la partie extracellulaire qui est plus longue de 74 acides aminés concernant CB1.  

 

 • Expression tissulaire des récepteurs aux cannabinoïdes 

 Le récepteur CB1 présente une plus grande expression et plus large distribution tissulaire que 

CB2 (Baker et al., 2006). Le récepteur CB1 est surtout exprimé au niveau du système nerveux 

central et représente ainsi le RCPG le plus exprimé au niveau central. Son expression est 

particulièrement abondante dans certaines régions cérébrales telles que les ganglions de la 

base, l'hippocampe, le système limbique, l'hypothalamus et le cortex (Herkenham et al., 1990, 

Tsou et al., 1998, Moldrich et Wenger, 2000, Lutz, 2002). Dans le système limbique, le 

récepteur CB1 est exprimé dans des régions contrôlant l'attractivité pour la nourriture et la 

motivation à la consommer, comme le noyau accumbens. Dans l'hypothalamus, le récepteur 

CB1 est exprimé dans les noyaux contrôlant la prise alimentaire. Par ailleurs, le récepteur 

CB1 est exprimé dans un grand nombre d'autres organes et en particulier dans les organes 

participant au maintien de l'homéostasie énergétique tels que le tractus gastro-intestinal (Izzo 

et al., 2001, Pinto et al., 2002), le foie (Osei-Hyiaman et al., 2005), le pancréas (Matias et al., 

2006, Juan-Picó et al., 2006), le muscle (Cavuoto et al., 2007b) et le tissu adipeux (Cota et 

al., 2003b, Bensaid et al., 2003). Le récepteur CB2, quant à lui, est principalement exprimé au 

niveau du système immunitaire (Baker et al., 2006) et a récemment été trouvé exprimé à 

faible niveau dans le cerveau (Gong et al., 2006). De par leur localisation différente, les 

récepteurs CB1 et CB2 semblent relayer des effets différents. CB1 apparaît comme étant 

spécifique des effets psychotropes et métaboliques des endocannabinoïdes alors que CB2 

jouerait plutôt un rôle immunomodulateur. 

 

 • Voies de signalisation du récepteur CB1 

Les récepteurs CB1 sont couplés à une protéine Gi/o et, de manière similaire à celle des 

récepteurs de la famille des RCPG, agissent sur l'activité cellulaire selon deux mécanismes 

principaux, la régulation de canaux ioniques et de l'activité de kinases intracellulaires 

(Howlett et al., 2002, Howlett, 2004, Díaz-Laviada et Ruiz-Llorente, 2005). L'activation des 

récepteurs CB1 entraîne l'inhibition de canaux calciques de type N et P/Q (Mackie et Hille, 
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1992, Caulfield et Brown, 1992, Twitchell et al., 1997) et l'ouverture de canaux potassiques 

ATP-dépendants (Mu et al., 1999) aboutissant à une inhibition de l'activité neuronale et 

d'autres activités cellulaires dépendantes du calcium. La modification de l'activité de ces 

canaux ioniques est probablement due à une interaction directe avec les protéines Gi et Go du 

récepteur CB1 (Wilson et Nicoll, 2002) mais peut également faire intervenir, au moins pour 

les canaux potassiques, des seconds messagers (Robbe et al., 2001, Azad et al., 2003). 

L'activation des récepteurs CB1 entraîne également des modifications de cascades de 

signalisation intracellulaire. Les protéines Gi/o du récepteur induisent une inhibition de 

l'adénylate cyclase et ainsi une diminution de la concentration d'AMPc (Howlett et al., 2002) 

aboutissant à une diminution de l'activité de la PKA. Par ailleurs, l'activation des récepteurs 

CB1 a des effets stimulants sur d'autres kinases telles que les MAPK et FAK (focal adhesion 

kinase) (Derkinderen et al., 1996, Derkinderen et al., 2003). Via la modulation de l'activité de 

ces kinases qui elles-mêmes régulent de nombreux facteurs de transcription tels que CREB 

(cAMP response element-binding), EGR1 (early growth response gene 1), c-Fos et c-Jun 

(Hoffman et al., 2003), l'activation du récepteur CB1 module la transcription de gènes et a 

ainsi des effets à plus longs termes. Enfin, l'activation des récepteurs CB1 peut également 

stimuler la PI-3 kinase et la protéine kinase B (Howlett, 2002) impliquées dans la régulation 

du métabolisme énergétique et de la prolifération cellulaire. 

 

d) Pharmacologie des récepteurs aux cannabinoïdes 

Plusieurs agonistes non spécifiques ont été synthétisés (Lambert et Fowler, 2005), notamment 

des analogues structuraux du ∆
9-THC tels que l'HU210 et le nabilone. Des antagonistes 

spécifiques des  récepteurs CB1 ont été synthétisés (AM251, AM281, LY320135) avec parmi 

eux le SR141716A ou rimonabant (Rinaldi-Carmona et al., 1994) (Figure 18). 

 

2. Effets du blocage des récepteurs CB1 par du rimonabant sur 

l'homéostasie énergétique 

Comme précisé précédemment le récepteur impliqué dans les effets des endocannabinoïdes 

sur la balance énergétique semble être CB1, CB2 ayant un rôle immunomodulateur. Les 

premiers résultats révélant l'impact des cannabinoïdes sur l'homéostasie énergétique et sur la 

régulation du poids corporel ont été obtenus par des études réalisées sur des fumeurs 

chroniques de marijuana dans des conditions contrôlées cliniquement. La consommation de 
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marijuana entraîne une augmentation de l'appétit, de la prise alimentaire et du poids 

(Greenberg et al., 1976). Alors que la prise alimentaire redevenait normale au cours du 

protocole, le poids continuait à augmenter. Ces résultats laissaient penser à l'existence d'effets 

indépendants de l'augmentation de la prise alimentaire sur la prise de poids. Ainsi une action 

périphérique des cannabinoïdes sur le métabolisme énergétique a été postulée. Des 

expériences de traitement avec un antagoniste des récepteurs CB1 (rimonabant) chez des 

rongeurs ont supporté ce postulat. En effet, le rimonabant induit une diminution de la prise 

alimentaire précoce et transitoire associée à une perte de poids qui elle est maintenue 

(Tableau 4). Des résultats similaires ont été obtenus avec un autre antagoniste des récepteurs 

CB1 (AM-251) chez des souris avec un régime induisant l'obésité (Hildebrandt et al., 2003). 

Ces différentes données sont en faveur d'un effet indépendant de la prise alimentaire sur le 

métabolisme énergétique périphérique. Ainsi le système endocannabinoïde via CB1 est 

impliqué physiologiquement dans la régulation de l'homéostasie énergétique en régulant d'une 

part la prise alimentaire et d'autre part le métabolisme énergétique au niveau périphérique. Il 

est désormais bien admis que le blocage des récepteurs CB1 par du rimonabant entraîne une 

augmentation de la dépense énergétique totale chez des rats de poids normal (Kunz et al., 

2008), chez des souris ob/ob (Liu et al., 2005) et chez des rats alimentés avec un régime riche 

en gras et en carbohydrates (Herling et al., 2008a). De même la dépense énergétique est 

augmentée chez des rats non-obèses traités avec un autre antagoniste CB1, l'AVE1625 

(Herling et al., 2007) ainsi que chez des sujets humains obèses traités avec du taranabant qui 

est également un antagoniste CB1 (Addy et al., 2008). Par ailleurs, les études cliniques 

concernant l'action du rimonabant ont montré qu'il n'induit pas seulement une perte poids, 

mais améliore également différents paramètres associés au syndrome métabolique tels que le 

profil lipidique et la sensibilité à l'insuline (Després et al., 2005, Van Gaal et al., 2005, Pi-

Sunyer et al., 2006, Scheen et al., 2006, Hollander, 2007). De même chez la souris avec un 

régime riche en gras, le rimonabant améliore les paramètres biochimiques et lipidiques 

sanguins tels que les concentrations en leptine, insuline, glucose, triglycérides et LDL-

cholestérol (Poirier et al., 2005). Les effets du blocage des récepteurs CB1 par le rimonabant 

sur la prise alimentaire, le poids et autres paramètres associés au syndrome métabolique 

reposent entre autres sur le fait que le système endocannabinoïde est hyperactivé dans les 

organes impliqués dans le maintien de l'homéostasie énergétique lors du développement de 

l'obésité (Engeli, 2008, Di Marzo, 2008). En effet, les concentrations sanguines d'anandamide 

et de 2-AG sont augmentées chez des femmes obèses (Engeli et al., 2005, Monteleone et al., 

2005). Le rimonabant via le blocage des récepteurs CB1 semble ainsi contrecarrer les effets 
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de l'hyperactivation du système endocannabinoïde observée dans le développement de 

l'obésité en agissant d'une part au niveau central principalement en régulant la prise 

alimentaire et d'autre part au niveau périphérique en régulant le métabolisme énergétique dans 

différents organes clés. 

 

a) Effets du rimonabant sur la prise alimentaire 

L'activation des récepteurs CB1 par des agonistes stimule la prise alimentaire même chez les 

animaux en état de satiété (Williams et al., 1998, Williams et Kirkham, 1999, Hao et al., 

2000). En revanche, le blocage des récepteurs CB1 par le rimonabant attenue les effets 

stimulants des agonistes CB1 sur la prise alimentaire et diminue fortement la consommation 

de nourriture palatable chez les animaux nourris ad libitum et de nourriture normale chez les 

animaux en restriction calorique (Simiand et al., 1998, Colombo et al., 1998, Rowland et al., 

2001,  Williams et Kirkham, 2002).  

Au niveau central, les endocannabinoïdes stimulent la prise alimentaire selon deux 

mécanismes : 

 • Les endocannabinoïdes agissent sur la motivation à trouver de la nourriture et à 

s'alimenter, notamment en interagissant avec la voie mésolimbique (Cota et al., 2003a). En 

effet, la voie dopaminergique mésolimbique est impliquée, entre autres, dans la motivation et 

dans les activités hédoniques en renforçant positivement les comportements apportant du 

plaisir. Les neurones dopaminergiques impliqués ne possèdent cependant pas de récepteurs 

CB1, mais sont inhibés par des neurones GABAergiques qui eux en possèdent (Fride, 2002). 

De ce fait, les endocannabinoïdes vont provoquer une levée de l'inhibition des neurones 

GABAergiques et par conséquent activer les neurones dopaminergiques. 

 • Suite à un jeûne de courte durée, les endocannabinoïdes régulent de façon transitoire 

l'expression ou l'action de médiateurs orexigènes et anorexigènes, conduisant ainsi à une 

stimulation de la prise alimentaire (Cota et al., 2003a). Les effets centraux des 

endocannabinoïdes ont en partie été mis en évidence par l'utilisation de souris dont le gène 

codant pour le récepteur CB1 a été invalidé (Cota et al., 2003b). Des expériences 

d'hybridation in situ ont mis en évidence, dans différentes zones de l'hypothalamus de souris 

contrôles, une colocalisation des ARNm de CB1 avec les ARNm de la CRH (corticotropin-

releasing hormone), du CART (cocaïne-amphetamine-regulated transcript), de la pre-pro-

orexine et de la MCH (melanin-concentrating hormone). Les souris CB1-/- surexpriment 

l'ARNm de la CRH (inhibiteur de la prise alimentaire) dans le noyau paraventriculaire, 
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suggérant ainsi que les effets centraux des endocannabinoïdes peuvent être en partie relayés 

par la CRH. A l'opposé, ces souris CB1-/- sous-expriment l'ARNm de CART (neuropeptide 

anorexigène) dans le noyau dorsomédian et dans l'aire hypothalamique latérale. Les auteurs 

ont émis l'hypothèse que cette diminution d'expression de CART pouvait être liée à la 

diminution de la concentration de leptine plasmatique qui est un régulateur positif de 

l'expression hypothalamique de CART. Chez des souris CART-/-, le rimonabant ne diminue 

pas la prise alimentaire, illustrant ainsi une influence directe des endocannabinoïdes sur 

l'expression et/ou la fonction du neuropeptide CART (Di Marzo et Matias, 2005). En 

revanche, le niveau d'expression de l'ARNm du neuropeptide Y (NPY) n'est pas altéré chez 

les souris CB1-/-, suggérant que l'effet des endocannabinoïdes sur la prise alimentaire est 

indépendant du NPY. 

Outre son action sur les neuropeptides centraux, la voie endocannabinoïde semble moduler la 

prise alimentaire en interagissant avec le nerf vague qui connecte le tractus gastro-intestinal 

aux noyaux du tronc cérébral impliqués dans le contrôle de la satiété. Ainsi, un jeûne de 

courte durée chez le rat stimule la synthèse d'anandamide dans le duodénum qui pourrait agir 

sur les fibres capsaicin-sensibles du nerf vague et réguler la satiété via la cholecystokinine 

(Kunos et Pacher, 2004). 

 

b) Effets du rimonabant au niveau du tissu adipeux 

L'effet du rimonabant sur le tissu adipeux se manifeste selon deux mécanismes. 

Premièrement, le rimonabant induit une diminution de l'effet des endocannabinoïdes, sécrétés 

localement par les adipocytes, sur la lipogenèse et le stockage de triglycérides. 

Deuxièmement, le rimonabant induit une augmentation de la libération de l'adiponectine dont 

la sécrétion est inhibée par les endocannabinoïdes. 

 

 • Hyperactivation du système endocannabinoïde dans le tissu adipeux et obésité : 

L'expression de plusieurs facteurs impliqués dans le métabolisme est altérée dans les tissus 

adipeux brun et blanc de souris nourries avec un régime induisant une obésité et ces 

altérations ne sont pas observées lorsque les récepteurs CB1 sont bloqués soit génétiquement 

soit pharmacologiquement (Jbilo et al., 2005). Ces observations suggèrent une 

hyperactivation de la signalisation CB1 dans le tissu adipeux en cas d'obésité. En effet, le 

niveau d'endocannabinoïdes et/ou des récepteurs CB1 est augmenté dans le tissu adipeux de 

rongeurs obèses (Bensaid et al., 2003, Matias et al., 2006). Par ailleurs, des préadipocytes 
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murins (3T3-F442A) traités avec de fortes concentrations en insuline se différencient en 

adipocytes hypertrophiés et présentent des concentrations augmentées de récepteurs CB1, de 

2-AG mais pas de l'anandamide comparés à ceux des préadipocytes (Matias et al., 2006). De 

même, des adipocytes isolés de tissu adipeux épididymal de souris obèses présentent des 

concentrations augmentées de 2-AG mais pas d'anandamide (Matias et al., 2006).  

 

 • Rimonabant et lipogenèse adipocytaire : 

 Le système endocannabinoïde participe à la lipogenèse et au stockage de triglycérides dans le 

tissu adipeux selon plusieurs mécanismes et ces effets sont contrecarrés par le blocage des 

récepteurs CB1. En effet, des souris dont le gène codant pour CB1 est inactivé présentent une 

quantité de masse grasse plus faible et une quantité de masse maigre plus élevée que des 

souris sauvages (Cota et al., 2003b). Par ailleurs, le traitement par du rimonabant de souris 

nourries avec un régime riche en gras entraîne une diminution de plus de 50 % de la masse du 

tissu adipeux ainsi qu'une diminution de la taille des adipocytes (Jbilo et al., 2005). Une autre 

étude sur des rates Wistar nourries avec un régime riche en gras et en carbohydrates et traitées 

avec du rimonabant a montré une diminution de la masse grasse par rapport à des rates, avec 

le même régime, non traitées mais également par rapport à des rates appariées aux rates 

traitées pour la prise alimentaire, suggérant ainsi un effet indépendant de la diminution de la 

prise alimentaire (Herling et al., 2008b). Différents mécanismes ont été mis en évidence pour 

expliquer l'activation de la lipogenèse et du stockage de triglycérides dans le tissu adipeux par 

les endocannabinoïdes. Le traitement d'adipocytes isolés de souris C57BL/6N avec un 

agoniste des récepteurs CB1, le WIN-55,212, induit une augmentation de l'activité de la LPL 

et cet effet est annulé par un traitement concomitant avec du rimonabant (Cota et al., 2003b). 

Cette observation suggère que le blocage des récepteurs CB1 par du rimonabant peut limiter 

l'activité de la LPL et ainsi diminuer l'hydrolyse des triglycérides et l'entrée d'acides gras dans 

l'adipocyte. Par ailleurs, le système endocannabinoïde stimule le captage du glucose, basal et 

stimulé par l'insuline, augmentant ainsi l'entrée du substrat pour la lipogenèse de novo dans 

l'adipocyte (Gasperi et al., 2007, Pagano et al., 2007) et cet effet est annulé par le rimonabant 

(Pagano et al., 2007). Le système endocannabinoïde semble ainsi impliqué dans la lipogenèse 

adipocytaire, ce qui est appuyé par le fait que l'expression de l'ARNm de CB1 corrèle 

positivement avec celle de l'ARNm de SREBP-1c (Blüher et al., 2006). De même, la 

stimulation des récepteurs CB1 dans les adipocytes entraîne l'inhibition de l'activité de 

l'AMPK (Kola et al., 2005). L'augmentation des acides gras libres sanguins observée lors du 



  

   - 55 - 

blocage des récepteurs CB1 chez des rats pourrait également illustrer une augmentation de la 

lipolyse adipocytaire (Herling et al., 2007, Herling et al., 2008b). Dans le tissu adipeux blanc 

de souris alimentées avec un régime riche en gras, un traitement par du rimonabant induit 

l'expression d'ARNm de gènes impliqués dans l'oxydation des acides gras et la fonction 

mitochondriale tels que la carnitine acyltransférase, la CPT II, l'enoyl-CoA hydratase, la sous-

unité IVa de la cytochrome c oxydase et l'ANT (Jbilo et al., 2005). Dans le tissu adipeux brun 

des souris de la même étude, le rimonabant entraîne une augmentation de l'expression 

d'ARNm de gènes codant pour des complexes de la chaîne respiratoire incluant les complexes 

I, III et l'ATP synthase. Dans le tissu adipeux brun de rats traités avec du rimonabant 

l'expression  de la protéine UCP1 est augmentée (Verty et al., 2009). Par ailleurs, le 

rimonabant entraîne une augmentation de la biogenèse mitochondriale dans le tissu adipeux 

blanc, en induisant l'expression de la NO synthase endothéliale (Tedesco et al., 2008). 

 

 • Rimonabant et production d'adiponectine : 

La stimulation des récepteurs CB1 par l'agoniste pharmacologique HU210 ou par les 

endocannabinoïdes sécrétés par les adipocytes entraîne une diminution de l'expression de 

l'ARNm de l'adiponectine dans des adipocytes murins 3T3-F442A et dans le tissu adipeux de 

rats Zucker alors que le blocage des récepteurs CB1 par du rimonabant induit une 

augmentation de l'expression et de la sécrétion d'adiponectine (Bensaid et al., 2003, Matias et 

al., 2006, Gary-bobo et al., 2006). L'augmentation de la production d'adiponectine par le 

rimonabant pourrait contribuer à l'amélioration de la sensibilité à l'insuline observée avec un 

traitement par du rimonabant. 

 

c) Effets du rimonabant au niveau du muscle 

Un traitement chronique de souris ob/ob avec du rimonabant entraîne une amélioration de 

l'entrée du glucose dans le muscle soleus isolé (Liu et al., 2005). Par ailleurs, la faible 

expression du récepteur CB1 en condition physiologique dans le muscle soleus de souris 

augmente quand les souris sont alimentées avec un régime riche en gras (Pagotto et al., 2006). 

Quoi qu'il en soit, il reste à déterminer si l'effet du rimonabant sur le muscle est un effet direct 

ou un effet indirect médié par l'adiponectine. Une étude sur des cultures primaires de 

myotubes issus de patients obèses ou non, a montré que le traitement par un antagoniste des 

récepteurs CB1 (AM251) induisait une augmentation de l'expression de l'AMPKα1 mais 
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également une diminution de l'expression de la PDK4 suggérant ainsi une augmentation de 

l'oxydation du glucose (Cavuoto et al., 2007a). 

 

d) Effets du rimonabant au niveau du foie 

Un régime riche en gras chez des souris entraîne une hyperactivation du système 

endocannabinoïde illustrée par une augmentation de la concentration d'anandamide due à une 

diminution de l'activité de la FAAH responsable de sa dégradation ainsi que par 

l'augmentation de l'expression du récepteur CB1 (Osei-Hyiaman et al., 2005). L'activation in 

vivo des récepteurs CB1 avec l'agoniste HU210 chez des souris induit l'augmentation de 

l'expression de gènes codant pour des facteurs impliqués dans la lipogenèse tels que SREBP-

1c, ACC1 et FAS (Osei-Hyiaman et al., 2005). Dans cette même étude, l'augmentation de 

l'expression de ces gènes, n'est pas retrouvée chez des souris dont le gène codant pour CB1 a 

été inactivé, suggérant ainsi que l'effet observé est dépendant des récepteurs CB1. La synthèse 

d'acides gras mesurée in vivo chez la souris sauvage (CB1+/+) et in vitro dans des hépatocytes 

isolés est stimulée par un agoniste des récepteurs CB1 (HU210) et cet effet est annulé par un 

traitement avec du rimonabant (Osei-Hyiaman et al., 2005). Chez les souris CB1-/-, cet effet 

n'est pas retrouvé, illustrant également un effet médié par le récepteur CB1. Par ailleurs, les 

souris sauvages (CB1+/+) alimentées avec un régime riche en gras développent une stéatose 

hépatique, ce qui n'est pas le cas pour les souris CB1-/- (Osei-Hyiaman et al., 2005). De 

même le blocage des récepteurs CB1 par du rimonabant diminue la stéatose hépatique chez 

des rats Zucker obèses (Gary-Bobo et al., 2007). Récemment Osei-Hyiaman et al. (2008), ont 

montré que le traitement de souris avec un agoniste des récepteurs CB1 (HU210) entraîne une 

diminution de l'activité de la CPT I et que cet effet est contrecarré par du rimonabant. Le 

rimonabant, en inhibant la lipogenèse et en activant l'oxydation des acides dans le foie, 

participe à la diminution de l'accumulation de triglycérides hépatiques associée à un régime 

riche en gras.  

 

Le blocage des récepteurs CB1 par ses actions multiples, centrales et périphériques, sur 

différents organes, permet non seulement une diminution du poids mais également une 

amélioration du profil lipidique et de la sensibilité à l'insuline (Figure 19). 
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VII.  Le resvératrol comme traitement des NAFLD 

Le resvératrol (3,5,4'-trihydroxystilbene) est un polyphénol de la classe des stilbènes (Figure 

20) initialement isolé à partir de racines de vératre blanc (Veratrum grandiflorum) puis à 

partir de racines de Polygonium cuspidatum, une plante utilisée dans la médecine chinoise et 

japonaise traditionnelle (Takaoka, 1940, Nomomura et al., 1963). En outre, le resvératrol est 

présent dans certains fruits tels que le raisin, les mûres et les cacahuètes. Initialement 

caractérisé comme une phytoalexine (composant toxique produit par les plantes en réponse à 

une infection ou à d'autres stress tels qu'une privation de nutriments), le resvératrol n'attirait 

que peu d'intérêt, jusqu'au moment où il fut postulé qu'il pouvait être la clé du "paradoxe 

français" défini par les effets cardioprotecteurs du vin rouge (Sieman et Creasy, 1992, Kopp, 

1998). Depuis de nombreuses études ont mis en évidence que le resvératrol pouvait prévenir 

ou ralentir la progression d'une large variété de pathologies telles que le cancer (Jang et al., 

1997), les maladies cardiovasculaires (Bradamante et al., 2004), les ischémies cérébrales 

(Wang et al., 2002, Sinha et al., 2002) et pouvait également améliorer la résistance au stress et 

augmenter la durée de vie de nombreux organismes, de la levure aux vertébrés (Howitz et al., 

2003, Valenzano et al., 2006). Chez la souris, le resvératrol prévient la prise de poids et 

améliore la sensibilité à l'insuline dans le contexte d'un régime riche en gras (Baur et al., 

2006, Lagouge et al., 2006). Les mécanismes par lesquels le resvératrol exerce ces effets 

bénéfiques ne sont pas encore complètement identifiés. Hormis son activité antioxydante 

intrinsèque (Tadolini et al., 2000, López-Vélez et al., 2003), le resvératrol régule l'activité de 

différentes enzymes, incluant la sirtuine SIRT1 dont il est activateur allostérique (Tableau 5).  

 

1. Les sirtuines 

La restriction calorique permet d'allonger la durée de vie et de diminuer l'incidence de 

pathologies associées au vieillissement telles les maladies cardiovasculaires, le diabète et le 

cancer dans des modèles animaux (Masoro, 2000, Bordone et Guarente, 2005). Même si 

l'effet bénéfique de la restriction calorique chez les mammifères est bien connu, les 

mécanismes moléculaires impliqués ne sont pas complètement élucidés (Koubova et 

Guarente, 2003). Cependant, une famille de protéines très conservées, les sirtuines, semblent 

être d'importants médiateurs des effets bénéfiques de la restriction calorique. Le premier 

membre de la famille des sirtuines mis en évidence chez Saccharomyces cervisiae est la 

protéine Sir2 (silent information regulator 2), une histone déacétylase dépendante du NAD+ 
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(Imai et al., 2000, Landry et al., 2000, Smith et al., 2000). Les sirtuines déacétylases 

catalysent une réaction couplant la déacétylation d'une lysine à l'hydrolyse du NAD+. Le fait 

que le fonctionnement des sirtuines soit dépendant du NAD+ suggère que cette activité 

enzymatique est directement liée au statut énergétique cellulaire (Anderson et al., 2003, 

Bitterman et al., 2002, Lin SJ et al., 2000, Lin SJ et al., 2002, Lin et al., 2004). Chez S. 

cerevisiae, il existe quatre sirtuines (Hst1-Hst4 : homologues of Sir two 1-4) en plus de Sir2, 

alors que chez la souris et l'homme sept sirtuines ont été identifiées (SIRT1-7) (Tableau 6). 

Même si, la sirtuine la plus étudiée est SIRT1, de plus en plus d'études montrent l'importance 

des autres sirtuines dans la régulation de l'homéostasie énergétique, notamment les sirtuines 3 

et 4 localisées dans la mitochondrie. 

 

a) SIRT1 et métabolisme 

SIRT1 a été montrée comme jouant un rôle régulateur important dans l'homéostasie 

glucidique et lipidique. Dans le tissu adipeux, SIRT1 inhibe l'adipogenèse à partir des pré-

adipocytes et diminue le stockage de triglycérides dans les cellules différenciées, en inhibant 

la transcription de PPARγ (Picard et al., 2004). En effet, SIRT1 en se liant à NCoR (nuclear 

receptor corepressor) et à SMRT (silencing mediator of retinoid and thyroid hormone 

receptor) forme un complexe SIRT1/NCoR/SMRT qui réprime la transcription de PPARγ en 

se fixant sur les régions régulatrices transcriptionnelles (Picard et al., 2004). Dans les cellules 

β pancréatiques, SIRT1 est un régulateur positif de la sécrétion d'insuline en augmentant la 

synthèse d'ATP via la répression du gène codant pour UCP2 (Moynihan et al., 2005, Bordone 

et al., 2006). Dans le foie, SIRT1 régule la néoglucogenèse en activant PGC1α et FOXO1, 

tous deux impliqués dans la régulation de la transcription de gènes codant pour des enzymes 

clés de la néoglucogenèse (Rodgers et al., 2005, Frescas et al., 2005). L'inactivation 

spécifiquement hépatique du gène codant pour SIRT1 entraîne une hypoglycémie, une 

diminution de la production hépatique de glucose, une diminution du cholestérol sanguin et 

une augmentation des acides gras libres hépatiques et ces changements sont corrélés à une 

diminution de l'expression de gènes codant pour des protéines impliquées dans la 

néoglucogenèse, l'oxydation des acides gras et la dégradation du cholestérol (Rodgers et 

Puigserver, 2007).  
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b) SIRT3 et métabolisme 

Initialement, SIRT3 a été identifiée au niveau de la mitochondrie, puis il a été démontré 

l'existence d'une forme de SIRT3 nucléaire qui est transloquée dans la mitochondrie en 

situation de stress cellulaire (Onyango et al., 2002, Schwer et al., 2002, Scher et al., 2007). 

Chez la souris, la restriction calorique induit une augmentation de l'expression de SIRT3 dans 

les tissus adipeux brun et blanc (Shi et al., 2005). L'exposition au froid induit également 

l'expression de SIRT3 dans le tissu adipeux brun (Shi et al., 2005). L'expression constitutive 

de SIRT3 dans des adipocytes bruns (HIB1B) entraîne l'augmentation de l'expression de 

PGC1α et d'UCP1 ainsi qu'une augmentation de la consommation d'oxygène mitochondriale 

associée à une diminution du potentiel de membrane mitochondrial (Shi et al., 2005). Ces 

données suggèrent que SIRT3 est impliquée dans la régulation de la fonction mitochondriale 

et par conséquent de la thermogenèse adaptative dans le tissu adipeux brun. Récemment, une 

hyperacétylation des protéines mitochondriales a été mise en évidence chez des souris dont le 

gène codant pour SIRT3 a été inactivé (Lombard et al., 2007). De manière surprenante, les 

souris SIRT3-/- de l'étude précédente malgré l'hyperacétylation des protéines mitochondriales 

ne présentent pas de défauts métaboliques majeurs. Dans le foie de souris SIRT3-/-, 

l'acétylation du complexe I de la chaîne respiratoire est augmentée et associée à une 

diminution de la consommation d'oxygène mitochondriale avec des substrats du complexe I 

(glutamate + malate) suggérant ainsi que SIRT3 pourrait être impliquée dans la régulation du 

fonctionnement mitochondrial via la déacétylation du complexe I (Ahn BH et al., 2008). 

 

c) SIRT4 et métabolisme 

SIRT4 est dépourvue d'activité déacétylase mais présente une activité mono-ADP-

ribosyltransférase (Haigis et al., 2006, Ahuja et al., 2007). SIRT4 inhibe l'activité 

enzymatique de la glutamate déshydrogénase (GDH) par une ADP-rybosylation (Haigis et al., 

2006). La GDH est impliquée dans la conversion du glutamate en α-kétoglutarate, un 

intermédiaire du cycle de Krebs. Dans les cellules β pancréatiques, le cycle de Krebs permet 

de connecter le statut nutritionnel à la sécrétion d'insuline. En effet, le glucose et les acides 

aminés entraînent une augmentation du flux du cycle de Krebs et ainsi une augmentation de la 

production d'ATP par la chaîne respiratoire mitochondriale. L'augmentation du rapport 

ATP/ADP permet l'ouverture des canaux potassiques dépendants de l'ATP, qui eux-mêmes 

une fois activés vont permettre l'ouverture des canaux calciques voltage-dépendants, 

aboutissant ainsi à la libération d'insuline par exocytose. L'inhibition de SIRT4 par un ARNi 
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dans des cellules productrices d'insuline (INS-1E) est associée à une augmentation de la 

production d'insuline alors que la surexpression de SIRT4 inhibe la production d'insuline 

(Ahuja et al., 2007). De même, des souris dont le gène codant pour SIRT4 a été inactivé, 

présentent une diminution du taux d'ADP-rybosylation de la GDH associée à une 

augmentation de son activité ainsi qu'une augmentation de la sécrétion d'insuline stimulée par 

les acides aminés (Haigis et al., 2006). Cet effet de SIRT4 sur la sécrétion d'insuline semble 

opposé à celui de SIRT1 qui augmente la sécrétion d'insuline. En fait, l'activité de SIRT4 est 

diminuée dans les cellules β pancréatiques au cours de la restriction calorique, et des ilôts 

pancréatiques isolés de souris en restriction calorique, présentent une augmentation de la 

sécrétion d'insuline stimulée par les acides aminés (Haigis et al., 2006). 

SIRT4 est exprimée de manière ubiquitaire et a probablement d'autres rôles dans d'autres 

organes que le pancréas. Dans le foie, la GDH participe à la régulation de la néoglucogenèse 

et est activée en situation de restriction calorique (Hagopian et al., 2003). Cette augmentation 

de l'activité de la GDH au cours de la restriction calorique peut être due à une diminution de 

l'expression de SIRT4. Par ailleurs, SIRT4 interagit avec d'autres protéines mitochondriales, 

l'ANT2, l'ANT3 et l'IDE (insulin-degrading enzyme), mais la conséquence biologique de ces 

interactions reste à déterminer (Ahuja et al., 2007). 

 

d) Sirtuines et régulation des acétyl-CoA synthétases 

Chez les mammifères, l'acétate provient de sources exogènes (fermentation bactérienne dans 

l'intestin et source alimentaire telle que le vinaigre) et endogènes (métabolisme de l'éthanol, 

conversion de l'acétyl-CoA par l'acétyl-CoA hydrolase, hydrolyse de l'acétylcholine par les 

acétylcholinestèrases, déacétylation de lysine par les déacétylases) (Buckley et Williamson, 

1977, Wolfe, 2005). L'acétate peut être converti en acétyl-CoA par des acétyl-CoA 

synthètases (AceCS) dans le cytoplasme (AceCS1) ou dans la mitochondrie (AceCS2). 

L'acétyl-CoA formé peut être utilisé pour la synthèse des acides gras et du cholestérol ou peut 

entrer dans le cycle de Krebs. Chez Salmonella enterica, l'activité catalytique des AceCS est 

régulée par acétylation. En effet, l'homologue bactérien de Sir2 chez la levure, CobB, 

déacétyle et ainsi active AceCS (Tsang et Escalante-Semerena, 1998, Starai et al., 2002, 

Starai et Escalante-Semerena, 2004). Le mode de régulation des AceCS découvert chez la 

bactérie semble être conservé chez les mammifères (Schwer et al., 2006, Hallows et al., 

2006). En effet, il a été mis en évidence que AceCS1 est activée par déacétylation par SIRT1 

et AceCS2 par SIRT3 (Schwer et al., 2006, Hallows et al., 2006).  
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L'expression d'AceCS1 est ubiquitaire mais est plus élevée dans les reins, les ovaires, les 

testicules et le foie, organes dans lesquels elle est induite par SREBP (Luong et al., 2000, 

Ikeda et al., 2001). L'activité de l'AceCS1 augmente en parallèle de la concentration d'insuline 

en réponse à un régime riche en carbohydrates visant à induire la synthèse d'acides gras (Sone 

et al., 2002). L'augmentation du niveau de SIRT1 durant le jeûne et la restriction calorique 

peut conduire à l'activation par déacétylation de l'AceCS1 et ainsi fournir de l'acétyl-CoA 

pour la synthèse des acides gras. En effet, la surexpression de SIRT1 induit une augmentation 

de la synthèse des acides gras à partir de l'acétate (Hallows et al., 2006). Le fait que 

l'expression de l'AceCS1 est diminuée dans le foie durant le jeûne (Sone et al., 2002), peut 

expliquer pourquoi dans ces conditions, la synthèse d'acides gras est diminuée dans le foie.  

L'AceCS2 est exprimée dans le cœur, les reins et les muscles squelettiques mais pas dans le 

foie. Etant donné que les mitochondries hépatiques sont un lieu de production d'acétate via la 

cétogenèse, si l'AceCS2 était exprimée, elle générerait un cycle futile dans lequel l'acétate 

serait retransformé en acétyl-CoA à défaut d'être exporté vers les tissus comme source 

énergétique. La surexpression de l'AceCS2 entraîne une augmentation de l'oxydation illustrée 

par une génération de CO2 (Fujino et al., 2001, Hallows et al., 2006). L'AceCS2 permet ainsi 

la formation d'acétyl-CoA qui va entrer dans le cycle de Krebs afin de fournir des coenzymes 

réduits à la chaîne respiratoire mitochondriale. Dans des conditions de restriction calorique et 

de cétogenèse, l'acétyl-CoA généré par la dégradation des acides gras dans le foie est utilisé 

afin de produire des corps cétoniques exportés vers les tissus extra-hépatiques. L'expression 

de l'AceCS2 est induite dans les tissus extra-hépatiques dans des conditions de cétogenèse et 

son activité est potentiellement stimulée par SIRT3 dans ces mêmes conditions, afin de 

permettre la transformation d'acétate en acétyl-CoA (Fujino et al., 2001). 

 

2. Resvératrol et stéatose hépatique 

La restriction calorique associée à l'activité physique semble être l'option la plus efficace afin 

de traiter le syndrome métabolique et la stéatose hépatique pouvant lui être associée. 

Cependant la restriction calorique est difficile à mettre en place et à maintenir chez les 

patients présentant ces pathologies. Le resvératrol ayant une action mimant la restriction 

calorique, semble être un traitement pertinent de la stéatose hépatique (Ingram et al., 2006, 

Pearson et al., 2008). En effet, le resvératrol entraîne une diminution de l'accumulation de 

lipides dans le foie que ce soit dans des modèles animaux ou cellulaires de stéatose hépatique 

(Zang et al., 2006, Baur et al., 2006, Shang et al., 2008, Bujanda et al., 2008, Ahn J et al., 
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2008, Hou et al., 2008, Wang et al., 2009). L'action bénéfique du resvératrol sur la stéatose 

hépatique se manifeste par une diminution de la lipogenèse hépatique. En effet, le resvératrol 

annule l'augmentation de l'expression des gènes impliqués dans la lipogenèse (SREBP-1c, 

FAS, ACC), induite dans des modèles animaux ou cellulaires de stéatose hépatique (Ahn J et 

al., 2008, Shang et al., 2008, Wang et al., 2009). En outre, une étude récente a mis en 

évidence que le resvératrol induisait une diminution de la synthèse des acides gras in vitro 

dans des hépatocytes de rats isolés (Gnoni et Paglialonga, 2009). Chez des souris soumises à 

un régime riche en gras, la surexpression de SIRT1 entraîne une diminution de la stéatose 

hépatique ainsi qu'une diminution de l'expression de SREBP-1c (Pfluger et al., 2008), 

suggérant ainsi que les effets du resvératrol sur la lipogenèse seraient dépendants de SIRT1. 

En effet, l'inhibition de la lipogenèse par le resvératrol est médiée par SIRT1 qui conduit à 

l'activation de l'AMPK via l'AMPK kinase, LKB1 (Hou et al., 2008).  

 

3. Resvératrol et fonction mitochondriale 

Un des mécanismes par lesquels le resvératrol diminuerait la stéatose hépatique pourrait 

passer par une augmentation de la fonction mitochondriale afin d'augmenter la consommation 

de substrats énergétiques notamment des acides gras. Une première étude a mis en évidence 

que le resvératrol induit une diminution de l'acétylation de PGC1α associée à une 

augmentation du nombre de mitochondries que ce soit dans le foie de souris alimentées avec 

un régime riche en gras (évalué par microscopie électronique) ou dans les cellules HeLa 

(évalué avec la sonde fluorescente Mitotracker) (Baur et al., 2006). Une seconde étude a mis 

en évidence une augmentation de la quantité d'ADNmt dans le muscle et le tissu adipeux brun 

de souris alimentées avec un régime riche en gras et traitées avec du resvératrol (Lagouge et 

al., 2006). La quantité d'ADNmt dans le foie de ces souris ne varie pas malgré une 

augmentation de l'expression de PGC1α. Dans le muscle gastrocnémien de ces souris traitées 

avec du resvératrol, l'ARNm et la protéine de PGC1α sont augmentés ainsi que les ARNm de 

NRF1 et TFAM. Par ailleurs, cette étude a mis en évidence une diminution de l'acétylation de 

PGC1α dans le muscle médiée par SIRT1. Le resvératrol via SIRT1 semble ainsi augmenter 

la biogenèse mitochondriale. 
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MATERIEL ET METHODES 
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A – TRAVAUX SUR MODELES ANIMAUX 

I.  Animaux et modèles 

Les expérimentations animales ont été réalisées selon les recommandations de la convention 

européenne sur la protection des animaux vertébrés utilisés à des fins expérimentales ou à 

d’autres fins scientifiques. Les animaux ont été hébergés à l'animalerie du centre hospitalier 

universitaire d'Angers dans des pièces contrôlées en température (20 ± 2°C) avec un cycle 

jour/nuit de 12:12 h. 

 

1. Rats  Zucker 

Les rats mâles de la souche Zucker obèses (fa/fa) et contrôles (fa/+) ont été fournis par 

Charles Rivers (L'Arbresle, France). Les animaux ont eu un libre accès à l'eau et à la 

nourriture standard (U-A-R A04; Epinay-sur-Orge, France), dont la composition est détaillée 

dans le Tableau 7. Pour cette étude, les rats ont été sacrifiés à l'âge de 11 semaines. La nuit 

précédant le jour d'expérimentation, la nourriture a été retirée de la cage. Les rats ont été 

anesthésiés par inhalation d'isoflurane et du sang a été prélevé en intracardiaque. Après 

sacrifice par décapitation, le foie a été prélevé et pesé. Une partie a été congelée à -80°C et 

une autre placée dans du tampon d'isolement froid (cf partie A-II-2). 

 

2. Rats nourris avec un régime riche en gras pendant différentes durées 

Les rats mâles de la souche Sprague-Dawley sont issus de l'élevage de l'animalerie du centre 

hospitalier universitaire d'Angers. A l'âge de 2 mois, des rats ont été mis sous régime riche en 

gras (UPAE, Jouy-en-Josas) à base de 35 % de saindoux (Tableau 7). Les animaux ont eu un 

libre accès à l'eau et à la nourriture. Les rats ont été sacrifiés après 0 (contrôles), 2, 4, ou 8 

semaines de régime riche en gras. La nuit précédant le jour d'expérimentation, la nourriture a 

été retirée de la cage. Les rats ont été anesthésiés par inhalation d'isoflurane et du sang a été 

prélevé en intracardiaque. Après sacrifice par décapitation, le foie a été prélevé et pesé. Une 

partie a été congelée à -80°C et une autre placée dans du tampon d'isolement froid (cf partie 

A-II-2). Le tissu adipeux épididymaire ou fat pad a également été prélevé et pesé. 
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3. Rats nourris avec un régime riche en gras et traités avec du 

rimonabant 

Des rats mâles de la souche Sprague-Dawley âgés de 2 mois ont été alimentés avec un régime 

riche en gras (Tableau 7) pendant 13 semaines. Pendant les 3 dernières semaines de régime 

riche en gras, les rats ont été divisés en 3 groupes : 

 • un groupe "rimonabant", dans lequel les rats ont été traités avec du rimonabant [N-

piperidino-5-(4-chlorophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-methylpyrazole-3-carboxamide] 

(Sanofi-Synthelabo, Montpellier, France). L'administration du rimonabant a été faite par voie 

orale, à raison de 10 mg/kg/jour dilué dans une solution à 0,1 % de Tween 80 (Sigma Aldrich, 

Lyon, France) de manière à obtenir un volume final de 1 ml. Le traitement a été réalisé juste 

avant le début de la phase "nuit" de l'animalerie. Une solution de rimonabant a été préparée 

tous les jours juste avant le traitement. 

 • un groupe "pair-fed", dans lequel chaque rat a reçu la même quantité de nourriture 

que le rat traité avec du rimonabant lui correspondant ainsi que le diluant (1 ml). Le fait que 

les rats aient consommé la totalité de la nourriture a été vérifié chaque jour. 

 • un groupe "témoin", dans lequel les rats ont seulement reçu le diluant (1 ml). 

 

Durant la période de traitement le poids et la prise alimentaire ont été mesurés 

quotidiennement. La nuit précédant le jour d'expérimentation, la nourriture a été retirée de la 

cage. Les rats ont été anesthésiés par inhalation d'isoflurane et du sang a été prélevé en 

intracardiaque. Après sacrifice par décapitation, le foie a été prélevé et pesé. Une partie a été 

congelée à -80°C et une autre placée dans du tampon d'isolement froid (cf partie A-II-2). Le 

tissu adipeux épididymaire ou fat pad a également été prélevé et pesé. 

 

 

II.  Isolement des mitochondries de foie 

1. Principe 

La procédure d'isolement des mitochondries repose sur la technique de fractionnement 

cellulaire par centrifugation différentielle adaptée de la méthode de Krähenbühl et al. (1994). 
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2. Réactifs 

Tampon d'isolement : 

 

 
Masse molaire 

(g/mol) 
Concentration finale 

(mM) 
Masse (g) 

qsp 1 L d'eau distillée 

Saccharose 342,3 100 34,23 

KCl 74,55 50 3,73 

Tris base 121,14 50 6,06 

EGTA 380,4 5 1,90 

 

Le pH est ajusté à 7,4 avec de l'HCl 5 M et le tampon est conservé à 4°C pendant 3 mois. 

 

3. Protocole 

Après prélèvement, le morceau de foie dédié à l'isolement des mitochondries est pesé et placé 

dans du tampon d'isolement à 4°C. Toutes les étapes sont ensuite réalisées dans une chambre 

froide à 4°C. Le foie est finement haché à l’aide de ciseaux puis rincé trois fois avec du 

tampon d’isolement (8 volumes). La préparation est ensuite homogénéisée au Potter (7 allers-

retours, 1000 tours/min) dans du tampon d’isolement (10 ml/g de tissu). L’homogénat obtenu 

est centrifugé à 600 g pendant 10 min à 4°C. Le surnageant est filtré sur une couche de gaze et 

centrifugé à 7000 g pendant 10 min à 4°C. Le culot est ensuite repris dans 10 volumes de 

tampon d’isolement et la suspension est centrifugée à 3500 g pendant 10 min à 4°C. Le culot 

est repris dans un minimum de tampon d’isolement (0,25 ml par gramme de tissu) et conservé 

dans la glace.  

 

 

III.  Dosage protéique 

1. Principe 

La concentration en protéines de la suspension mitochondriale est dosée selon une méthode 

colorimétrique utilisant l'acide bicinchoninique (BC Assay kit, Interchim, Montluçon, 
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France). Ce dosage consiste en la réduction des ions Cu2+ en Cu+ par les liaisons peptidiques 

des protéines. L'acide bicinchoninique chélate les ions Cu+ avec une très forte spécificité 

aboutissant à la formation d'un complexe soluble coloré en violet. La réduction des ions Cu2+ 

en Cu+ par les protéines peut être ainsi mesurée par lecture de l'absorbance à 562 nm. La 

concentration en protéines de l'échantillon peut alors être calculée à l'aide d'une gamme étalon 

obtenue avec des concentrations connues de BSA (0,25 et 0,50 mg/ml). 

 

2. Protocole 

Les échantillons sont dilués dans du tampon d'isolement à deux concentrations différentes 

(1/50 à 1/125). Une gamme de BSA (0,25 et 0,50 mg/ml) est réalisée dans du tampon 

d'isolement à partir de la solution stock de 2 mg/ml. Une solution de travail est préparée à 

partir du réactif A (49 volumes) contenant l'acide bicinchoninique et du réactif B (1 volume) 

contenant du sulfate de cuivre. Pour chaque échantillon, points de gamme et blanc (tampon 

d'isolement), 50 µl sont ajoutés dans 1 ml de solution de travail. Après une incubation de 30 

minutes à 37°C, l'absorbance est mesurée à 562 nm avec un spectrophotomètre (Thermo 

Scientific, Perbio, Brebières, France). 

 

 

IV.  Mesure de la consommation d'oxygène mitochondriale 

1.  Principe 

La consommation d'oxygène de mitochondries isolées est mesurée par polarographie sur 

l'oxygraphe Oxytherm (Hansatech intruments, Cergy Pontoise, France) composé d'une 

chambre de mesure thermostatée (37°C) et d'une électrode sensible à l'oxygène (électrode de 

Clark) reliée à un ordinateur permettant ainsi de visualiser la concentration d'oxygène 

(nmol/ml) en fonction du temps (minutes). 

 

a) Principe de l'électrode de Clark 

L'électrode de Clark est composée d'une cathode en platine polarisée à -0,6 V et d'une anode 

en argent reliées par un électrolyte (KCl 3 M) et isolées de la cuve de mesure par une 

membrane de téflon perméable à l'oxygène. Dans ces conditions, les molécules d'oxygène 
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présentes dans la cuve de mesure diffusent à travers la membrane et sont réduites à la cathode 

selon la réaction suivante :  

 

O2 + 4H+ + 4e- → 2H2O 

 

La réaction d'oxydation qui se produit de manière concomitante au niveau de l'anode est : 

  

4Ag + 4Cl- → 4AgCl + 4e- 

 

L'équation bilan de la réaction est alors : 

 

4Ag + 4Cl- + O2 + 4H+ 
→ 4AgCl + 2H2O 

 

Le courant ainsi généré est proportionnel à la concentration d'oxygène dissous dans le milieu. 

 

b) Principe des mesures de consommation d'oxygène 

La consommation d'oxygène mitochondriale est déterminée en utilisant différentes 

combinaisons de substrats et d'inhibiteurs de la chaîne respiratoire :  

 • Pyruvate + malate : Le pyruvate, une fois entré dans la mitochondrie, est 

transformé en acétyl-CoA par la pyruvate déshydrogénase (formation d'un NADH). L'acétyl 

CoA peut alors entrer dans le cycle de Krebs et entraîner la formation de NADH. L'utilisation 

d'une forte concentration de malate permet l'inhibition de la succinate déshydrogénase et donc 

la formation de FADH2. L'utilisation de pyruvate + malate comme substrats, permet alors de 

mesurer la consommation d'oxygène uniquement liée à l'entrée des électrons via le complexe I 

(NADH). 

 • Succinate + roténone : La roténone inhibe le complexe I évitant ainsi le flux reverse 

d'électrons vers le complexe I et le succinate fourni des électrons au complexe II.  

 • Palmitoyl-l-carnitine + malate : Le palmitoyl-l-carnitine peut entrer dans la 

mitochondrie sans subir la régulation de la CPT I. Une fois dans la matrice le palmitoyl-l-

carnitine peut entrer dans le cycle de β-oxydation et fournir ainsi du NADH (complexe I) et 

du FADH2 (ETF : electron transfer flavoprotein) à la chaîne respiratoire. L'acétyl-CoA issu de 

la β-oxydation peut alors entrer dans le cycle de Krebs et entraîner la formation de NADH. 

L'utilisation de palmitoyl-l-carnitine + malate comme substrats permet alors de mesurer la 
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consommation d'oxygène liée à la β-oxydation mais sans prendre en compte la régulation 

exercée par la CPT I sur l'entrée des acides gras. 

 • Palmitoyl-CoA + carnitine + malate : Pour rentrer dans la mitochondrie, le 

palmitoyl-l-CoA doit passer par la CPT I. L'utilisation de ce substrat permet donc de mesurer 

la consommation d'oxygène liée à la β-oxydation en prenant en compte la régulation exercée 

par la CPT I sur l'entrée des acides gras. 

 • TMPD + ascorbate + myxothiazole : Le myxothiazole inhibe le complexe III. Le 

TMPD (N,N,N′,N′-tetramethyl-p-phenylenediamine) est un transporteur d'électrons artificiel 

qui permet de transmettre les électrons fournis par l'ascorbate au cytochrome c. L'utilisation 

de TMPD + ascorbate + myxothiazole comme substrats permet d'évaluer la consommation 

d'oxygène uniquement due au complexe IV.  

 

La consommation d'oxygène mitochondriale est également déterminée à différents états 

respiratoires pour un même substrat. Les états respiratoires définis par Chance et Williams 

(1956) selon l'ordre d'addition des différents réactifs, sont les suivants : 

 • Etat 1 : mitochondries seules 

 • Etat 2 : ajout des substrats 

 • Etat 3 : ajout d'ADP en quantité limitée 

 • Etat 4 : la totalité de l'ADP a été convertie en ATP 

 • Etat 5 : anoxie 

L'état 2 est fonctionnellement identique à l'état 4 (en absence d'activité ATPasique), et le 

dernier terme est classiquement utilisé pour les deux (Nicholls et fergusson, 1992). L'état 4 

peut également être obtenu en ajoutant de l'oligomycine qui inhibe l'ATP synthase. Un autre 

état respiratoire peut être déterminé, l'état découplé obtenu par l'ajout d'un protonophore tel 

que le FCCP (carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone). Le FCCP permet le 

retour des protons dans la matrice sans passer par l'ATP synthase. Cet état découplé permet 

ainsi d'évaluer la capacité maximale de la chaîne respiratoire (sans limitation par l'ATP 

synthase). Un exemple de mesure de consommation d'oxygène est présenté dans la Figure 21. 

Le rapport de contrôle respiratoire (RCR : respiratory control ratio) est obtenu en divisant la 

consommation d'oxygène à l'état 3 par la consommation d'oxygène à l'état 4 (ou 2 ou 4-

oligomycine). Le RCR est un reflet du couplage de la phosphorylation oxydative. 
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2. Réactifs 

Les réactifs utilisés proviennent de chez Sigma Aldrich (Lyon, France). Une fois préparés les 

réactifs sont aliquotés de manière à n'utiliser qu'un seul aliquot par jour d'expérimentation.  

 
Tampon de respiration : 
 

 
Masse molaire 

(g/mol) 
Concentration finale 

(mM) 
Masse (g) 

qsp 1 L d'eau distillée 

KCl 74,55 120 8,95 

KH2PO4 136,09 5 0,68 

HEPES 238,3 3 0,71 

EGTA 380,4 1 0,38 

MgCl2 203,3 2 0,41 

BSA - 0,3 % 3 

 
Le pH est ajusté à 7,4 avec du KOH 5 M et le tampon est conservé à -20°C pendant 6 mois. 

 

Malate (0,5 M) : 670,5 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,4 avec du KOH 5 M. La 

solution est conservée à -20°C pendant 3 mois. 

Pyruvate (0,5 M) : 550 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,4 avec du KOH 5 M. La 

solution est conservée à -20°C pendant 3 mois. 

Roténone (2,5 mM) : 9,86 mg/10 ml éthanol/DMSO (volume/volume). La solution est 

conservée à -20°C pendant 3 mois. 

Succinate (0,5 M) : 590,5 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,4 avec du KOH 5 M. 

La solution est conservée à -20°C pendant 3 mois. 

Palmitoyl-l-carnitine (4 mM) :  17,44 mg/10 ml éthanol. La solution est conservée à -20°C 

pendant 3 mois. 

Carnitine (100 mM) : 98,83 mg/5 ml eau distillée. La solution est conservée à 4°C pendant 1 

mois. 
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Palmitoyl-CoA (4 mM) : 40,24 mg/10 ml éthanol 70 %. La solution est conservée à -20°C 

pendant 3 mois. 

Myxothiazole (5 mM) : 2,44 mg/1 ml éthanol. La solution est conservée à -20°C pendant 3 

mois. 

Ascorbate (0,5 M) : 49,5 mg/500 µl eau distillée. La solution est préparée extemporanément. 

TMPD (100 mM) : 8,21 mg/500 µl éthanol. La solution est préparée extemporanément. 

ADP (30 mM) : 15,04 mg/1ml eau distillée. La solution est préparée extemporanément. 

Oligomycine (1 mg/ml éthanol) : La solution est conservée à -20°C pendant 1 mois. 

FCCP (0,8 mM) : Une solution de 8 mM est préparée en dissolvant 2 mg de FCCP dans 1 ml 

d'éthanol. La solution de 8 mM est diluée au 1/10e et conservée à -20°C pendant 1 mois. 

Cytochrome c (320 µM) : 19,8 mg/5 ml eau distillée. La solution est conservée à -20°C 

pendant 1 mois. 

 

3. Protocole 

Avant la première mesure, l'oxygraphe est calibré à la température de 37°C à partir de deux 

points :  

 • 100 % d'oxygène, obtenu par l'équilibration de 2 ml de tampon de respiration à la 

pression atmosphérique. 

 • 0 % d'oxygène, obtenu par l'ajout de dithionite de sodium, un agent réducteur qui 

consomme l'oxygène du milieu.  

 

Après avoir abondamment rincé la cuve de mesure avec de l'eau distillée, sont injectés dans 

l'ordre (sous agitation constante et à 37°C) : 

 • le milieu de respiration (2 ml desquels on a soustrait le volume de mitochondries 

isolées) 

 • 0,5 mg/ml de mitochondries isolées 

 • les substrats et inhibiteurs adéquats (Tableau 8) 

 • 20 µl d'ADP (soit 300 µM) 

 • 4 µl d'oligomycine (soit 2 µg/ml) 

 • 6 µl de FCCP (soit 2,4 µM) 
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L'ajout du réactif suivant se fait quand la pente obtenue est suffisante pour être quantifiée 

(minimum 1 minute). Entre chaque mesure la cuve de mesure est rincée 3 fois à l'eau distillée, 

2 fois à l'éthanol 70% et 3 fois à l'eau distillée. L'intégrité des mitochondries est évaluée en 

ajoutant 50 µl de cytochrome c (320 µM) après l'injection d'ADP. Si la consommation 

d'oxygène liée à l'injection du cytochrome c est supérieure à celle de l'ADP cela signifie que 

le cytochrome c est entré librement dans l'espace intermembranaire et donc que la membrane 

externe est endommagée. Une augmentation supérieure à 15 % entraîne l'exclusion des 

résultats. 

 

4. Expression des résultats 

La vitesse de consommation d'oxygène est déterminée en calculant la valeur des pentes dans 

leur partie la plus linéaire. Les résultats en nmol/min/ml sont convertis en natomes/min/mg 

protéines.  

 

 

V. Détermination du rapport ATP/O 

1. Principe 

Le rapport ATP/O représente le rapport de la synthèse d'ATP en fonction de la consommation 

d'oxygène mesurées simultanément. Il permet d'apprécier l'efficacité de la phosphorylation 

oxydative. Ce rapport est déterminé à l'aide du "système hexokinase" basé sur une 

régénération de l'ADP (Fontaine et al., 1996), permettant ainsi d'obtenir un état 3 stable. 

L'intensité de l'état 3 peut être modulée par des concentrations croissantes d'hexokinase 

aboutissant à l'obtention d'une cinétique de la synthèse d'ATP en fonction de la consommation 

d'oxygène comprise entre l'état 4 (absence de synthèse d'ATP) et l'état 3 (synthèse d'ATP 

maximale). La réaction catalysée par l'hexokinase (HK) est la suivante : 

 

 

 

L'ATP synthétisé est mesuré indirectement en évaluant la production de glucose-6-phosphate 

durant la réaction. La glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) permet la formation de 

NADPH à partir du glucose-6-phosphate :  

 

                                     HK 
Glucose + ATP                                 Glucose-6-Phosphate + ADP 
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La quantité de NADPH formé lors de cette réaction peut alors être mesurée au 

spectrophotomètre à la longueur d'onde de 340 nm et est directement proportionnelle à la 

quantité d'ATP synthétisé. 

 

2. Réactifs 

Les réactifs utilisés proviennent de chez Sigma Aldrich (Lyon, France) excepté pour l'ATP 

(Roche, Meylan, France). Une fois préparés les réactifs sont aliquotés de manière à n'utiliser 

qu'un seul aliquot par jour d'expérimentation. 

 

Tampon respiration : cf partie A-IV-2 

Glucose (0,5 M) : 90 mg/1 ml eau distillée. La solution est préparée extemporanément. 

Roténone (2,5 mM) : 9,86 mg/10 ml éthanol/DMSO (volume/volume). La solution est 

conservée à -20°C pendant 3 mois. 

Succinate (0,5 M) : 590,5 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,4 avec du KOH 5 M. 

La solution est conservée à -20°C pendant 3 mois. 

ATP (8,4 mM) : 5,08 mg/1 ml eau distillée. La solution est préparée extemporanément. 

Hexokinase (5 U/ml) : Un flacon de 500 U est repris dans 5 ml d'eau distillée et la solution 

obtenue est conservée en aliquots à -20°C pendant 6 mois. Le jour de l'expérimentation, la 

solution d'hexokinase à 100 U/ml est diluée au 1/20e. 

G6PDH (125 U/ml) : Un flacon de 500 U est repris dans 2 ml d'eau distillée et la solution 

obtenue est conservée en aliquots à -20°C pendant 6 mois. Le jour de l'expérimentation, la 

solution de G6PDH à 250 U/ml est diluée au 1/2. 

NADP+ (7 mM) : 5,5 mg/1 ml eau distillée. La solution est préparée extemporanément. 

 

                                                                        
                                                               G6PDH 
    Glucose-6-Phosphate + NADP+  

   Gluconate-6-Phosphate + NADPH 
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3. Protocole 

a) Mesure de la consommation d'oxygène 

Dans la cuve de mesure sont injectés dans l'ordre (sous agitation constante et à 37°C) : 

 • le milieu de respiration (2 ml desquels on a soustrait le volume de mitochondries 

isolées) 

 • 80 µl de glucose (soit 20 mM) 

 • 4 µl de roténone (soit 5 µM) 

 • 20 µl de succinate (soit 5 mM) 

 • 0,5 mg/ml de mitochondries isolées 

  • 30 µl d'ATP (soit 125 µM) 

 • 4, 13, 25 ou 70 µl d'hexokinase (soit de 10 à 175 mU/ml) 

Lorsque la consommation d'oxygène est stable (2 minutes après l'injection d'hexokinase), trois 

prélèvements de 200 µl sont réalisés dans la cuve de mesure à 30 secondes d'intervalle. Ces 

prélèvements sont immédiatement ajoutés dans une solution d'acide perchlorique (6 %) et 

centrifugés à 8000 g pendant 3 minutes et à 4°C. Le surnageant est neutralisé avec du KOH 5 

M et congelé à -80°C jusqu'au dosage de l'ATP. 

 

b) Dosage de l'ATP 

Dans un tube à hémolyse, sont mélangés : 

 • 830 µl de tampon de respiration 

 • 70 µl de NADP+ (soit 0,5 mM) 

 • 100 µl de surnageant 

La densité optique est préalablement mesurée à 340 nm et sera soustraite de la valeur finale. 

La réaction enzymatique est initiée par l'ajout de 2 µl de G6PDH (soit 0,25 U/ml). Après 

incubation à 37°C pendant 1 heure, la densité optique est à nouveau mesurée à 340 nm. 

  

4. Expression des résultats 

La vitesse de consommation d'oxygène est déterminée en calculant la valeur des pentes dans 

leur partie la plus linéaire. Les résultats en nmol/min/ml sont convertis en natomes/min/mg 

protéines. Afin de s'affranchir de la respiration liée à une activité ATPasique, la 
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consommation d'oxygène liée à l'ajout d'ATP est soustraite de la valeur obtenue après ajout de 

l'HK : 

valeur réelle = pente HK – (pente après ATP – pente avant ATP) 

La quantité d'ATP synthétisé est déterminée en soustrayant les valeurs de DO avant et après 

l'ajout de G6PDH et en utilisant le coefficient d'extinction molaire du NADPH (soit 6220 M-

1.cm-1) dans la loi de Beer-Lambert.  La valeur de synthèse d'ATP est finalement exprimée en 

nmoles ATP/min/mg protéines. Pour chaque concentration d'hexokinase une valeur de 

consommation d'oxygène et une valeur de synthèse d'ATP sont obtenues permettant ainsi la 

construction de la droite représentant la cinétique du rapport ATP/O. Comme pour la 

consommation d'oxygène, la synthèse d'ATP liée à la formation d'ADP par une activité 

ATPasique est soustraite de la valeur obtenue (en soustrayant la valeur correspondant à la 

mesure sans hexokinase). 

 

 

VI.  Mesure du potentiel de membrane mitochondrial  

1. Principe 

La mesure du potentiel de membrane mitochondrial est réalisée en parallèle de la mesure de la 

consommation d'oxygène selon la méthode de Brand (1995). Son principe repose sur 

l’équilibration de part et d’autre de la membrane interne mitochondriale d’une sonde 

moléculaire chargée positivement, le triphenylmethylphosphonium (TPMP+). Le TPMP+, 

étant une molécule lipophile, va diffuser passivement dans la matrice en fonction du potentiel 

électrique jusqu’à atteindre un équilibre comme décrit par l’équation de Nernst : 

 

∆Ψ = 2,3 (RT/F) log ([TPMP+] int/[TPMP+]ext) 

 

L’accumulation du TPMP+ dans la matrice est mesurée indirectement en déterminant sa 

concentration extramitochondriale à l’aide d’une électrode sensible au TPMP+. La force 

protomotrice (∆p) représente l’addition du potentiel de membrane (∆Ψ : différence de charge 

électrique de part et d’autre de la membrane interne) et du gradient de protons (∆pH : 

différence de concentration en protons de part et d’autre de la membrane interne) : 

 

∆p = ∆Ψ – 2,3 RT∆pH 
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L’ajout de nigéricine, catalyseur de l’antiport K+/H+, permet de dissiper le ∆pH et de le 

transformer en potentiel électrique, rendant ainsi la force protomotrice directement 

proportionnelle au potentiel de membrane. 

 

2. Réactifs 

Les réactifs utilisés proviennent de chez Sigma Aldrich (Lyon, France) excepté pour l'ATP 

(Roche, Meylan, France) et pour le TPMP+ (Merck, Darmstadt, Allemagne). Une fois 

préparés les réactifs sont aliquotés de manière à n'utiliser qu'un seul aliquot par jour 

d'expérimentation. 

 

Tampon respiration : cf partie A-IV-2 

Nigéricine (80 µg/ml éthanol) : La solution est conservée à -20°C pendant 3 mois. 

TPMP+ (10 mM) : 178,6 mg/50 ml eau distillée. La solution est conservée à température 

ambiante pendant 3 mois. 

TPMP+ (0,5 mM) : La solution de 10 mM fraîchement préparée est diluée au 1/20e et 

conservée à -20°C pendant 3 mois. 

Malonate (0,5 M) : 520,5 mg/10 ml tampon de respiration. Le pH est ajusté à 7,4 avec du 

KOH 5 M. La solution est conservée à -20°C pendant 3 mois. 

Malonate (0,1 M) : La solution de 0,5 M est diluée au 1/5e et conservée à -20°C pendant 3 

mois. 

Roténone (2,5 mM) : 9,86 mg/10 ml éthanol/DMSO (volume/volume). La solution est 

conservée à -20°C pendant 3 mois. 

Succinate (0,5 M) : 590,5 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,4 avec du KOH 5 M. 

La solution est conservée à -20°C pendant 3 mois. 

Oligomycine (1 mg/ml éthanol) : La solution est conservée à -20°C pendant 1 mois. 

Glucose (0,5 M) : 90 mg/1 ml eau distillée. La solution est préparée extemporanément. 

ATP (8,4 mM) : 5,08 mg/1 ml eau distillée. La solution est préparée extemporanément. 
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Hexokinase (5 U/ml) : Un flacon de 500 U est repris dans 5 ml d'eau distillée et la solution 

obtenue est conservée en aliquots à -20°C pendant 6 mois. Le jour de l'expérimentation, la 

solution d'hexokinase à 100 U/ml est diluée au 1/20e dans de l'eau distillée. 

FCCP (0,8 mM) : Une solution de 8 mM est préparée en dissolvant 2 mg de FCCP dans 1 ml 

d'éthanol. La solution de 8 mM est diluée au 1/10e et conservée à -20°C pendant 1 mois. 

 

3. Protocole 

La mesure de consommation d'oxygène est réalisée sur un oxygraphe Rank Brothers 

(Cambridge, Angleterre) relié à une table traçante. De la même manière que pour l'oxygraphe 

Hansatech, l'électrode est calibrée afin d'obtenir les valeurs de 100 % et de 0 % d'oxygène. 

Une électrode sensible au TPMP+ (fournie par Martin D. Brand) est elle aussi reliée à la table 

traçante. Cette électrode contient une solution de TPMP+ à 10 mM et est conservée dans du 

tampon de respiration contenant 2 µM de TPMP+. 

 

a) Détermination de la relation entre la consommation d'oxygène et le potentiel de 

membrane en condition non-phosphorylante 

Dans la cuve de mesure sont injectés dans l'ordre (sous agitation constante et à 37°C) : 

 • le milieu de respiration (2 ml desquels on a soustrait le volume de mitochondries 

isolées) 

 • 2 µl de nigéricine (soit 80 ng/ml) 

 • 4 µl de roténone (soit 5 µM) 

 • 2 µl d'oligomycine (soit 1 µg/ml) 

 • 0,5 mg/ml de mitochondries isolées 

Après avoir été rincée à l'eau distillée, l'électrode sensible au TPMP+ est immergée dans la 

cuve de mesure et est équilibrée par 4 additions successives de 2 µl de TPMP+ à 0,5 mM (soit 

4 x 0,5 µM). La mesure démarre par l'addition de 20 µl de succinate (soit 5 mM). La 

consommation d'oxygène est inhibée progressivement par l'ajout de concentrations croissantes 

et non-saturantes de malonate (de 0,1 mM à 5 mM, Figure 22). Le potentiel électrique est 

finalement dissipé par l'ajout de 6 µl de FCCP (soit 2,4 µM) afin de déterminer la ligne de 

base du potentiel. 
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b) Détermination de la relation entre la consommation d'oxygène et le potentiel de 

membrane en condition phosphorylante 

Dans la cuve de mesure sont injectés dans l'ordre (sous agitation constante et à 37°C) : 

 • le milieu de respiration (2 ml desquels on a soustrait le volume de mitochondries 

isolées) 

 • 2 µl de nigéricine (soit 80 ng/ml) 

 • 4 µl de roténone (soit 5 µM) 

 • 80 µl de glucose (soit 20 mM) 

 • 0,5 mg/ml de mitochondries isolées 

Après avoir été rincée à l'eau distillée, l'électrode sensible au TPMP+ est immergée dans la 

cuve de mesure et est équilibrée par 4 additions successives de 2 µl de TPMP+ à 0,5 mM (soit 

4 x 0,5 µM). La mesure démarre par l'addition de 20 µl de succinate (soit 5 mM) suivie de 

l'ajout de 30 µl d'ATP (soit 125 µM). La consommation d'oxygène est stimulée 

progressivement par l'ajout de concentrations croissantes et non-saturantes d'hexokinase (4 µl, 

9 µl, 12 µl puis 45 µl d'hexokinase à 5 U/ml soit de 10 à 175 mU/ml). Le potentiel électrique 

est finalement dissipé par l'ajout de 6 µl de FCCP (soit 2,4 µM) afin de déterminer la ligne de 

base du potentiel. 

 
 

4. Expression des résultats 

La vitesse de consommation d'oxygène est déterminée en calculant la valeur des pentes en 

mm/min dans leur partie la plus linéaire. La valeur en mm/min est ensuite convertie en 

natomes/min/mg protéines en utilisant la différence en mm entre le 100 % et le 0 % d'oxygène 

qui correspond à 406 natomes/ml (saturation de l'oxygène dans du tampon de respiration à 

37°C et à la pression atmosphérique moyenne de 1013 hPa). 

Les déviations du tracé de l'électrode sensible au TPMP+ sont mesurées par rapport à la ligne 

de base (Figure 22). Les concentrations en TPMP+ correspondantes sont déterminées à l'aide 

d'une droite de calibration construite en mesurant les déviations du tracé par rapport à la ligne 

de base obtenues suite à l'ajout des 4 doses de 0,5 µM de TPMP+ et en appliquant l'équation : 

 

Déviation (mm) = f(log[TPMP+]) 
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Cette droite de calibration permet d'obtenir les valeurs de concentrations en TPMP+ 

extramitochondrial ([TPMP+]ext). Les valeurs de potentiel de membrane en volts sont obtenues 

en utilisant l'équation de Nernst : 

 

∆Ψ = 2,3 (RT/F) log ([TPMP+] int/[TPMP+]ext) 

 

La concentration en TPMP+ intramitochondrial est : 

 

[TPMP+] int = ([TPMP+]totale - [TPMP+]ext) x Bf / [mitochondries] 

 

Avec : • [TPMP+] total = 4 x 0,5 µM = 2 µM, qui correspond à la concentration totale de 

TPMP+ ajouté dans la cuve de mesure. 

 • Bf (Binding factor) qui correspond à un facteur de correction prenant en compte la 

fraction de TPMP+ liée aux membranes et aux protéines. Pour le foie, Bf est égale à 0,42 

(µl/mg protéines)-1 selon Rolfe et al. (1994). 

• [mitochondries] qui correspond à la concentration en mitochondrie isolée exprimée 

en mg/µl. 

 

Finalement on a l'équation : 

 

∆Ψ = 2,3 (RT/F) log (([TPMP+]totale - [TPMP+]ext) x Bf) / [TPMP+]ext x [mitochondries]) 

 

Avec : • R = constante des gaz parfaits = 8,314472 J/mol/K 

 • T = température en kelvin = 273 + t(°C) K 

 • F = constante de Faraday = 96500 C/mol 

 

Avec les valeurs de potentiel de membrane (mV) et les valeurs de consommation d'oxygène 

(natomes/min/mg protéines) pour chaque concentration de malonate ou d'hexokinase, une 

courbe cinétique peut alors être réalisée en condition non-phosphorylante et en condition 

phosphorylante respectivement. 
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VII.  Dosage des activités enzymatiques mitochondriales 

Les dosages des activités enzymatiques des complexes I, II, III et IV et de la citrate synthase 

sont réalisés sur mitochondries isolées selon les adaptations de la méthode de Malgat et al. 

(1999) et en accord avec les techniques de consensus AFM (Association Française contre les 

Myopathies). Le principe des dosages des complexes de la chaîne respiratoire repose sur le 

transfert d'électrons d'un donneur (substrat) à un accepteur. La mesure par spectrophotométrie 

de la vitesse d'apparition de l'accepteur réduit ou de disparition du donneur oxydé permet de 

quantifier l'activité enzymatique associée. 

Les réactifs utilisés proviennent de chez Sigma Aldrich (Lyon, France) excepté pour l'ATP, le 

NADH, la LDH et la PK (Roche, Meylan, France), pour le décylubiquinone (Tebu-bio, La 

Perray-en-Yvelines, France) et pour le cytochrome c oxydé (Acros Organics, Halluin, 

France). Une fois préparés les réactifs sont aliquotés de manière à n'utiliser qu'un seul aliquot 

par jour d'expérimentation. 

Pour ces dosages, les mitochondries isolées sont diluées dans un tampon spécifique de 

manière à obtenir une concentration de 1 mg/ml. Chaque dosage est réalisé en duplicate. 

 

Tampon de dilution des mitochondries : 

 

 
Masse molaire 

(g/mol) 
Concentration finale 

(mM) 

Masse (g) 
qsp 100 ml d'eau 

distillée 

Saccharose 342,3 280 9,58 

Tris base 121,14 10 0,121 

 

Le pH est ajusté à 7,4 avec de l'HCl 5 M et le tampon est conservé à -20°C pendant 6 mois. 

 

1. NADH ubiquinone oxydoréductase (complexe I) 

a) Principe 

La réaction enzymatique catalysée par le complexe I est la suivante : 

 

NADH + H+ + ubiquinone → NAD+ + ubiquinol 
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Le principe du dosage consiste à mesurer l'oxydation du NADH, dont l'absorbance est 

mesurée à 340 nm, en présence d'un analogue de l'ubiquinone, le décylubiquinone. Lors de la 

mesure spectrophotométrique, la diminution de l'absorbance à 340 nm est alors 

proportionnelle à l'activité du complexe I. Ce dosage est réalisé en présence et en absence de 

roténone (inhibiteur spécifique du complexe I), afin d'obtenir l'activité d'oxydation du NADH 

spécifique du complexe I.  

 

b) Réactifs 

Tampon KH2PO4 (100 mM), pH 7,5 : 1,36 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,5 

avec du KOH 5 M. La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

BSA (50 mg/ml eau distillée) : La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

Décylubiquinone (25 mM) : 10 mg/1,25 ml DMSO. La solution est conservée à -20°C 

pendant 3 mois. 

Roténone (2,5 mM) : 9,86 mg/10 ml éthanol/DMSO (volume/volume). La solution est 

conservée à -20°C pendant 3 mois. 

NADH (10 mM) : 7,1 mg/1 ml eau distillée. La solution est préparée extemporanément dans 

un tube en verre et protégée de la lumière. 

 

c) Protocole 

Dans un tube en verre, sont ajoutés : 

 • 390 µl d'eau distillée 

 • 500 µl de tampon KH2PO4 (soit 50 mM) 

 • 75 µl de BSA (soit 3,75 mg/ml) 

 • 4 µl de décylubiquinone (soit 100 µM) 

 • +/– 4 µl de roténone (soit 10 µM) 

 • 20 µl de mitochondries isolées (soit 20 µg/ml) 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 2 minutes. La réaction est ensuite initiée 

par l'ajout de 10 µl de NADH (soit 100 µM). L'évolution de l'absorbance à 340 nm est suivie 

au spectrophotomètre (Beckman DU 640B, Beckman Coulter, Roissy CDG, France), 

thermostaté à 37°C,  pendant 2 minutes. 
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d) Expression des résultats 

Les variations d'absorbance sont mesurées, en fonction du temps, sur la partie linéaire de la 

cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/mg de protéines) du complexe I est calculée en 

utilisant la formule suivante : 

 

                                                  ∆DO(-R) - ∆DO(+R)                              103 
AS =                                           x                            . 

                                                l x ε NADH x Sn NADH                      qmito 

 

∆DO(-R) : variation de DO par minute sans roténone 

∆DO(+R) : variation de DO par minute avec roténone 

l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1 

ε NADH : coefficient d'extinction molaire du NADH à 340 nm, en mM-1.cm-1, soit 6,22 

Sn NADH : nombre stœchiométrique du NADH dans l'équation de la réaction, soit 1 

qmito : quantité de mitochondries ajoutée dans le milieu réactionnel en mg, soit 0,020 

 

 

2. Succinate ubiquinone oxydoréductase (complexe II) 

a) Principe 

Le complexe II catalyse deux réactions enzymatiques successives : 

 

succinate + FAD → fumarate + FADH2 

 

FADH 2 + ubiquinone → FAD + ubiquinol 

 

Le dosage du complexe II fait intervenir un composé chimique de couleur bleue, le 

dichlorophenolindophenol (DCPIP), qui absorbe la lumière à 600 nm. Lorsque le DCPIP est 

réduit par l'ubiquinol, il perd sa couleur bleue et n'absorbe plus la lumière. Lors de la mesure 

spectrophotométrique, la diminution de l'absorbance à 600 nm est alors proportionnelle à 

l'activité du complexe II. Dans ce dosage l'ubiquinone est remplacé par un analogue, le 

décylubiquinone. 
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b) Réactifs 

Tampon KH2PO4 (100 mM), pH 7,5 : 1,36 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,5 

avec du KOH 5 M. La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

BSA (50 mg/ml eau distillée) : La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

Succinate (200 mM) : 236,2 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,4 avec du KOH 5 

M. La solution est conservée à -20°C pendant 3 mois. 

KCN (10 mM) : 6,5 mg/10 ml eau distillée. La solution est conservée à -20°C pendant 1 

mois. 

Roténone (2,5 mM) : 9,86 mg/10 ml éthanol/DMSO (volume/volume). La solution est 

conservée à -20°C pendant 3 mois. 

Antimycine A (1 mg/ml éthanol) : La solution est conservée à -20°C pendant 1 mois. 

DCPIP (0,51 mM) : 1,48 mg/10 ml eau distillée. La solution est préparée extemporanément 

et incubée à 37°C. 

Décylubiquinone (25 mM) : 10 mg/1,25 ml DMSO. La solution est conservée à -20°C 

pendant 3 mois. 

 

c) Protocole 

Dans un tube en verre, sont ajoutés : 

 • 500 µl de tampon KH2PO4 (soit 50 mM) 

 • 50 µl de BSA (soit 2,5 mg/ml) 

 • 150 µl de succinate (soit 30 mM) 

 • 100 µl de KCN (soit 1 mM) 

 • 5 µl d'antimycine A (soit 5 µg/ml) 

 • 2 µl de roténone (soit 5 µM) 

 • 195 µl de DCPIP (soit 100 µM) 

 • 5 µl de mitochondries isolées (soit 5 µg/ml) 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 2 minutes. La réaction est ensuite initiée 

par l'ajout de 2 µl de décylubiquinone (soit 50 µM). L'évolution de l'absorbance à 600 nm est 

suivie au spectrophotomètre, thermostaté à 37°C,  pendant 2 minutes. 
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d) Expression des résultats 

Les variations d'absorbance sont mesurées, en fonction du temps, sur la partie linéaire de la 

cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/mg de protéines) du complexe II est calculée en 

utilisant la formule suivante : 

 

                                                            ∆DO                                               103 
AS =                                           x                            . 

                                                l x ε DCPIP x Sn DCPIP                    qmito 

 

∆DO : variation de DO par minute  

l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1 

ε DCPIP : coefficient d'extinction molaire du DCPIP à 600 nm, en mM-1.cm-1, soit 19,1 

Sn DCPIP : nombre stœchiométrique du DCPIP dans l'équation de la réaction, soit 1 

qmito : quantité de mitochondries ajoutée dans le milieu réactionnel en mg, soit 0,005 

 

 

3. Ubiquinol cytochrome c oxydoréductase (complexe III) 

a) Principe 

La réaction enzymatique catalysée par le complexe III est la suivante : 

 

cytochrome c oxydé + ubiquinol → cytochrome c réduit + ubiquinone 

 

Le principe du dosage repose sur la mesure de la réduction du cytochrome c qui une fois 

réduit absorbe la lumière à 550 nm. L'augmentation de l'absorbance à 550 nm est alors 

proportionnelle à l'activité du complexe III. Dans ce dosage l'ubiquinol est remplacé par un 

analogue, le décylubiquinol. Ce dosage est réalisé en présence et en absence d'antimycine A 

(inhibiteur spécifique du complexe III), afin d'obtenir l'activité de réduction du cytochrome c 

spécifique du complexe III. 

 

b) Réactifs 

Tampon KH2PO4 (200 mM), pH 7,5 : 2,72 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,5 

avec du KOH 5 M. La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

BSA (50 mg/ml eau distillée) : La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 
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EDTA (1 mM) : 29,2 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,5 avec du NaOH 5 M. La 

solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

KCN (10 mM) : 6,5 mg/10 ml eau distillée. La solution est conservée à -20°C pendant 1 

mois. 

Cytochrome c oxydé (1 mM) : 12,38 mg/1 ml eau distillée. La solution est préparée 

extemporanément. 

Antimycine A (1 mg/ml éthanol) : La solution est conservée à -20°C pendant 1 mois. 

Décylubiquinol (25 mM) : 20 mg de décylubiquinone sont dissous dans 4,772 ml d’éthanol 

absolu afin d'obtenir une concentration de 13 mM. Le spectre du décylubiquinone oxydé est 

réalisé en diluant 10 µl de décylubiquinone dans 1 ml d’éthanol et en lisant l’absorbance entre 

250 et 350 nm. Un pic à 275 nm doit apparaître avec une absorbance proche de 2,6. A partir 

de l'étape suivante, toutes les étapes doivent être réalisées à l'abri de la lumière. La solution de 

décylubiquinone est réduite par quelques cristaux de borohydrure de sodium puis 30 µl 

d’acide chlorhydrique fumant (à 37 %) sont ajoutés. Lorsque la solution est totalement 

décolorée, elle est centrifugée pendant 15 minutes à 4000 rpm. Le spectre du décylubiquinone 

réduit (décylubiquinol) est réalisé en diluant 10 µl de décylubiquinone dans 1 ml d’éthanol et 

en lisant l’absorbance entre 250 et 350 nm. Un pic à 285 nm doit alors apparaître avec une 

absorbance proche de 0,7. Le surnageant est réparti dans deux tubes en verre et dans chacun 

sont ajoutés 2,5 ml de tampon KH2PO4 100 mM/sorbitol 250 mM pH 7,4 et 1,5 ml de 

cyclohexane. Après agitation, les deux solutions sont regroupées dans un même tube et 

centrifugées pendant 10 minutes à 1000 g. La phase supérieure (organique) est recueillie dans 

un tube, préalablement pesé, et est conservée à l’obscurité. L’extraction de la phase inférieure 

est répétée deux fois par ajout de 1,5 ml de cyclohexane et centrifugation à 1000 g pendant 10 

minutes. Les phases organiques sont regroupées et évaporées sous azote. Le tube contenant 

l’extrait sec est pesé sur une balance de précision puis repris dans 2 ml de cyclohexane et 

aliquoté par 50 µl dans des microvials. Les microvials sont alors mis à évaporer sous azote 

puis bouchés rapidement et conservés à l’obscurité à -80°C. La masse de décylubiquinol 

contenu dans chaque microvial est déterminée, en soustrayant le poids du tube contenant 

l'extrait sec et le poids de ce même tube vide. Le décylubiquinol ainsi préparé peut être 

conservé pendant 3 mois. Le jour de la manipulation, un microvial est repris dans de l’éthanol 

absolu de manière à obtenir une concentration de 25 mM. 
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c) Protocole 

Dans un tube en verre, sont ajoutés : 

 • 220 µl d'eau distillée 

 • 500 µl de tampon KH2PO4 (soit 100 mM) 

 • 20 µl de BSA (soit 1 mg/ml) 

 • 50 µl d'EDTA (soit 50 µM) 

 • 100 µl de KCN (soit 1 mM) 

 • 100 µl de cytochrome c oxydé (soit 100 µM) 

 • +/– 5 µl d'antimycine A (soit 5 µg/ml) 

 • 5 µl de mitochondries isolées (soit 5 µg/ml) 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 30 secondes. La réaction est ensuite initiée 

par l'ajout de 4 µl de décylubiquinol (soit 100 µM). L'évolution de l'absorbance à 550 nm est 

suivie au spectrophotomètre, thermostaté à 37°C,  pendant 1 minute. 

 

d) Expression des résultats 

Les variations d'absorbance sont mesurées, en fonction du temps, sur la partie linéaire de la 

cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/mg de protéines) du complexe III est calculée en 

utilisant la formule suivante : 

 

                                                  ∆DO(-A) - ∆DO(+A)                              103 
AS =                                           x                            . 

                                                   l x ε cyt c x Sn cyt c                        qmito 

 

∆DO(-A) : variation de DO par minute sans antimycine A 

∆DO(+A) : variation de DO par minute avec antimycine A 

l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1 

ε cyt c : coefficient d'extinction molaire du cytochrome c réduit à 550 nm, en mM-1.cm-1, soit 18,5 

Sn cyt c : nombre stœchiométrique du cytochrome c dans l'équation de la réaction, soit 1 

qmito : quantité de mitochondries ajoutée dans le milieu réactionnel en mg, soit 0,005 
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4. Cytochrome c oxydase (complexe IV) 

a) Principe 

La réaction enzymatique catalysée par le complexe IV est la suivante : 

 

cytochrome c réduit + ½ O2 + 2 H+ → cytochrome c oxydé + H2O 

 

Le principe du dosage repose sur la mesure de l'oxydation du cytochrome c. Le cytochrome c 

réduit absorbant la lumière à 550 nm, la diminution de l'absorbance à 550 nm est alors 

proportionnelle à l'activité du complexe IV. 

 

b) Réactifs 

Tampon KH2PO4 (50 mM), pH 7 : 680 mg/100 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7 avec du 

KOH 5 M. La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

Cytochrome c (1 mM) : 12,38 mg/1 ml eau distillée. La solution est préparée 

extemporanément. 

Cytochrome c réduit (80 µM) :  

La solution de cytochrome c réduit est préparée extemporanément, de la manière suivante : 

 • Diluer 800 µl de la solution de cytochrome c (1 mM) dans 9,2 ml de tampon 

KH2PO4 (50 mM, pH 7). 

 • Oxyder 1 ml de cette solution en y ajoutant 5 mg de ferricyanure de potassium ("0 % 

réduit") et réduire 1 ml de cette solution en y ajoutant 5 mg de dithionite de sodium ("100 % 

réduit") 

• Lire la DO de ces deux solutions à 550 et 560 nm. Le rapport 550/560 nm doit être 

proche de 1,16 pour le "0 % réduit" et compris entre 7 et 10 pour le "100 % réduit". Afin 

d'obtenir une réduction comprise entre 92 et 97 %, une fourchette de DO à 550 nm est 

calculée selon la formule suivante : 

 • 92 % réduction : ((DO550nm red – DO550nm ox) x 0,92) + DO550nm ox 

 • 97 % réduction : ((DO550nm red – DO550nm ox) x 0,97) + DO550nm ox  

• Ajouter, par fraction de 20 µl, le cytochrome c réduit ("100 % réduit") aux 8 ml de 

cytochrome c initiaux et lire la DO à 550 nm. Cette opération est répétée jusqu'à l'obtention 

d'une DO comprise dans la fourchette déterminée préalablement. 
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c) Protocole 

Dans un tube à hémolyse, 998 µl de cytochrome c réduit sont incubés à 37°C pendant 3 

minutes. La réaction est ensuite initiée par l'ajout de 2 µl de mitochondries isolées (soit 2 

µg/ml). L'évolution de l'absorbance à 550 nm est suivie au spectrophotomètre, thermostaté à 

37°C,  pendant 1 minute. 

 

d) Expression des résultats 

Les variations d'absorbance sont mesurées, en fonction du temps, sur la partie linéaire de la 

cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/mg de protéines) du complexe IV est calculée en 

utilisant la formule suivante : 

 

                                                           ∆DO                                                 103 
AS =                                           x                            . 

                                                   l x ε cyt c x Sn cyt c                        qmito 

 

∆DO : variation de DO par minute 

l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1 

ε cyt c : coefficient d'extinction molaire du cytochrome c réduit à 550 nm, en mM-1.cm-1, soit 18,5 

Sn cyt c : nombre stœchiométrique du cytochrome c dans l'équation de la réaction, soit 1 

qmito : quantité de mitochondries ajoutée dans le milieu réactionnel en mg, soit 0,002 

 
 
 

5. ATP synthase 

a) Principe 

Le dosage de l'activité de l'ATP synthase est réalisé selon une méthode adaptée de Rustin et 

al. (1994). L'ATP synthase catalyse la synthèse de l'ATP à partir de l'ADP + Pi. Cette réaction 

est réversible, aussi le principe de ce dosage consiste à mesurer l'activité ATPasique, en 

mesurant la formation d'ADP à partir d'ATP, en utilisant le système enzymatique suivant : 

 

 

 

 

 

 



  

   - 89 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L'absorbance du NADH est mesurée à 340 nm. La diminution de l'absorbance à 340 nm est 

alors proportionnelle à l'activité de l'ATPase. Ce dosage est réalisé en présence et en absence 

d'oligomycine afin d'obtenir l'activité spécifique de l'ATPase. Dans les conditions de ce 

dosage (présence de FCCP et pH basique), l'activité de l'ATPase est directement 

proportionnelle à celle de l'ATP synthase. 

 

b) Réactifs 

Tampon G1 : 

 
Masse molaire 

(g/mol) 
Concentration finale 

(mM) 

Masse (mg) 
qsp 50 ml d'eau 

distillée 

MgCl2 203,3 5 50,82 

KCl 74,55 10 37,27 

PEP 267,2 2 26,72 

ATP 605,2 0,5 15,13 

Tris base 121,14 50 302,85 

BSA - 5 mg/ml 250 

 

Le pH est ajusté à 8 avec de l'HCl 5 M et le tampon est conservé à 4°C pendant 3 jours. 

 

NADH (10 mM) : 7,1 mg/1 ml eau distillée. La solution est préparée extemporanément dans 

un tube en verre et protégée de la lumière. 

                                                                       
                   ATPase 
    ATP     ADP + Pi 

                                                                        
    ADP + phosphoenolpyruvate     ATP + pyruvate 
                                                      pyruvate kinase 

                                                                        
pyruvate + NADH     lactate + NAD+ 
                                      lactate  
                                déshydrogénase 
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Oligomycine (1 mg/ml éthanol) : La solution est conservée à -20°C pendant 1 mois. 

FCCP (10 mM) : 2,5 mg/1 ml d'éthanol. La solution est conservée à -20°C pendant 1 mois. 

Antimycine A (2,5 mg/ml éthanol) : La solution est conservée à -20°C pendant 1 mois. 

Lactate déshydrogénase (LDH) : La LDH est fournie sous forme de solution à 5000 U/ml. 

Pyruvate kinase (PK) : La PK est fournie sous forme de solution à 5000 U/ml. 

Tampon G2 : 

Dans 5 ml de tampon G1, sont ajoutés : 

 • 1,5 µl de FCCP (soit 3 µM) 

 • 1 µl d'antimycine A (soit 0,5 µg/ml) 

• 20 µl de LDH (soit 20 U/ml) 

• 20 µl de PK (soit 20 U/ml) 

Le tampon G2 est préparé extemporanément. 

 

c) Protocole 

La solution de mitochondries isolées à 1 mg/ml est diluée au 1/10e en ajoutant 100 µl dans 

900 µl d'eau distillée dans un tube Kimble. La solution à 100 µg/ml obtenue est alors soumise 

à un cycle de sonication de 6 x 5 secondes avec 30 secondes de repos entre chaque sonication. 

La sonication est réalisée dans la glace. 

Dans un tube en verre, sont ajoutés : 

 • 670 µl d'eau distillée 

 • 200 µl de tampon G2 

 • +/– 10 µl d'oligomycine (soit 10 µg/ml) 

 • 100 µl de la solution de mitochondries soniquée (soit 10 µg/ml) 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 3 minutes. La réaction est ensuite initiée 

par l'ajout de 30 µl de NADH (soit 300 µM). L'évolution de l'absorbance à 340 nm est suivie 

au spectrophotomètre, thermostaté à 37°C,  pendant 90 secondes. 

 

d) Expression des résultats 

Les variations d'absorbance sont mesurées, en fonction du temps, sur la partie linéaire de la 

cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/mg de protéines) de l'ATP synthase est calculée en 

utilisant la formule suivante : 
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                                                  ∆DO(-O) - ∆DO(+O)                              103 
AS =                                           x                            . 

                                                l x ε NADH x Sn NADH                      qmito 

 

∆DO(-O) : variation de DO par minute sans oligomycine 

∆DO(+O) : variation de DO par minute avec oligomycine 

l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1 

ε NADH : coefficient d'extinction molaire du NADH à 340 nm, en mM-1.cm-1, soit 6,22 

Sn NADH : nombre stœchiométrique du NADH dans l'équation de la réaction, soit 1 

qmito : quantité de mitochondries ajoutée dans le milieu réactionnel en mg, soit 0,010 

 

 

6. Citrate synthase 

a) Principe 

La citrate synthase, première enzyme du cycle de Krebs, catalyse la réaction suivante : 

 

acétyl-CoA + oxaloacétate + H2O → citrate + CoA-SH 

 

Le dosage fait intervenir l'acide 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoïque) ou DTNB. Le DTNB réagit 

avec les groupements thiols (-SH) du CoA-SH pour former du trinitrobenzène (TNB) selon la 

réaction suivante : 

 

2 CoA-SH + DTNB → 2 TNB + CoA-S-S-CoA 

 

Le TNB est un composé jaune qui absorbe la lumière à 412 nm. L'augmentation de 

l'absorbance à 412 nm est donc proportionnelle à l'activité de la citrate synthase. 

 

b) Réactifs 

Tampon Tris (1 M) : 12,11 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 8,1 avec de l'HCl 5 M. 

La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

DTNB (1 mM) : 1,98 mg/5 ml tampon Tris (1M). La solution est préparée extemporanément 

et protégée de la lumière. 
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Oxaloacétate (10 mM) : 6,6 mg/5 ml eau distillée. La solution est préparée 

extemporanément. 

Acétyl-CoA (10 mM) : 10 mg/1,2 ml eau distillée. La solution est conservée à -20°C pendant 

1 mois. 

Triton X 100 (10 %) : Le triton X 100 est dilué au 1/10e dans de l'eau distillée. La solution 

est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

 

c) Protocole 

Dans un tube en plastique, sont ajoutés : 

 • 750 µl d'eau distillée 

 • 150 µl de DTNB (soit 150 µM) 

 • 50 µl d'oxaloacétate (soit 500 µM) 

 • 30 µl d'acétyl-CoA (soit 300 µM) 

 • 10 µl de triton X 100 (soit 0,1 %) 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 2 minutes. La réaction est ensuite initiée 

par l'ajout de 10 µl de mitochondries isolées (soit 10 µg/ml). L'évolution de l'absorbance à 

412 nm est suivie au spectrophotomètre, thermostaté à 37°C,  pendant 90 secondes. 

 

d) Expression des résultats 

Les variations d'absorbance sont mesurées, en fonction du temps, sur la partie linéaire de la 

cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/mg de protéines) de la citrate synthase est calculée 

en utilisant la formule suivante : 

 

                                                           ∆DO                                                 103 
AS =                                           x                            . 

                                                   l x ε TNB x Sn TNB                        qmito 

 

∆DO : variation de DO par minute 

l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1 

ε TNB : coefficient d'extinction molaire du TNB à 412 nm, en mM-1.cm-1, soit 13,6 

Sn TNB : nombre stœchiométrique du TNB dans l'équation de la réaction, soit 1 

qmito : quantité de mitochondries ajoutée dans le milieu réactionnel en mg, soit 0,010 
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VIII.  Analyse de l'expression des ARNm dans le foie 

1. Extraction des ARN totaux 

Les ARN totaux sont extraits à partir de 50 à 100 mg de foie en utilisant du TRIzol 

(Invitrogen, Cergy Pontoise, France). La quantité d'ARN obtenus après extraction est 

déterminée en mesurant l'absorbance à 260 nm et la pureté de ces ARN est évaluée en 

utilisant le rapport des absorbances mesurées à 260 et 280 nm. 

 

2. Reverse transcription 

a) Principe 

La reverse transcription (RT) consiste à synthétiser de l'ADN à partir d'une matrice d'ARN en 

utilisant l'enzyme rétrovirale, reverse transcriptase. 

 

b) Réactifs 

Les réactifs utilisés proviennent de chez Invitrogen (Cergy Pontoise, France) excepté pour les 

amorces hexamères et les oligo dT  (Promega, Charbonnieres, France) et pour la ribonuléase 

H (NEB, Ozyme, Saint Quentin Yvelines, France). 

 

c) Protocole 

Les ARN sont dilués dans de l'eau DEPC afin d'obtenir 1 µg d'ARN dans un volume de 11,5 

µl auxquels sont ajoutés 0,5 µl d'oligo dT (0,5 µg/µl) et 0,5 µl d'amorces hexamères (0,5 

µg/µl). Le mélange est ensuite chauffé à 65°C pendant 5 minutes et placé dans la glace. 

Un mélange des réactifs nécessaires à la réaction (Mix RT) est préparé : 

 

 Volume (µl) pour 1 tube 

First-Strand Buffer 5X 4 

Dithiothreitol (0,1 M) 2 

dNTP (10 mM) 1 

Reverse transcriptase 
Superscript II à 100 U 

0,5 
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Ce mélange (7,5 µl) est ajouté à chaque tube et une goutte d'huile est placée en surface. Les 

tubes sont incubés à 25°C pendant 10 minutes, puis à 42°C pendant 60 minutes et enfin à 

70°C pendant 15 minutes. La solution d'ADN obtenue est ensuite diluée au 1/10e (18 µl dans 

162 µl d'eau DEPC). Les échantillons sont ensuite complétés avec 1 µl de ribonucléase H 

(5000 U/ml) et incubés à 37°C pendant 20 minutes. Les échantillons sont conservés à -80°C 

sous forme d'une dilution finale au 1/60e. 

 

3. PCR quantitative en temps réel 

a) Principe 

Cette technique, selon le même principe qu'une PCR classique, permet l'amplification mais 

également la quantification de la séquence de l'ADN cible via l'utilisation d'un fluorochrome, 

le SYBR Green, ayant la propriété de se lier à l’ADN double brin et de n'être fluorescent que 

sous sa forme liée. Au début de l’amplification, le mélange réactionnel contient l’ADN 

dénaturé, les amorces et le fluorochrome non lié. Pendant l’étape d’élongation, le nombre de 

SYBR Green liés à l’ADN synthétisé augmente entraînant ainsi une augmentation de la 

fluorescence, qui est mesurée à la fin de chaque cycle en utilisant un spectrofluorimètre à la 

longeur d'onde de 521 nm. Une courbe représentant la fluorescence en fonction du nombre de 

cycles est ainsi obtenue. 

 

b) Protocole 

 • Préparation des standards : Afin de pouvoir analyser de manière quantitative 

l'amplification du gène d'intérêt, une gamme d'un nombre de copies connu d'amplicons du 

gène cible est établie en réalisant une PCR classique. Après purification et quantification par 

lecture de la densité optique à 260 nm de l'ADN amplifié, le nombre de copies est calculé 

selon la notion qu'1 µg d'ADN de 1000 paires de bases correspond à 9,4 x 1011 copies. Les 

échantillons sont ensuite dilués afin d'obtenir une gamme. 

 

 • PCR quantitative : Un mélange des réactifs nécessaires à la réaction (Mix qPCR) 

est préparé : 
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 Volume (µl) pour 1 tube 

Eau DEPC 4 

Amorce sens (15 µM) 0,5 

Amorce anti-sens (15 µM) 0,5 

Absolute qPCR Mix* 10 

 

* Thermo Fisher Scientific, Saint-Herblain, France 

 

Dans chaque tube, sont ajoutés 15 µl du Mix qPCR et 5 µl soit de l'échantillon issu de la RT 

PCR (dilué au 1/60e), soit d'eau DEPC (blanc), soit de standard. Les tubes sont ensuite placés 

dans le rotor de l'appareil Corbett Rotor-Gene 6200 (Qiagen, Courtaboeuf, France). Le 

programme consiste en plusieurs cycles de PCR avec une température d'hybridation 

correspondant au Tm des amorces. A la suite du dernier cycle de PCR, la température est 

rapidement élevée à 95°C afin de dénaturer l'ADN double brin, puis elle est abaissée à la 

température de fusion, provoquant ainsi la reformation d'ADN double brin. Quand la 

température augmente, l'ADN double brin se dissocie, induisant la libération du SYBR Green 

dans le milieu et une diminution progressive de la fluorescence. Lorsque 50 % de l'ADN 

double brin est dissocié, la fluorescence chute brutalement : cette température correspond à la 

température de fusion du produit synthétisé. A partir de là, une courbe représentant la  

fluorescence en fonction de la température est réalisée. Cette courbe permet de vérifier la 

spécificité de la réaction de PCR. En effet, si l’ADN des différents échantillons est dénaturé 

en même temps, cela signifie que seul l’ADN cible a été amplifié. 

Une courbe de la fluorescence mesurée à la fin de chaque cycle en fonction du nombre de 

cycles est réalisée et permet en utlisant la gamme de déterminer le nombre de copies du gène 

cible. Le nombre de copies de chaque gène d'intérêt est exprimé en fonction du nombre de 

copies d'un gène de référence connu pour avoir une expression constante, ici l'HPRT 

(hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase). 
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IX.  Dosage de la quantité d'ADN mitochondrial 

L'ADN total est extrait à partir de 50 mg de foie en utilisant le kit "EZ1 DNA" et l'extracteur 

"BioRobot EZ1 DSP" (Qiagen, Courtaboeuf, France). La quantité d'ADN est déterminée en 

réalisant une PCR quantitative en temps réel sur l'appareil "Chromo4" (Bio-Rad, Marnes-la-

Coquette, France) pour un gène situé sur l'ADNmt, ND1 codant pour la sous unité 1 de la 

NADH déshydrogénase (amorce sens 5'- GGA CCT AAG CCC AAT AAC GA-3', amorce 

anti-sens 5'-GCT TCA TTG GCT ACA CCT TG-3') et un gène situé sur l'ADN nucléaire, la 

β-globine (amorce sens 5'-CTT CTG GCT ATG TTT CCC TT-3', amorce anti-sens 5'-GTT 

CTC AGG ATC CAC ATG CA-3'). Les résultats sont exprimés sous forme du ratio ND1/β-

globine. 

 

 

X. Dosage des triglycérides hépatiques 

1. Principe 

Les triglycérides hépatiques sont extraits selon la méthode décrite par Xu et al. (2006). Les 

triglycérides sont dosés par une méthode enzymatique, selon les réactions suivantes : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le principe du dosage repose sur le dosage du glycérol issu de l'hydrolyse des triglycérides 

par la lipoprotéine lipase. Le glycérol est ensuite phosphorylé par la glycérol kinase pour 

former du glycérol-1-phosphate qui va ensuite être oxydé par la glycérol phosphate oxydase 

pour aboutir à la formation de peroxyde d'hydrogène. La peroxydase catalyse le couplage 

entre le peroxyde d'hydrogène, la 4-aminoantipyrine (4-AAP) et le sodium N-ethyl-N-(3-

sulfopropyl)m-anisidine (ESPA) pour aboutir à la formation d'un colorant, la quinonéimine 

                                                                        
                                   lipoprotéine lipase 
    triglycérides            glycérol + acides gras 

                                                                        
                                         glycérol kinase 
   glycérol + ATP            glycérol-1-phosphate + ADP 

                                                                        
                                                   glycérol phosphate oxydase 
   glycérol-1-phosphate + O2      

 
     dihydroxyacétone + H2O2 

                                                                        
                                                        peroxydase 
 H2O2 + 4-AAP + ESPA            quinonéimine + H2O 
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qui absorbe la lumière à 540 nm. L'augmentation d'absorbance à 540 est donc directement 

proportionnelle à la concentration de glycérol. 

 

2. Réactifs 

Les réactifs utilisés proviennent de chez Sigma Aldrich (Lyon, France). 

 

Glycerol standart solution : solution contenant du glycérol à 0,26 mg/ml. 

Free glycerol reagent : Un flacon est repris dans 40 ml d'eau distillée. La solution est 

conservée à 4°C pendant 2 mois. Cette solution contient 0,75 mM d'ATP, 3,75 mM de 

magnésium, 0,188 mM de 4-AAP, 2,11 mM de ESPA, 1,25 U/ml de glycérol kinase, 2,5 U/ml 

de glycérol phosphate oxydase et 2,5 U/ml de peroxydase. 

Triglycéride reagent : Un flacon est repris dans 10 ml d'eau distillée. La solution est 

conservée à 4°C pendant 2 mois. Cette solution contient 250 U/ml de lipoprotéine lipase. 

 

3. Protocole 

Un morceau de foie d'environ 100 mg est pesé puis placé dans 1 ml d'éthanol. La préparation 

est ensuite homogénéisée au Potter (7 allers-retours, 1000 tours/min). L'homogénat est 

vortexé pendant 2 minutes et centrifugé à 15000 g pendant 10 minutes. Le dosage est ensuite 

effectué sur le surnageant. 

Pour le dosage, 10 µl d'eau (blanc), de standard ou d'échantillon sont ajoutés dans 800 µl de 

free glycerol reagent et incubés à 37°C pendant 5 minutes. L'absorbance initiale (AI) est 

ensuite mesurée à 540 nm. La solution est récupérée et mélangée avec 200 µl de triglyceride 

reagent. Le mélange est incubé à 37°C pendant 5 min. L'absorbance finale (AF) est mesurée à 

540 nm. 

 

4. Expression des résultats 

La concentration en triglycérides en mg/g de foie est calculée selon la formule :  
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                                            AFéchantillon – (AIéchantillon x F)                                                Vhomogénat 
[TG] =  [standard]  x                                                        x    fdilution     x                          . 

                                                 AFstandard – (AIblanc x F)                                            qfoie 

 

 [standard] : concentration du standard en mg/ml, soit 0,26 

 AI : absorbance initiale, correspondant au glycérol présent avant hydrolyse des triglycérides 

AF : absorbance finale, correspondant au glycérol présent après hydrolyse des triglycérides  

F : permet de rapporter l'AI mesurée dans 0,8 ml à l'AF mesurée dans 1ml. F = 0,81/1,01 = 0,8 

fdilution : facteur de dilution de l'échantillon dans le milieu réactionnel, soit 100 

Vhomogénat : volume de l'homogénat en ml 

qfoie : quantité de foie en g 

 

 

XI.  Dosages sanguins 

Après prélèvement, le sang est centrifugé à 3000 g pendant 8 minutes. Le sérum est récupéré 

et congelé à -80°C. Tous les dosages sont réalisés sur les sérums, excepté pour la glycémie. 

 

1. Glycémie 

La glycémie est mesurée immédiatement sur le sang prélevé avec un glucomètre et exprimée 

en g/l. 

 

2. Insuline, leptine, adiponectine 

L'insuline, la leptine et l'adiponectine sont dosées par ELISA (Enzyme-linked immuno-

sorbent assay) avec des kits LINCO (Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). 

 

3. Acides gras libres 

Les acides gras libres (AGL) sont dosés avec un kit (Wako Unipath, Dardilly, France) et 

l'analyseur automatique Cobas Mira (Roche, Meylan, France), selon les réactions 

enzymatiques suivantes : 
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4-AAP : 4-amino-antipyrine et MEHA : 3-méthyl-N-éthyl-N-(β-hydroxyéthyl)-aniline. 

 

4. β-hydroxybutyrate 

La concentration en β-hydroxybutyrate est dosée avec l'analyseur automatique Cobas Mira 

(Roche, Meylan, France) en mesurant la formation de NADH selon la réaction enzymatique 

suivante : 

 

 

 

 

5. Triglycérides 

Les triglycérides sont dosés selon le même principe que les triglycérides hépatiques en 

utilisant un test enzymatique et l'analyseur automatique Modular (Roche, Meylan, France). 

 

 

XII.  Expression des résultats et analyse statistique 

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± SEM (standard error of the mean). Pour 

les comparaisons entre deux groupes, un test t de student a été utilisé. Pour les comparaisons 

entre plus de deux groupes, un test d'analyse de variance (ANOVA) suivi d'un test de Fisher 

ont été réalisés. Les différences sont considérées comme significatives lorsque P est inférieur 

à 0,05. Les tests statistiques ont été réalisés en utilisant le logiciel Stat View (SAS Institute, 

Cary, NC, USA). 

 

                              
                                            
                                                β-hydroxybutyrate déshydrogénase 
 β-hydroxybutyrate + NAD+             acétoacétate + NADH + H+ 

                                                                        
                                                     acyl-CoA synthétase 
    acide gras + ATP + CoA       

     acyl-CoA + AMP + PPi 
                                                                        
                                        acyl-CoA oxydase 
    Acyl-CoA + O2      

 
     2,3-trans-enoyl-CoA + H2O2 

                                                                        
                                                           peroxydase 
   2H2O2 + 4-AAP + MEHA         chromogène + 3H2O 
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B – TRAVAUX SUR MODELE CELLULAIRE 

I.  Modèle : cellules HepG2 traitées avec du resvératrol 

1. La lignée HepG2 et son entretien 

La lignée HepG2 (ATCC HB8065) a été obtenue à partir d'un hépatocarcinone humain. Elle 

est cultivée en milieu DMEM (Institut de biotechnologies Jacques Boy, Reims, France) 

supplémenté avec 10 % de serum de veau fœtal ou SVF (Institut de biotechnologies Jacques 

Boy, Reims, France), 1 % de glutamine (Gibco, Invitrogen, Paisley, Angleterre), 100 U/ml de 

pénicilline, 100 µg/ml de streptomycine et 0,25 µg/ml (Institut de biotechnologies Jacques 

Boy, Reims, France). Les cellules sont cultivées dans des flasks de 75 cm2 et entreposées dans 

une étuve à 37°C contenant 5 % de CO2. A confluence, les cellules subissent une trypsination. 

Le tapis cellulaire est préalablement rincé avec 8 ml de PBS 1X (Eurobio, Les Ulis, France) et 

2 ml de trypsine 1X (Gibco, Invitrogen, Paisley, Angleterre) sont ajoutés dans la flask. Les 

cellules sont ainsi incubées à 37°C pendant 8 minutes. La réaction est arrêtée par l'ajout de 8 

ml de milieu contenant du SVF. Les cellules sont homogénéisées et repiquées au minimum au 

1/10e dans une nouvelle flask. 

 

2. Traitement des cellules HepG2 avec du resvératrol 

Une solution de resvératrol (Sigma Aldrich, Lyon, France) à 50 mM est préparée dans du 

DMSO, aliquotée et conservée à -20°C. Vingt quatre heures avant confluence le milieu de 

culture est changé et 20 µl de resvératrol pour 20 ml de milieu sont ajoutés, soit une 

concentration finale de 50 µM. Les cellules témoins reçoivent 20 µl de DMSO pour 20 ml de 

milieu. 
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II.  Mesure de la consommation d'oxygène cellulaire sur 

cellules entières non perméabilisées 

1. Principe 

La consommation d'oxygène cellulaire est mesurée par polarographie sur l'oxygraphe 

Oxytherm. Le principe de l'électrode de Clark est présenté dans la partie A-IV-1-a. 

 

La consommation d'oxygène peut-être déterminée à différents états respiratoires : 

 •  routine : La respiration de routine reflète la consommation d'oxygène basale des 

cellules avec les substrats présents dans le milieu de culture. 

 • oligomycine : La respiration après l'ajout d'oligomycine (inhibiteur de l'ATP 

synthase) représente la consommation d'oxygène en condition non-phosphorylante et est 

principalement due à la compensation de la fuite de protons. 

 • FCCP : Le FCCP permet de dissiper le gradient de protons. La consommation 

d'oxygène est alors contrôlée par le système d'oxydation et reflète ainsi la capacité maximale 

de fonctionnement de la chaîne respiratoire. 

La mesure de ces différents états respiratoires permet également de calculer des rapports de 

contrôle respiratoire (RCR) : 

 • Le RCR correspond au quotient de la capacité respiratoire maximale (FCCP) et de la 

respiration en condition non-phosphorylante (oligomycine) et représente ainsi la part de la 

capacité maximale de la chaîne respiratoire nécessaire à la compensation de la fuite de 

protons. 

RCR = FCCP / oligomycine 

 

 • Le RCRp ou RCR phosphorylant est obtenu en soustrayant la respiration 

oligomycine à la respiration de routine et en divisant par la respiration FCCP. Le RCRp 

représente la part de la capacité de la chaîne respiratoire utilisée pour synthétiser de l'ATP. 

RCRp = (routine – oligomycine) / FCCP 

 

 • L'UCR (uncoupling control ratio) correspond au quotient de la respiration FCCP et 

de la respiration de routine et représente ainsi la réserve de capacité respiratoire de la chaîne. 

UCR = FCCP / routine 
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2. Réactifs 

Les réactifs utilisés (oligomycine, FCCP, myxothiazole) proviennent de chez Sigma Aldrich 

(Lyon, France). 

 

DMEM + 5 % SVF + 1 % glutamine : 

 • 94 ml DMEM 

 • 5 ml SVF 

 • 1 ml glutamine 

DMEM + 1 % glutamine : 

 • 99 ml DMEM 

 • 1 ml glutamine 

Oligomycine (6 mg/ml éthanol) : La solution est conservée à -20°C pendant 1 mois.  

FCCP (200 µM) : Une solution de 2 mM est préparée en dissolvant 1 mg de FCCP dans 2 ml 

d'éthanol. La solution de 2 mM est diluée au 1/10e et conservée à -20°C pendant 1 mois. 

Myxothiazole (5 mM) : 2,44 mg/1 ml d'éthanol. La solution est conservée à -20°C pendant 3 

mois. 

 

3. Protocole 

a) Préparation des cellules 

Le tapis cellulaire est préalablement rincé avec 8 ml de PBS 1X et 2 ml de trypsine 1X  sont 

ajoutés dans la flask. Les cellules sont ainsi incubées à 37°C pendant 8 min. La réaction est 

arrêtée par l'ajout de 8 ml de DMEM + 5 % SVF + 1 % glutamine. Un comptage cellulaire est 

réalisé sur cellule de Mallassez à partir de la suspension cellulaire diluée au 1/10e dans du 

PBS 1X (100 µl + 900 µl respectivement). La suspension cellulaire est centrifugée à 900 rpm 

pendant 5 minutes. Le surnageant est éliminé et le culot cellulaire est repris dans 8 ml de 

DMEM + 1 % glutamine. Un volume correspondant à 10 millions de cellules est prélevé et 

centrifugé à 900 rpm pendant 5 minutes. La suspension cellulaire restante est aliquotée sous 

forme de culots secs de 5 millions de cellules qui sont congelés à -80°C. Après centrifugation 

des cellules destinées à l'oxygraphie, le surnageant est éliminé et le culot est repris dans 1 ml 

de DMEM + 1 % glutamine. 
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b) Mesure de la consommation d'oxygène 

Avant la première mesure, l'oxygraphe est calibré (cf partie A-IV-3) avec du DMEM + 1 % 

glutamine pour obtenir le 100 % d'oxygène.  

La suspension cellulaire préalablement obtenue est placée dans la cuve. La respiration de 

routine est mesurée jusqu'à l'obtention d'une pente régulière (environ 3 minutes). 

L'oligomycine (1 µl à 6 mg/ml) est alors ajoutée dans la cuve de mesure. Après l'obtention 

d'une pente régulière, 1 µl d'oligomycine est à nouveau ajouté afin de s'assurer que la 

première dose était bien en concentration saturante. Une titration avec du FCCP (5 x 1 µl à 

200 µM) est ensuite réalisée afin de déterminer la concentration optimale en FCCP nécessaire 

à la stimulation maximale de la chaîne respiratoire. En effet au-delà d'une certaine 

concentration, le FCCP devient toxique pour les cellules et inhibe ainsi la respiration. Enfin, 2 

µl de myxothiazole (5 mM) sont ajoutés. Le myxothiazole en tant qu'inhibiteur du complexe 

III va inhiber entièrement la respiration mitochondriale. La respiration résiduelle n'est donc 

pas d'origine mitochondriale et sera retranchée aux valeurs obtenues précédemment. A la fin 

de chaque mesure, 800 µl de la suspension cellulaire contenue dans la cuve de mesure sont 

prélevés et congelés à -20°C. Un exemple de mesure de consommation d'oxygène sur cellules 

entières non perméabilisées est présenté dans la Figure 23. 

 

c) Dosage protéique 

La suspension cellulaire décongelée est centrifugée à 1500 rpm pendant 5 minutes. Une fois le 

surnageant éliminé, le culot cellulaire est repris dans 800 µl de NaCl puis dilué au ¼ dans du 

NaCl. Le dosage des protéines est décrit dans la partie A-III. 

 

4. Expression des résultats 

La vitesse de consommation d'oxygène est déterminée en calculant la valeur des pentes dans 

leur partie la plus linéaire. Les résultats en nmol/min/ml sont convertis en nmol/min/mg de 

protéines. 
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III.  Mesure du potentiel de membrane mitochondrial 

1. Principe 

Le potentiel de membrane mitochondrial est mesuré en utilisant une sonde fluorescente, le 

DiOC6(3) (3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide). Ce fluorochrome est un cation lipophile 

sensible au voltage qui s'accumule sélectivement dans les mitochondries lorsqu'il est utilisé à 

faible concentration. La fluorescence des cellules est mesurée par cytomètrie en flux et les 

cellules mortes sont exclues par marquage à l'iodure de propidium. La fluorescence obtenue 

est proportionnelle au potentiel de membrane mitochondrial : plus ce dernier est élevé, plus la 

sonde s'accumule dans la mitochondrie. Le KCl présent dans le tampon permet de dépolariser 

la membrane plasmique et ainsi d'accentuer la spécificité du fluorochrome pour la 

mitochondrie. Pour une même condition expérimentale, quatre tubes différents sont préparés. 

Le tube avec les cellules seules sans DiOC6(3) permet d'évaluer l'autofluorescence des 

cellules. Les cellules incubées avec uniquement le DiOC6(3) permettent de mesurer le 

potentiel en condition phosphorylante. L'ajout d'oligomycine permet d'inhiber l'ATP synthase 

et ainsi de mesurer le potentiel de membrane mitochondrial nécessaire à la compensation de la 

fuite de protons. L'ajout de mClCCP (carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone) permet la 

dissipation du potentiel de membrane et la valeur de potentiel de membrane obtenue reflète 

ainsi l'incorporation non spécifique du fluorochrome dans d'autres compartiments cellulaires. 

 

2. Réactifs 

Les réactifs utilisés (oligomycine, mClCCP, iodure de propidum) proviennent de chez Sigma 

Aldrich (Lyon, France) et de chez Invitrogen (Cergy Pontoise, France) pour le DiOC6(3). 

 

Tampon PBS + 5 % SVF + 50 mM KCl 

 • 95 ml PBS 1X 

 • 5 ml SVF 

 • 372,8 mg KCl 

DiOC6(3) (80 nM) : Une solution à 800 µM est préparée (4,580 mg/10 ml éthanol) et 

conservée à l'abri de la lumière à -20°C pendant 6 mois. Extemporanément, la solution à 800 

µM est diluée au 1/100e puis à nouveau au 1/100e dans du tampon PBS + 5 % SVF + 50 mM 

KCl. 
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Oligomycine (10 µg/ml éthanol) : Une solution à 5 mg/ml éthanol est préparée et conservée 

à -20°C pendant 1 mois. Extemporanément, la solution à 5 mg/ml est diluée au 1/500e dans du 

tampon PBS + 5 % SVF + 50 mM KCl. 

mClCCP (200 µM) : Une solution à 20 mM est préparée (4 mg/1ml éthanol) et est conservée 

à -20°C pendant 1 mois. Extemporanément, la solution à 20 mM est diluée au 1/100e dans du 

tampon PBS + 5 % SVF + 50 mM KCl. 

Iodure de propidium (50 µg/ml) : Une solution à 1 mg/ml PBS 1X est préparée puis diluée 

au 1/20e dans du PBS 1X. La solution est conservée à 4°C pendant 6 mois. 

 

3. Protocole 

Après trypsination et comptage des cellules, un volume de la suspension cellulaire 

correspondant à ½ million de cellules est distribué dans des tubes ependorf, à raison de 4 

tubes par condition expérimentale. Les tubes sont ensuite centrifugés à 1500 rpm pendant 2 

minutes. Une fois le surnageant retiré, le culot est repris avec les réactifs suivants selon le 

tube : 

 

 

 
Cellules 
seules 

 

 
Cellules 

+ DiOC6(3) 
 

 
Cellules 

+ DiOC6(3) 
+ oligomycine 

 

 
Cellules 

+ DiOC6(3) 
+ mClCCP 

 
 

Tampon PBS 
+ 5 % SVF 

+ 50 mM KCl 
 

500 µl 375 µl 125 µl 350 µl 

 
DiOC6(3) (80 nM) 

 
 125 µl 125 µl 125 µl 

 
Oligomycine (10 µg/ml) 

 
  250 µl  

 
mClCCP (200 µM) 

 
   25 µl 

 

Après une incubation à 37°C pendant 30 minutes, 450 µl de tampon PBS + 5 % SVF + 50 

mM KCl sont ajoutés dans les tubes qui sont ensuite centrifugés à 1500 rpm pendant 2 

minutes. Le surnageant est éliminé et le culot est repris dans 500 µl de tampon PBS + 5 % 
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SVF + 50 mM KCl. La suspension cellulaire est transférée dans des tubes adaptés au 

cytomètre de flux et 25 µl d'iodure de propidium à 50 µg/ml sont ajoutés dans tous les tubes 

excepté les tubes destinés à évaluer l'autofluorescence des cellules (cellules seules). Les tubes 

sont conservés à l'obscurité jusqu'à la mesure de cytomètrie de flux, effectuée le plus 

rapidement possible. L'aiguille reliée au cytomètre de flux (FACScan, Becton-Dickinson, Le 

Pont-De-Claix, France) est placée dans le tube et permet l'aspiration de la suspension 

cellulaire qui va traverser une source d'excitation lumineuse et ainsi diffracter la lumière selon 

plusieurs axes. La lumière diffractée selon un angle inférieur à 12° est proportionnelle à la 

taille de la cellule (FSC : forward scatter) et celle diffractée selon un angle de 90° est un reflet 

du contenu cytoplasmique de la cellule (SSC : side scatter). Ces signaux optiques sont alors 

intégrés par le logiciel d'analyse (Cell Quest Software). La sonde DiOC6(3) est excitée à une 

longueur d'onde de 488 nm et sa fluorescence est mesurée à 511 nm. La fluorescence de 

l'iodure de propidium est mesurée à 610 nm. 

 

4. Expression des résultats 

Un graphique de SSC en fonction de FSC peut être tracé dans lequel chaque point représente 

une cellule (Figure 24). De même un graphique représentant la fluorescence de l'iodure de 

propidium en fonction de la taille des cellules est construit afin de prendre en compte 

uniquement les cellules vivantes. Un histogramme du nombre de cellules en fonction de la 

fluorescence du DiOC6(3) permet de calculer la moyenne de fluorescence de la population 

cellulaire. La fluorescence obtenue en présence de DiOC6(3) + mClCCP est retranchée à celle 

mesurée en présence du DiOC6(3) seul et à celle mesurée en présence de DiOC6(3) + 

oligomycine. Les résultats obtenus sont alors un reflet du potentiel de membrane 

mitochondrial en condition phosphorylante (DiOC6(3) seul) et en condition non-

phosphorylante (DiOC6(3) + oligomycine). En condition non-phosphorylante, le gradient de 

protons est essentiellement utilisé pour compenser la fuite de protons, le potentiel de 

membrane mitochondrial est donc supérieur à celui obtenu en condition phosphorylante. La 

fluorescence en présence d’oligomycine doit donc être supérieure à celle en présence de 

DiOC6(3) seul. 
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IV.  Dosage des activités enzymatiques mitochondriales et de 

la LDH 

Le principe du dosage des activités enzymatiques des complexes de la chaîne respiratoire est 

décrit dans la partie A-VII. 

Les réactifs utilisés proviennent de chez Sigma Aldrich (Lyon, France) excepté pour l'ATP, le 

NADH, la LDH et la PK (Roche, Meylan, France), pour le décylubiquinone (Tebu-bio, La 

Perray-en-Yvelines, France) et pour le cytochrome c oxydé (Acros Organics, Halluin, 

France). Une fois préparés les réactifs sont aliquotés de manière à n'utiliser qu'un seul aliquot 

par jour d'expérimentation. 

Les dosages sont réalisés à partir de culots secs de cellules conservés à -80°C. Une fois 

décongelé, le culot est repris avec 50 µl de tampon A par million de cellules. Chaque dosage 

est réalisé en duplicate. 

 

Tampon A : 

 
Masse molaire 

(g/mol) 
Concentration finale 

Masse 
qsp 100 ml d'eau 

distillée 

Saccharose 342,3 250 mM 8,56 g 

Tris base 121,14 20 mM 242,28 mg 

EDTA 372,24 2 mM 74,45 mg 

BSA - 1 mg/ml 100 mg 

 

Le pH est ajusté à 7,2 avec de l'HCl 5 M et le tampon est conservé à -20°C pendant 6 mois. 

 

1. NADH ubiquinone oxydoréductase (complexe I) 

a) Principe 

La technique de mesure de l'activité du complexe I sur cellules est adaptée de celle décrite par  

Kuznetsov et Gnaiger (Mitochondrial Physiology Network 8.15, 2003). La réaction 

enzymatique catalysée par le complexe I est présentée dans la partie A-VII-1-a.  
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Le dosage du complexe I fait intervenir un composé chimique de couleur bleue, le 

dichlorophenolindophenol (DCPIP), qui absorbe la lumière à 600 nm. Le DCPIP accepte les 

électrons de l'ubiquinol formé permettant ainsi de recycler ce dernier afin d'éviter son 

accumulation qui entraîne l'inhibition de l'activité du complexe I. Lorsque le DCPIP est réduit 

par l'ubiquinol, il perd sa couleur bleue et n'absorbe plus la lumière. Lors de la mesure 

spectrophotométrique, la diminution de l'absorbance à 600 nm est alors proportionnelle à 

l'activité du complexe I. Ce dosage est réalisé en présence et en absence de roténone 

(inhibiteur spécifique du complexe I), afin d'obtenir l'activité de réduction de l'ubiquinone 

spécifique du complexe I. 

 

b) Réactifs 

Tampon KH2PO4 (100 mM), pH 7,4 : 1,36 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,4 

avec du KOH 5 M. La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

BSA (50 mg/ml eau distillée) : La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

KCN (500 mM) : 325 mg/10 ml eau distillée. La solution est conservée à -20°C pendant 1 

mois. 

Azide de sodium (1 M) : 65 mg/1 ml eau distillée. La solution est conservée à -20°C pendant 

6 mois. 

DCPIP (5 mM) : 14,51 mg/10 ml eau distillée. La solution est préparée extemporanément et 

incubée à 37°C. 

Ubiquinone-1 (2,5 mM) : Une solution de 39,9 mM est préparée en dissolvant 10 mg 

d'ubiquinone dans 1 ml d'éthanol. Cette solution mère est conservée à -20°C pendant 1 mois à 

l'abri de la lumière. La solution à 2,5 mM est préparée extemporanément en diluant 100 µl de 

la solution mère dans 1,498 µl d'éthanol. 

NADH (15 mM) : 10,64 mg/1 ml eau distillée. La solution est préparée extemporanément 

dans un tube en verre et protégée de la lumière. 

Roténone (2,5 mM) : 9,86 mg/10 ml éthanol/DMSO (volume/volume). La solution est 

conservée à -20°C pendant 3 mois. 
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c) Protocole 

Le tube contenant les cellules reprises dans le tampon A est immergé dans de l'azote liquide 

pendant 3 minutes. La suspension cellulaire est ensuite rapidement décongelée à 37°C puis 

centrifugée à 16000 g pendant 30 secondes. Une fois le surnageant éliminé, le culot est repris 

avec 50 µl de tampon A par million de cellules. Cette suspension cellulaire est diluée au 1/5e 

dans du tampon A et soumise à un cycle de sonication de 6 x 5 secondes avec 30 secondes 

d'intervalle entre chaque sonication. La sonication est réalisée dans la glace. 

Dans un tube en verre, sont ajoutés : 

 • 25 µl d'eau distillée 

 • 815 µl de tampon KH2PO4 (soit 81,5 mM) 

 • 20 µl de BSA (soit 1 mg/ml) 

 • 2 µl de KCN (soit 1 mM) 

 • 2 µl d'azide de sodium (soit 2 mM) 

 • 15 µl de DCPIP (soit 75 µM) 

 • 40 µl d'ubiquinone-1 (soit 100 µM) 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 5 minutes, puis 125 µl de la suspension 

cellulaire (soit 0,5 million de cellules) sont ajoutés. La réaction est ensuite initiée par l'ajout 

de 20 µl de NADH (soit 300 µM). L'évolution de l'absorbance à 600 nm est suivie au 

spectrophotomètre, thermostaté à 37°C, pendant 40 secondes. Sans arrêter la lecture, 4 µl de 

roténone (soit 10 µM) sont ajoutés en agitant dans les cuves. L'évolution de l'absorbance est à 

nouveau suivie pendant 40 secondes. 

 

d) Expression des résultats 

Les variations d'absorbance sont mesurées, en fonction du temps, sur la partie linéaire de la 

cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/million de cellules) du complexe I est calculée en 

utilisant la formule suivante : 

 

                                                  ∆DO(-R) - ∆DO(+R)                              103 
AS =                                           x                            . 

                                               l x ε DCPIP x Sn DCPIP                     qcellules 

 

∆DO(-R) : variation de DO par minute sans roténone 

∆DO(+R) : variation de DO par minute avec roténone 

l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1 
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ε DCPIP : coefficient d'extinction molaire du DCPIP à 600 nm, en mM-1.cm-1, soit 19,1 

Sn DCPIP : nombre stœchiométrique du DCPIP dans l'équation de la réaction, soit 1 

qcellules : quantité de cellules ajoutée dans le milieu réactionnel en million, soit 0,5 

 

Les résultats en nmol/min/million de cellules sont ensuite convertis en nmol/min/mg de 

protéines suite au dosage de protéines. 

 

2. Succinate ubiquinone oxydoréductase (complexe II) 

a) Principe 

La technique de mesure de l'activité du complexe II sur cellules est adaptée de celle décrite 

par James et al. (1996). Les réactions enzymatiques catalysées par le complexe II sont 

présentées dans la partie A-VII-2-a. 

Le dosage du complexe II fait intervenir le DCPIP, qui absorbe la lumière à 600 nm. Lorsque 

le DCPIP est réduit par l'ubiquinol, il perd sa couleur bleue et n'absorbe plus la lumière. Lors 

de la mesure spectrophotométrique, la diminution de l'absorbance à 600 nm est alors 

proportionnelle à l'activité du complexe II. Ce dosage est réalisé en présence et en absence de 

thénoyltrifluoroacétone (inhibiteur spécifique du complexe II), afin d'obtenir l'activité de 

réduction de l'ubiquinone spécifique du complexe II. 

 

b) Réactifs 

Tampon KH2PO4 (100 mM), pH 7,5 : 1,36 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,5 

avec du KOH 5 M. La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

EDTA (20 mM) : 584 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,5 avec du NaOH 5 M. La 

solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

BSA (50 mg/ml eau distillée) : La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

Succinate (500 mM) : 590,45 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,4 avec du KOH 5 

M. La solution est conservée à -20°C pendant 3 mois. 

KCN (10 mM) : 6,5 mg/10 ml eau distillée. La solution est conservée à -20°C pendant 1 

mois. 

Roténone (2,5 mM) : 9,86 mg/10 ml éthanol/DMSO (volume/volume). La solution est 

conservée à -20°C pendant 3 mois. 
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Antimycine A (1 mg/ml éthanol) : La solution est conservée à -20°C pendant 1 mois. 

DCPIP (5 mM) : 14,51 mg/10 ml eau distillée. La solution est préparée extemporanément et 

incubée à 37°C. 

Triton X 100 (10 %) : Le triton X 100 est dilué au 1/10e dans de l'eau distillée. La solution 

est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

Ubiquinone-1 (2,5 mM) : Une solution de 39,9 mM est préparée en dissolvant 10 mg 

d'ubiquinone dans 1 ml d'éthanol. Cette solution mère est conservée à -20°C pendant 1 mois à 

l'abri de la lumière. La solution à 2,5 mM est préparée extemporanément en diluant 100 µl de 

la solution mère dans 1,498 µl d'éthanol. 

Thénoyltrifluoroacétone (40 mM) : 8,89 mg/1 ml éthanol. La solution est conservée à -20°C 

pendant 3 mois. 

 

c) Protocole 

Le tube contenant les cellules reprises dans le tampon A est immergé dans de l'azote liquide 

pendant 3 minutes. La suspension cellulaire est ensuite rapidement décongelée à 37°C puis 

centrifugée à 16000 g pendant 30 secondes. Une fois le surnageant éliminé, le culot est repris 

avec 50 µl de tampon A par million de cellules. 

Dans un tube en verre, sont ajoutés : 

 • 160 µl d'eau distillée 

 • 500 µl de tampon KH2PO4 (soit 50 mM) 

 • 5 µl d'EDTA (soit 100 µM) 

 • 20 µl de BSA (soit 1 mg/ml) 

 • 40 µl de succinate (soit 20 mM) 

 • 200 µl de KCN (soit 2 mM) 

 • 4 µl de roténone (soit 10 µM) 

 • 4 µl d'antimycine A (soit 4 µg/ml) 

 • 16 µl de DCPIP (soit 80 µM) 

 • 2 µl de triton X 100 (soit 0,02 %) 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 2 minutes, puis 25 µl de la suspension 

cellulaire (soit 0,5 million de cellules) sont ajoutés. La réaction est ensuite initiée par l'ajout 

de 20 µl d'ubiquinone-1 (soit 50 µM). L'évolution de l'absorbance à 600 nm est suivie au 
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spectrophotomètre, thermostaté à 37°C, pendant 40 secondes. Sans arrêter la lecture, 5 µl de 

thénoyltrifluoroacétone (soit 200 µM) sont ajoutés en agitant dans les cuves. L'évolution de 

l'absorbance est à nouveau suivie pendant 40 secondes.  

 

d) Expression des résultats 

Les variations d'absorbance sont mesurées, en fonction du temps, sur la partie linéaire de la 

cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/million de cellules) du complexe II est calculée en 

utilisant la formule suivante : 

 

                                                  ∆DO(-T) - ∆DO(+T)                              103 
AS =                                           x                            . 

                                               l x ε DCPIP x Sn DCPIP                     qcellules 

 

∆DO(-T) : variation de DO par minute sans thénoyltrifluoroacétone 

∆DO(+T) : variation de DO par minute avec thénoyltrifluoroacétone 

l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1 

ε DCPIP : coefficient d'extinction molaire du DCPIP à 600 nm, en mM-1.cm-1, soit 19,1 

Sn DCPIP : nombre stœchiométrique du DCPIP dans l'équation de la réaction, soit 1 

qcellules : quantité de cellules ajoutée dans le milieu réactionnel en million, soit 0,5 

 

Les résultats en nmol/min/million de cellules sont ensuite convertis en nmol/min/mg de 

protéines suite au dosage de protéines. 

 

3. Ubiquinol cytochrome c oxydoréductase (complexe III) 

a) Principe 

La réaction enzymatique catalysée par le complexe III et le principe du dosage sont présentés 

dans la partie A-VII-3-a. 

 

b) Réactifs 

Tampon KH2PO4 (20 mM), pH 7,8 : 272 mg/100 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,8 

avec du KOH 5 M. La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

BSA (50 mg/ml eau distillée) : La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 
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EDTA (20 mM) : 584 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,5 avec du NaOH 5 M. La 

solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

KCN (10 mM) : 6,5 mg/10 ml eau distillée. La solution est conservée à -20°C pendant 1 

mois. 

Cytochrome c oxydé (1 mM) : 12,38 mg/1 ml eau distillée. La solution est préparée 

extemporanément. 

Antimycine A (1 mg/ml éthanol) : La solution est conservée à -20°C pendant 1 mois. 

Décylubiquinol (25 mM) : cf partie A-VII-3-b 

 

c) Protocole 

Le tube contenant les cellules reprises dans le tampon A est immergé dans de l'azote liquide 

pendant 3 minutes. La suspension cellulaire est ensuite rapidement décongelée à 37°C puis 

centrifugée à 16000 g pendant 30 secondes. Une fois le surnageant éliminé, le culot est repris 

avec 50 µl de tampon A par million de cellules. 

Dans un tube en verre, sont ajoutés : 

 • 309 µl d'eau distillée 

 • 500 µl de tampon KH2PO4 (soit 10 mM) 

 • 20 µl de BSA (soit 1 mg/ml) 

 • 100 µl d'EDTA (soit 2 mM) 

 • 24 µl de KCN (soit 240 µM) 

 • 40 µl de cytochrome c oxydé (soit 40 µM) 

 • +/– 4 µl d'antimycine A (soit 4 µg/ml) 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 2 minutes, puis 5 µl de la suspension 

cellulaire (soit 0,1 million de cellules) sont ajoutés. La réaction est ensuite initiée par l'ajout 

de 2 µl de décylubiquinol (soit 50 µM). L'évolution de l'absorbance à 550 nm est suivie au 

spectrophotomètre, thermostaté à 37°C, pendant 1 minute. 

 

d) Expression des résultats 

Les variations d'absorbance sont mesurées, en fonction du temps, sur la partie linéaire de la 

cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/million de cellules) du complexe III est calculée en 

utilisant la formule suivante : 
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                                                  ∆DO(-A) - ∆DO(+A)                              103 
AS =                                           x                            . 

                                                   l x ε cyt c x Sn cyt c                      qcellules 

 

∆DO(-A) : variation de DO par minute sans antimycine A 

∆DO(+A) : variation de DO par minute avec antimycine A 

l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1 

ε cyt c : coefficient d'extinction molaire du cytochrome c réduit à 550 nm, en mM-1.cm-1, soit 18,5 

Sn cyt c : nombre stœchiométrique du cytochrome c dans l'équation de la réaction, soit 1 

qcellules : quantité de cellules ajoutée dans le milieu réactionnel en million, soit 0,1 

 

Les résultats en nmol/min/million de cellules sont ensuite convertis en nmol/min/mg de 

protéines suite au dosage de protéines. 

 

4. Cytochrome c oxydase (complexe IV) 

a) Principe 

La réaction enzymatique catalysée par le complexe IV et le principe du dosage sont présentés 

dans la partie A-VII-4-a. 

 

b) Réactifs 

Tampon KH2PO4 (100 mM), pH 6,5 : 1,36 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 6,5 

avec du KOH 5 M. La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

BSA (50 mg/ml eau distillée) : La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

Laurylmaltoside (125 mM) : 63,83 mg/1 ml eau distillée. La solution est conservée à -20°C 

pendant 1 mois. 

Cytochrome c (1 mM) : 12,38 mg/1 ml tampon KH2PO4 (100 mM, pH 6,5). La solution est 

préparée extemporanément. 

Cytochrome c réduit (50 µM) : La solution de cytochrome c réduit est préparée 

extemporanément en diluant 500 µl de la solution de cytochrome c (1 mM) dans 9,5 ml de 

tampon KH2PO4 (100 mM, pH 6,5). La réduction du cytochrome c est décrite dans la partie 

A-VII-4-b. 

  



  

   - 115 - 

c) Protocole 

Ce dosage est réalisé directement sur les cellules reprises dans le tampon A. 

Dans un tube à hémolyse, sont ajoutés :  

 • 455 µl d'eau distillée 

 • 200 µl de tampon KH2PO4 (soit 20 mM) 

 • 20 µl de BSA (soit 1 mg/ml) 

 • 300 µl de cytochrome c réduit (soit 15 µM) 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 3 minutes, puis 5 µl de la suspension 

cellulaire (soit 0,1 million de cellules) sont ajoutés. La réaction est ensuite initiée par l'ajout 

de 20 µl de laurylmaltoside (soit 2,5 mM). L'évolution de l'absorbance à 550 nm est suivie au 

spectrophotomètre, thermostaté à 37°C, pendant 90 secondes. 

 

d) Expression des résultats 

Les variations d'absorbance sont mesurées, en fonction du temps, sur la partie linéaire de la 

cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/million de cellules) du complexe IV est calculée en 

utilisant la formule suivante : 

 

                                                           ∆DO                                                 103 
AS =                                           x                            . 

                                                   l x ε cyt c x Sn cyt c                      qcellules 

 

∆DO : variation de DO par minute 

l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1 

ε cyt c : coefficient d'extinction molaire du cytochrome c réduit à 550 nm, en mM-1.cm-1, soit 18,5 

Sn cyt c : nombre stœchiométrique du cytochrome c dans l'équation de la réaction, soit 1 

qcellules : quantité de cellules ajoutée dans le milieu réactionnel en million, soit 0,1 

 

Les résultats en nmol/min/million de cellules sont ensuite convertis en nmol/min/mg de 

protéines suite au dosage de protéines. 
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5. ATP synthase 

a) Principe 

La réaction enzymatique catalysée par l'ATP synthase et le principe du dosage sont présentés 

dans la partie A-VII-5-a. 

 

b) Réactifs 

Tampon G1 : cf partie A-VII-5-b 

NADH (2 mM) :  1,42 mg/1 ml eau distillée. La solution est préparée extemporanément dans 

un tube en verre et protégée de la lumière. 

Oligomycine (1 mg/ml éthanol) : La solution est conservée à -20°C pendant 1 mois. 

FCCP (10 mM) : 2,5 mg/1 ml d'éthanol. La solution est conservée à -20°C pendant 1 mois. 

Antimycine A (2,5 mg/ml éthanol) : La solution est conservée à -20°C pendant 1 mois. 

Lactate déshydrogénase (LDH) : La LDH est fournie sous forme de solution à 5000 U/ml. 

Pyruvate kinase (PK) : La PK est fournie sous forme de solution à 5000 U/ml. 

Tampon G2 : cf partie A-VII-5-b 

 

c) Protocole 

Le tube contenant les cellules reprises dans le tampon A est immergé dans de l'azote liquide 

pendant 3 minutes. La suspension cellulaire est ensuite rapidement décongelée à 37°C puis 

centrifugée à 16000 g pendant 30 secondes. Une fois le surnageant éliminé, le culot est repris 

avec 50 µl de tampon A par million de cellules. Cette suspension cellulaire est diluée au 1/5e 

dans du tampon A et soumise à un cycle de sonication de 6 x 5 secondes avec 30 secondes 

d'intervalle entre chaque sonication. La sonication est réalisée dans la glace. 

Dans un tube en verre, sont ajoutés : 

 • 645 µl d'eau distillée 

 • 200 µl de tampon G2 

 • +/– 10 µl d'oligomycine (soit 10 µg/ml) 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 3 minutes, puis 125 µl de la suspension 

cellulaire (soit 0,5 million de cellules) sont ajoutés. La réaction est ensuite initiée par l'ajout 
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de 30 µl de NADH (soit 60 µM). L'évolution de l'absorbance à 340 nm est suivie au 

spectrophotomètre, thermostaté à 37°C,  pendant 90 secondes. 

 

d) Expression des résultats 

Les variations d'absorbance sont mesurées, en fonction du temps, sur la partie linéaire de la 

cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/million de cellules) de l'ATP synthase est calculée 

en utilisant la formule suivante : 

 

                                                  ∆DO(-O) - ∆DO(+O)                              103 
AS =                                           x                            . 

                                                l x ε NADH x Sn NADH                    qcellules 

 

∆DO(-O) : variation de DO par minute sans oligomycine 

∆DO(+O) : variation de DO par minute avec oligomycine 

l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1 

ε NADH : coefficient d'extinction molaire du NADH à 340 nm, en mM-1.cm-1, soit 6,22 

Sn NADH : nombre stœchiométrique du NADH dans l'équation de la réaction, soit 1 

qcellules : quantité de cellules ajoutée dans le milieu réactionnel en million, soit 0,5 

 

Les résultats en nmol/min/million de cellules sont ensuite convertis en nmol/min/mg de 

protéines suite au dosage de protéines. 

 

6. Citrate synthase 

a) Principe 

La réaction enzymatique catalysée par la citrate synthase et le principe du dosage sont 

présentés dans la partie A-VII-6-a. 

 

b) Réactifs 

Tampon Tris (1 M) : 12,11 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 8,1 avec de l'HCl 5 M. 

La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

DTNB (1 mM) : 1,98 mg/5 ml tampon Tris (1M). La solution est préparée extemporanément 

et protégée de la lumière. 
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Oxaloacétate (10 mM) : 6,6 mg/5 ml eau distillée. La solution est préparée 

extemporanément. 

Acétyl-CoA (10 mM) : 10 mg/1,2 ml eau distillée. La solution est conservée à -20°C pendant 

1 mois. 

Triton X 100 (10 %) : Le triton X 100 est dilué au 1/10e dans de l'eau distillée. La solution 

est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

 

c) Protocole 

Ce dosage est réalisé directement sur les cellules reprises dans le tampon A. 

Dans un tube à hémolyse, sont ajoutés : 

 • 755 µl d'eau distillée 

 • 150 µl de DTNB (soit 150 µM) 

 • 50 µl d'oxaloacétate (soit 500 µM) 

 • 30 µl d'acétyl-CoA (soit 300 µM) 

 • 10 µl de triton X 100 (soit 0,1 %) 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 2 minutes. La réaction est ensuite initiée 

par l'ajout de 5 µl de la suspension cellulaire (soit 0,1 million de cellules). L'évolution de 

l'absorbance à 412 nm est suivie au spectrophotomètre, thermostaté à 37°C, pendant 1 minute. 

 

d) Expression des résultats 

Les variations d'absorbance sont mesurées, en fonction du temps, sur la partie linéaire de la 

cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/million de cellules) de la citrate synthase est 

calculée en utilisant la formule suivante : 

 

                                                           ∆DO                                                 103 
AS =                                           x                            . 

                                                   l x ε TNB x Sn TNB                        qcellules 

 

∆DO : variation de DO par minute 

l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1 

ε TNB : coefficient d'extinction molaire du TNB à 412 nm, en mM-1.cm-1, soit 13,6 

Sn TNB : nombre stœchiométrique du TNB dans l'équation de la réaction, soit 1 

 qcellules : quantité de cellules ajoutée dans le milieu réactionnel en million, soit 0,1 
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Les résultats en nmol/min/million de cellules sont ensuite convertis en nmol/min/mg de 

protéines suite au dosage de protéines. 

 

7. Lactate déshydrogénase 

a) Principe 

Le dosage de l'activité de la lactate déshydrogénase est réalisé selon la méthode décrite par 

Hutter et al. (2004). La lactate déshydrogénase catalyse la réaction suivante : 

 

pyruvate + NADH + H+ → lactate + NAD+ 

 

Le principe du dosage consiste à mesurer l'oxydation du NADH dont l'absorbance est mesurée 

à 340 nm. Lors de la mesure spectrophotométrique, la diminution de l'absorbance à 340 nm 

est alors proportionnelle à l'activité de la lactate déshydrogénase. 

 

b) Réactifs 

Tampon Tris (100 mM) : 1,211 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajusté à 7,1 avec de l'HCl 5 

M. La solution est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

NADH (15 mM) : 10,64 mg/1 ml eau distillée. La solution est préparée extemporanément 

dans un tube en verre et protégée de la lumière. 

Pyruvate (1 M) : 110 mg/1 ml eau distillée. La solution est préparée extemporanément. 

Triton X 100 (10 %) : Le triton X 100 est dilué au 1/10e dans de l'eau distillée. La solution 

est conservée à -20°C pendant 6 mois. 

 

c) Protocole 

Ce dosage est réalisé directement sur les cellules reprises dans le tampon A. 

Dans un tube à hémolyse, sont ajoutés : 

 • 940 µl de tampon tris (soit 94 mM) 

 • 10 µl de pyruvate (soit 10 mM) 

 • 25 µl de triton X 100 (soit 0,25 %) 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 5 minutes, puis 5 µl de la suspension 

cellulaire (soit 0,1 million de cellules) sont ajoutés. La réaction est ensuite initiée par l'ajout 
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de 20 µl de NADH (soit 300 µM). L'évolution de l'absorbance à 340 nm est suivie au 

spectrophotomètre, thermostaté à 37°C, pendant 100 secondes. 

 

d) Expression des résultats 

Les variations d'absorbance sont mesurées, en fonction du temps, sur la partie linéaire de la 

cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/million de cellules) de la lactate déshydrogénase est 

calculée en utilisant la formule suivante : 

 

                                                           ∆DO                                                 103 
AS =                                           x                            . 

                                               l x ε NADH x Sn NADH                     qcellules 

 

∆DO : variation de DO par minute 

l : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit 1 

ε NADH : coefficient d'extinction molaire du NADH à 340 nm, en mM-1.cm-1, soit 6,22 

Sn NADH : nombre stœchiométrique du NADH dans l'équation de la réaction, soit 1 

 qcellules : quantité de cellules ajoutée dans le milieu réactionnel en million, soit 0,1 

 

Les résultats en nmol/min/million de cellules sont ensuite convertis en nmol/min/mg de 

protéines suite au dosage de protéines. 

 

 

V. Dosage de la quantité d'ADN mitochondrial 

L'ADN total est extrait à partir d'un culot sec de 4 millions de cellules en utilisant le kit "EZ1 

DNA" et l'extracteur "BioRobot EZ1 DSP" (Qiagen, Courtaboeuf, France). La quantité 

d'ADN est déterminée en réalisant une PCR quantitative en temps réel sur l'appareil 

"Chromo4" (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) pour un gène situé sur l'ADNmt, ND1 

codant pour la sous unité 1 de la NADH déshydrogénase (amorce sens 5'-CTT TGC GTA 

GTT GTA TAT AGC C-3', amorce anti-sens 5'-CGC ATA AAA CTT AAA ACT TTA CAG-

3') et un gène situé sur l'ADN nucléaire, la β-globine (amorce sens 5'-CAA CTT CAT CCA 

CGT TCA CC-3', amorce anti-sens 5'-ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC-3'). Les résultats 

sont exprimés sous forme du ratio ND1/β-globine. 
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Introduction de l'article 1 :  

 

L'implication de la mitochondrie dans le développement des NAFLD est relativement bien 

admise concernant le développement de la stéatohépatite (Begriche et al., 2006). Cependant la 

fonction mitochondriale dans des conditions de stéatose hépatique simple n'est que peu 

étudiée. L'accumulation ectopique de lipides dans le foie est due principalement à l'arrivée 

massive des acides gras libres issus de la lipolyse adipocytaire et à l'augmentation de la 

lipogenèse hépatique (Donnelly et al., 2005). Par ailleurs, la mitochondrie pourrait être 

impliquée dans le développement de cette stéatose. En effet, des altérations de la fonction 

mitochondriale pourraient contribuer à l'accumulation de lipides intracellulaires selon 

plusieurs mécanismes : 

 • soit par une augmentation de l'efficacité de la phosphorylation oxydative qui 

entraînerait une diminution de l'oxydation des substrats énergétiques associée à une synthèse 

d'ATP équivalente 

 • soit par une diminution des capacités oxydatives sans variation de l'efficacité de la 

phosphorylation oxydative 

 • soit par une diminution de la quantité de mitochondries. 

Afin d'évaluer ces hypothèses, nous avons utilisé un modèle de rat génétiquement obèse par 

une inactivation du gène codant pour le récepteur de la leptine, le rat Zucker (Zucker et 

Zucker, 1961). Le rat Zucker obèse présente les différentes caractéristiques du syndrome 

métabolique et est couramment utilisé comme modèle d'étude pour la stéatose hépatique 

(Leonard et al., 2005). Il a été mis en évidence que ce modèle de rat ne présentait pas de 

fibrose en conséquence de l'absence du signal leptine, adipokine qui interviendrait dans le 

processus fibrogénique (Ikejima et al., 2001, Ikejima et al., 2002, Leclercq et al., 2002, 

Ikejima et al., 2007).  

Dans ce modèle de stéatose hépatique nous avons étudié le fonctionnement de la chaîne 

respiratoire sur des mitochondries isolées. Nous avons mesuré le potentiel de membrane en 

fonction de la consommation d'oxygène à l'état 3 et à l'état 4. Afin d'évaluer l'efficacité de la 

phosphorylation oxydative nous avons réalisé une cinétique de la synthèse d'ATP en fonction 

de la consommation d'oxygène. Enfin, de manière à évaluer la quantité de mitochondries ainsi 

que les capacités oxydatives, nous avons mesuré les activités enzymatiques de la citrate 

synthase et de la cytochrome c oxydase. 
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Abstract

The relationship between insulin resistance and mitochondrial function is of increasing interest. Studies looking for such interactions are

usually made in muscle and only a few studies have been done in liver, which is known to be a crucial partner in whole body insulin action.

Recent studies have revealed a similar mechanism to that of muscle for fat-induced insulin resistance in liver. However, the exact mechanism of

lipid metabolites accumulation in liver leading to insulin resistance is far from being elucidated. One of the hypothetical mechanisms for liver

steatosis development is an impairment of mitochondrial function. We examined mitochondrial function in fatty liver and insulin resistance state

using isolated mitochondria from obese Zucker rats. We determined the relationship between ATP synthesis and oxygen consumption as well as

the relationship between mitochondrial membrane potential and oxygen consumption. In order to evaluate the quantity of mitochondria and the

oxidative capacity we measured citrate synthase and cytochrome c oxidase activities. Results showed that despite significant fatty liver and hy-

perinsulinemia, isolated liver mitochondria from obese Zucker rats display no difference in oxygen consumption, ATP synthesis, and membrane

potential compared with lean Zucker rats. There was no difference in citrate synthase and cytochrome c oxidase activities between obese and

lean Zucker rats in isolated mitochondria as well as in liver homogenate, indicating a similar relative amount of hepatic mitochondria and a sim-

ilar oxidative capacity. Adiponectin, which is involved in bioenergetic homeostasis, was increased two-fold in obese Zucker rats despite insulin

resistance. In conclusion, isolated liver mitochondria from lean and obese insulin-resistant Zucker rats showed strictly the same mitochondrial

function. It remains to be elucidated whether adiponectin increase is involved in these results.

Ó 2008 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Mitochondria; Fatty liver; Insulin resistance; Oxidative phosphorylation; Zucker rat

1. Introduction

Mechanisms leading to insulin resistance, involving fat

accumulation and metabolic abnormalities are not clearly

understood. The relationship between insulin resistance and

mitochondrial function is increasingly of interest [1]. Recent

evidences indicate that insulin resistance in skeletal muscle

could be due to reduced mitochondrial oxidative capacity

[2e7]. In fact, insulin resistance is also closely associated

with alterations of hepatic metabolism, an organ which plays

a central role in whole body insulin sensitivity. The cellular

mechanisms responsible for causing hepatic insulin resistance

remain controversial, with several hypotheses attributing

causality to visceral fat [8], adipokines [9,10], endoplasmic

reticulum stress [11], and inflammation [12]. An alternative

hypothesis is that the development of hepatic steatosis per se

leads to hepatic insulin resistance. Indeed, recent studies

Abbreviations: COX, cytochrome c oxidase; CS, citrate synthase; ANT, ad-

enine nucleotide translocator; TG, triglyceride.
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have revealed a similar mechanism to that of muscle for fat-

induced insulin resistance in liver, where accumulation of in-

tracellular lipid metabolites activates a serine kinase cascade

involving PKC3, leading to a decrease of insulin receptor

kinase activity resulting in impaired insulin action [13,14].

However, the exact mechanism of lipid metabolites accumula-

tion in liver leading to insulin resistance is far from being

elucidated. One of the hypothetical mechanisms for liver

steatosis development is an impairment of mitochondrial

function.

ATP is synthesized in mitochondria through oxidative phos-

phorylation, which couples substrate oxidation by the respira-

tory chain to ADP phosphorylation by F1-F0 ATP synthase

[15]. However, it has long been known that oxidative phos-

phorylation coupling is not a perfect chemical reaction and

a fraction of the proton gradient is dissipated by proton leak

across the inner membrane [16]. Alterations in mitochondrial

oxidative capacities might contribute to a diminished ability to

oxidize fatty acid, and so might promote intracellular fat accu-

mulation. This ectopic fat accumulation could be due to: (i) an

increase of oxidative phosphorylation efficiency, and so in this

case for the same quantity of synthesized ATP there are less

consumed energetic substrates; (ii) a decrease of oxidative

capacities without variations in efficiency; (iii) a decrease in

the quantity of mitochondria.

In this study we decided to look at hepatic mitochondrial

function, in particular oxidative phosphorylation efficiency, in

fatty liver and insulin resistance state with using isolated mito-

chondria from the livers of lean and obese Zucker rats. These

rats, which lack functional leptin receptor exhibit hyperphagia,

hyperinsulinemia, and hyperlipidemia [17] and are commonly

used in studies of insulin resistance [18]. Studies relating to pro-

ton leak in Zucker rats lead to divergent results. Ramsey et al.

[19] showed that liver mitochondria from obese Zucker rats

exhibit less proton leak than their lean littermates. Brookes

et al. [20] carried out a similar study in which there was no dif-

ference in proton leak in isolated liver mitochondria between

obese and lean Zucker rats. However, as previously discussed

by Brookes et al. [20], in the study of Ramsey et al. [19] there

is no bovine serum albumin in the experimental medium and

the proton leak curve of obese Zucker rats appears aberrant in

shape. Recently a decrease has been shown in state 3 (phosphor-

ylating state) respiration in liver mitochondria from obese

Zucker rats which is associated with a decrease in the content

of adenine nucleotide translocator (ANT) [21]. Nevertheless

in these studies we have no information about ATP synthesis

nor, therefore, about oxidative phosphorylation efficiency.

The aim of this study was to examine whether obese Zucker

rats, used as a fatty liver and insulin resistance model, exhibit

differences in liver mitochondria function. We determined the

relationship betweenmembrane potential and oxygen consump-

tion in non-phosphorylating (state 4) and phosphorylating (state

3) isolated mitochondria. In order to actually evaluate oxidative

phosphorylation efficiency we determined the kinetic of the

relationship between ATP synthesis and oxygen consumption

in isolated liver mitochondria which really corresponds to the

physiological variations in oxidative phosphorylation. To

investigate mitochondrial content and oxidative capacity we de-

termined citrate synthase and cytochrome c oxidase activities.

2. Materials and methods

2.1. Animals

The present investigation was performed in accordance

with the guiding principles in the care and use of animals.

Ten male obese ( fa/fa) Zucker rats and ten male lean ( fa/þ)

Zucker rats were purchased from Charles River (L’Arbresle,

France). Animals were caged individually in a temperature-

controlled room (22 �C) with a dark/light cycle of 12:12 h.

They were provided with water ad libitum and a standard

diet (U-A-R A04; SAFE, Epinay-sur-Orge, France) composed

of (% total weight) 16% protein, 3% fat, 60% carbohydrate

and 21% water, fiber, vitamins and minerals. All rats were

fasted during the night before being killed. Eleven-week-old

rats were anesthetized by inhalation of isoflurane and blood

was collected from the heart. Immediately after blood collec-

tion, the liver was rapidly removed and weighed.

2.2. Liver mitochondria preparation

Liver mitochondria were isolated using a modification of the

differential centrifugation procedure of Krahenbuhl et al. [22]

with all steps carried out at 4 �C. Liver was homogenized in

an isolation medium containing 100 mM sucrose, 50 mM

KCl, 5 mM EGTA and 50 mM Trisebase, pH 7.4 (10 ml/g

tissue) followed by centrifugation at 600 � g for 10 min. The

supernatant was filtered through cheesecloth and centrifuged

at 7000 � g for 10 min. The pellet was resuspended in the iso-

lation medium (10 ml/g tissue) and centrifuged at 3500 � g for

10 min. The resulting pellet was resuspended in a minute

volume of isolation medium. Protein concentration was deter-

mined using the bicinchoninic acid assay kit (Interchim,

Montluçon, France) with bovine serum albumin as standard.

2.3. Mitochondrial respiration and membrane potential

Oxygen consumption and membrane potential were mea-

sured simultaneously using electrodes sensitive to oxygen

and to the potential-dependent probe triphenylmethylphospho-

nium (TPMPþ). Mitochondria (0.5 mg protein/ml) were incu-

bated in a respiratory reaction medium containing 120 mM

KCl, 5 mM KH2PO4, 1 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 3 mM

HEPES and 0.3% bovine serum albumin (w/v), pH 7.4, and

supplemented with 5 mM rotenone and 80 ng/ml nigericin.

The TPMP electrode was calibrated by sequential 0.5 mM

additions up to 2 mM TPMP, then 5 mM succinate was added

to start the reaction. After each run, 2 mM of carbonyl cyanide-

p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP) was added to

dissipate the membrane potential and release all TPMP back

into the medium for baseline correction. Membrane potentials

were calculated as previously described by Brand [23],

assuming a TPMP binding correction of 0.42 (ml/mg of

protein)ÿ1 [24].
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The relationships between oxygen consumption and mem-

brane potential were established by carrying out titrations in

non-phosphorylating (state 4) and phosphorylating (state 3)

states. In the non-phosphorylating state, respiration and mem-

brane potential were progressively inhibited through succes-

sive steady states induced by additions of malonate (up to

5 mM) in the presence of oligomycin (1 mg/ml). In the phos-

phorylating state, respiration and membrane potential were re-

corded in the respiratory reaction medium supplemented with

20 mM glucose and 125 mM ATP with increasing concentra-

tions of hexokinase ranging from 10 to 175 mU/ml, in the

absence of oligomycin.

2.4. Mitochondrial ATP synthesis

Mitochondria (0.5 mg/ml) were incubated in the respiratory

reaction medium supplemented with 5 mM rotenone, 5 mM

succinate, 20 mM glucose and 125 mM ATP. The rate of oxida-

tive phosphorylation flux was modulated by different concen-

trations of hexokinase (10e175 mU/ml) and ATP production

was monitored by glucose-6-phosphate formation, as previ-

ously described [25]. For each steady state, oxygen consump-

tion was recorded for 2 min, thereafter aliquots were taken

from the respiratory reaction medium and immediately put in

perchloric acid (6%), centrifuged (8000 � g, 3 min) and the

supernatant was removed and neutralized to pH 7 using KOH

(5 M). NADPþ(0.5 mM) and glucose 6-phosphate dehydroge-

nase (0.25 U) were then added and ATP production was mon-

itored from NADPH content by spectrophotometry at 340 nm.

2.5. Mitochondrial enzyme activities

The activities of citrate synthase (CS) and cytochrome c

oxidase (COX) were measured spectrophotometrically at

37 �C in liver homogenate and in isolated mitochondria via

an adaptation of the method described by Malgat et al. [26].

The activity of CS was measured in a reaction medium con-

sisting of 0.1 mM 5,50-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (regen-

erated with Tris buffer, 1 M, pH 8.1), 1 mM oxaloacetic acid,

0.3 mM acetyl CoA and Triton X-100 (4%). After 3 min of

incubation, the reaction was initiated by adding the homoge-

nate (30 mg protein) or isolated mitochondria (10 mg protein)

and the change in optical density at 412 nm was recorded

for 3 min. The activity of COX was measured by monitoring

the oxidation of reduced cytochrome c at 550 nm. An 80 mM

solution of reduced cytochrome c (92e97% reduced using di-

thionite) in 50 mM KH2PO4, was preincubated for 5 min. The

reaction was initiated by adding the homogenate (30 mg pro-

tein) or isolated mitochondria (5 mg protein) and the change

in optical density at 550 nm was recorded for 1.5 min.

2.6. Liver triglyceride content

Liver triglyceride (TG) content was determined using the

method described by Xu et al. [27]. Briefly, 100 mg of liver

tissue was homogenized in 1 ml of ethanol followed by

centrifugation at 15,000 � g for 10 min. TG were measured

with a Sigma kit.

2.7. Serum parameters

Glucose concentrations were measured with a glucometer.

Serum insulin and leptin concentrations were measured using

enzyme-linked immunosorbent assay kits (Linco Research,

St Charles, MO). Serum adiponectin concentrations were

measured using a radioimmunoassay kit (Linco Research, St

Charles, MO). Serum b-hydroxybutyrate concentrations were

measured by an enzymatic spectrophotometric method

adapted on a Cobas Mira automatic analyzer (Roche) using

3-hydroxybutyrate dehydrogenase to catalyze the conversion

of 3-hydroxybutyrate to acetoacetate, in presence of NADþ

and at pH 9.5. The concentration of b-hydroxybutyrate was

calculated from the NADH produced.

2.8. Statistical analysis

Results are expressed as mean � SEM. The statistical sig-

nificance of observed variations was assessed using unpaired

Student’s t-test. A P value < 0.05 was considered significant

in all cases. All analyses were performed using Statview 5.0

(SAS Institute, Cary, NC, USA).

3. Results

3.1. Obesity, fatty liver and insulin resistance state

Results concerning body weight, liver mass, triglyceride

content and serum parameters are shown in Table 1. Body

weight of obese Zucker rats was significantly higher (þ14%,

P < 0.05) than that of lean Zucker rats. Liver relative weight

of obese Zucker rats was significantly higher (þ17%,

P < 0.05) than that of lean Zucker rats. Liver triglyceride

content was significantly higher (þ43%, P < 0.0001). Fasting

serum glucose, insulin, leptin and adiponectin concentrations

of obese Zucker rats were significantly higher than those of

lean Zucker rats. Serum b-hydroxybutyrate concentration

was not significantly different between lean and obese Zucker

rats.

Table 1

Body weight, liver mass, liver triglyceride content and serum parameters

Lean Obese

Body weight (g) 273 � 8 316 � 13*

Liver mass (% weight) 3.25 � 0.17 3.93 � 0.08*

Liver TG (mg/g liver) 45.3 � 4.2 105.9 � 9.9y

Glucose (g/l) 1.1 � 0.09 2.05 � 0.3*

Insulin (mU/ml) 12.05 � 1.7 186.6 � 24.2y

Leptin (ng/ml) 1.33 � 0.18 42.1 � 2.9y

Adiponectin (mg/ml) 1.76 � 0.07 2.92 � 0.17y

b-Hydroxybutyrate (mmol/l) 905.5 � 124.8 722.56 � 175.8

Results are expressed as mean � SEM. *P < 0.05; yP < 0.0001 compared

with lean Zucker rats.
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3.2. Relationship between membrane potential and

oxygen consumption

To evaluate proton leak, membrane potential and oxygen

consumption in state 4 respiration was determined by additions

of malonate, an inhibitor of complex II, in the presence of

oligomycin (Fig. 1). By inhibiting complex V (ATP synthase),

oligomycin blocks phosphorylation of ADP in ATP (non-

phosphorylating conditions). Under these conditions, the proto-

nmotive force is only consumed by the proton leak. There was

strictly no difference in oxygen consumption and membrane

potential in state 4 between obese and lean Zucker rats.

To evaluate the capacity of the respiratory chain to generate

and maintain a potential, in state 3 respiration, we measured

oxygen consumption and membrane potential with increasing

concentration of hexokinase, in the absence of oligomycin

(Fig. 2). There was no difference in oxygen consumption

and membrane potential in state 3 between obese and lean

Zucker rats.

3.3. Oxidative phosphorylation efficiency

Toquantify the oxidative phosphorylation rate and so directly

evaluate the mitochondrial energy efficiency, we measured

oxygen consumption and ATP synthesis with increasing con-

centration of hexokinase (Fig. 3). There was no difference in

oxygen consumption and ATP synthesis between obese and

lean Zucker rats.

3.4. Mitochondrial enzyme activities

Measurement of the enzymatic activities of citrate synthase

(CS) and cytochrome c oxidase (COX) in isolated mitochondria

and liver homogenate allows us to determine the quantity of

mitochondria in liver and to evaluate the oxidative capacity of

mitochondria. As shown in Table 2, there was no difference

in CS and COX activities between obese and lean Zucker rats

in isolated mitochondria and in liver homogenate.

4. Discussion

Factors underlying the development of insulin resistance

have not been fully elucidated, however the relationship be-

tween insulin resistance and mitochondrial function is increas-

ingly of interest [1]. Most studies are performed on skeletal

muscle and show that insulin resistance in skeletal muscle

could be due to reduced mitochondrial oxidative capacity

[2e7]. Only a few studies have been done on liver, which is

known to be a crucial partner in whole body insulin action.

Recent studies have revealed a similar mechanism to that of

muscle for fat-induced insulin resistance in liver [13,14]. How-

ever, the exact mechanism of lipid metabolites accumulation

Fig. 1. Relationship between membrane potential and oxygen consumption in

state 4 respiration. Oxygen consumption and membrane potential were pro-

gressively inhibited through successive steady states induced by additions of

malonate (up to 5 mM) in the presence of oligomycin (1 mg/ml) in liver mito-

chondria of lean (�) and obese (B) Zucker rats. Results are expressed as

mean � SEM.

Fig. 2. Relationship between membrane potential and oxygen consumption in

state 3 respiration. Oxygen consumption was modulated by subsaturating ADP

concentrations generated by hexokinase (10e175 mU/ml) in liver mitochon-

dria of lean (�) and obese (B) Zucker rats. Results are expressed as

mean � SEM.

Fig. 3. Relationship between ATP synthesis and oxygen consumption. Oxygen

consumption was modulated by subsaturating ADP concentrations generated

by hexokinase (10e175 mU/ml) in liver mitochondria of lean (�) and obese

(B) Zucker rats. Results are expressed as mean � SEM. Linear regression

equations are y ¼ 2.07x ÿ 67.12 (R2 ¼ 0.996) for lean and y ¼ 2.06x ÿ

64.28 (R2 ¼ 0.998) for obese Zucker rats.
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in liver leading to insulin resistance is far from being eluci-

dated. One of the hypothetical mechanisms for liver steatosis

development is an impairment of mitochondrial function. In

the current study we studied oxidative phosphorylation effi-

ciency using isolated mitochondria from the livers of Zucker

rats, a fatty liver and insulin resistance model. We determined

relationships between membrane potential and oxygen con-

sumption in non-phosphorylating (state 4) and phosphorylat-

ing (state 3) isolated mitochondria and the relationship

between ATP synthesis and oxygen consumption in isolated

liver mitochondria. To investigate mitochondrial content and

oxidative capacity we determined citrate synthase and cyto-

chrome c oxidase activities.

In order to evaluate basal proton leakwithinmitochondriawe

determined the relationship between membrane potential and

oxygen consumption in non-phosphorylating (state 4 oligomy-

cin) conditions (Fig. 1). Oligomycin is an inhibitor of complex

Vand so blocks the phosphorylation ofADP inATP.Under these

conditions, the protonmotive force is only consumed by the pro-

ton leak. Oxygen uptake is thus proportional to the intensity of

the proton leak and to the capacity of the respiratory chain to

generate and maintain membrane potential [28]. There was no

difference in oxygen consumption and membrane potential in

state 4 between obese and lean Zucker rats. These results are

in agreement with those of Brookes et al. [20], who observed

a similar proton leak in obese and lean Zucker rats. To evaluate

the capacity of the respiratory chain to generate and maintain

a potential, in state 3 respiration,wemeasured oxygen consump-

tion and membrane potential with increasing concentrations of

hexokinase, in the absence of oligomycin (Fig. 2). There was

no difference in oxygen consumption and membrane potential

in state 3 between obese and lean Zucker rats. To quantify the

oxidative phosphorylation rate and so directly evaluate themito-

chondrial energy efficiency, we measured oxygen consumption

andATP synthesis with increasing concentrations of hexokinase

in order to obtain a kinetic which really corresponds to the phys-

iological variations in oxidative phosphorylation (Fig. 3). There

was no difference in oxygen consumption andATP synthesis be-

tween obese and lean Zucker rats, indicating an identical mito-

chondrial energy efficiency. The slopes of the curves represent

the ATP/O ratio, which in our study are 2.07 for lean rats and

2.06 for obese rats. These values are close to those found in

the literature [29]. This result is also in agreement with our ear-

lier finding that there was no difference in mitochondrial state 3

oxygen consumption between our two rats groups (Fig. 2). Our

results are not in accordancewith the recent studywhich showed

that in liver mitochondria from obese Zucker rats there is

a decrease in state 3 respiration which is associated with a de-

crease in ANT content and an increase in state 4 oligomycin res-

piration with succinate as the respiratory substrate [21]. It

appears difficult to compare their results with ours, because

we did not use the same experimental design. In particular,

they measured oxygen consumption and membrane potential

at 25 �C compared to 37 �C for ourmeasurements. Howevermi-

tochondrial energetics at sub-physiological temperatures are

different than at normal body temperature [30]. For example,

the contribution of slip redox to resting respiration could be de-

pendent on the experimentation temperature [31]. This last

mechanism could participate in the increase in state 4 oligomy-

cin respiration in obese Zucker rats obtained by Teodoro et al.

[21] which is not observed in our study. To explain the discrep-

ancy in results concerning state 3, we can speculate that this is

due to the difference in experimental procedure used to obtain

state 3 respiration. In their study, state 3 respiration rate was

stimulated by saturating ADP concentration. In this case, newly

synthesized ATP accumulated in themedium, with a subsequent

increase in the ATP/ADP ratio, which is well known to slow

down oxidative phosphorylation, in part via ANT inhibition

[32], due to competition between ATP and ADP for ANT bind-

ing and subsequent translocation across themitochondrialmem-

brane [33,34]. Given the fact that in their study, obese Zucker

rats exhibited a decrease in ANT content, ATP accumulation

could be responsible for a stronger inhibition of oxidative phos-

phorylation in obese than in lean Zucker rats. Indeed, it has been

shown that ANTexerts a high flux control on respiration in liver

mitochondria, and that control strength of ANTon respiration is

more pronounced when the extramitochondrial ATP/ADP ratio

increases [35]. In our study we used the ‘‘hexokinase system’’

which allows a regeneration of ADP from ATP and so prevents

ATP accumulation and maintains ADP concentration and the

corresponding respiration at a constant physiological rate.

The measure of the enzymatic activities of citrate synthase

(CS) and cytochrome c oxidase (COX) on isolated mitochon-

dria and homogenate from liver allows us to determine the

quantity of mitochondria in liver and to evaluate the oxidative

capacity of mitochondria. It has been shown that in the muscle

of insulin-resistant offspring of type 2 diabetic parents there is

a decrease in mitochondrial density [2,7] which could explain

the reduced muscle mitochondrial ATP production. In the cur-

rent study there was no difference in CS and COX activities

between obese and lean Zucker rats in isolated mitochondria

as well as in liver homogenate, indicating a similar relative

amount of hepatic mitochondria and a similar oxidative capac-

ity. The absence of variation of CS and COX activities is in

agreement with the result obtained by Wardlaw and Kaplan

[36] carried out on Zucker rats. The absence of mitochondrial

dysfunction especially for the b-oxidation pathway was con-

firmed by the fact that serum b-hydroxybutyrate which is an

indicator of liver b-oxidation capacity, was not altered in

obese compared to lean Zucker rats.

In our study, liver mitochondrial function seemed to be unaf-

fected in obese Zucker rats despite fatty liver and insulin resis-

tance. Effectively, rats in this study displayed liver triglyceride

accumulation and hyperglycemia associated with strong

Table 2

Mitochondrial enzyme activities

Lean Obese

Citrate synthase Homogenate 192.2 � 8.5 177 � 4.4

Mitochondria 331.4 � 25.4 362.7 � 21.3

Cytochrome c oxidase Homogenate 336.1 � 30.2 358.2 � 18.2

Mitochondria 2044.6 � 111.9 2139.2 � 129.6

CS and COX activities in liver homogenate and isolated mitochondria are ex-

pressed in nmol/min per mg protein. Results are expressed as mean � SEM.
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hyperinsulinemia arguing for increased hepatic glucose pro-

duction and liver insulin resistance. Serum leptin concentra-

tions showed a dramatic increase in obese Zucker rats

compared to their lean littermates, which could not be fully

explained by the increased fat mass noted in obese rats. In-

deed, strong hyperleptinemia observed in obese Zucker rats

is, at least in part, a consequence of the homozygote mutation

of their leptin receptor gene. Indeed, the white adipose tissue

of fa/fa rats overexpresses the ob gene, thus inducing massive

synthesis of leptin [37]. Only the increase in serum adiponec-

tin concentration in obese Zucker rats seems to be inconsistent

with the generally accepted association of high adiponectin

with insulin sensitivity. Adiponectin is an adipokine that plays

a central role in glucose and lipid metabolism [38]. Low adi-

ponectin levels are found in obesity and type 2 diabetes [39e41],

and reduced adiponectin levels have also been correlated to in-

creased risk of developing obesity and type 2 diabetes [42,43].

Surprisingly, we showed that in obese Zucker rats adiponectin

levels are increased. This result is in accordance with many stud-

ies on Zucker rats that have observed a higher adiponectin level

in obese than in lean Zucker rats [44e46]. This increased adipo-

nectin level could be an adaptative phenomenon that exists in

obese Zucker rats, which lack leptin signal. It has been reported

that adiponectin regulates mitochondrial bioenergetics in muscle

by increasing mitochondrial biogenesis as well as fatty acid

oxidation [47]. In hepatocytes adiponectin, via AMP-activated

kinase (AMPK), could increase the entry of fatty acid into mito-

chondria and so increase their oxidation [48].We could speculate

that this paradoxical increase of adiponectin in obese Zucker rats

could counteract the mitochondrial abnormalities expected in

these animals, and that fatty liver and insulin resistance appear,

in this particular model, via an independent pathway of mito-

chondrial dysfunction.

5. Conclusion

In conclusion we showed that there was no difference in ox-

ygen consumption, ATP synthesis, and membrane potential

(state 4 and 3 respiration) between lean and obese Zucker

rats, used as a fatty liver and insulin resistance model. Taken

together, these results showed that isolated mitochondria of

both rats were equally efficient for coupling respiration to

phosphorylation. We showed also that there was no difference

in CS and COX activities between our two groups of rats in-

dicating a similar quantity of mitochondria and a similar oxi-

dative capacity. So it appears that in the livers of obese Zucker

rats, isolated mitochondria do not exhibit any mitochondrial

dysfunction despite fatty liver and insulin resistance. The

question of the impact of the adapted increased adiponectin

level on mitochondrial function remains to be elucidated.
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Discussion de l'article 1 : 

 

Les résultats obtenus dans cette étude montrent une absence d'altération de la phosphorylation 

oxydative dans ce modèle animal de stéatose hépatique, que ce soit au niveau de la fuite de 

protons, de l'efficacité de la phosphorylation oxydative (cinétique ATP/O) ou au niveau des 

capacités oxydatives en elles-mêmes. De même, la quantité de mitochondries hépatiques ne 

semble pas modifiée chez le rat Zucker obèse au vu des activités enzymatiques de la citrate 

synthase qu'elles aient été mesurées sur de l'homogénat de foie ou sur mitochondries isolées. 

Le système de la phosphorylation oxydative semble ainsi préservé dans le foie stéatosique et 

par conséquent ne participe pas à l'accumulation excessive de lipides.  

La fuite de protons avait déjà été évaluée chez le rat Zucker dans deux études qui 

aboutissaient à des résultats différents. Ramsey et al. (1996), ont mis en évidence que la fuite 

de protons des mitochondries hépatiques des rats Zucker obèses était diminuée en 

comparaison de celle observée chez les rats Zucker non-obèses. Brookes et al. (1998), ayant 

réalisé une étude similaire ont montré une fuite de protons équivalente chez les rats Zucker 

obèses et non-obèses. Dans leur étude, Brookes et al., expliquent la différence de fuite de 

protons observée par Ramsey et al., par l'absence de BSA dans leur milieu de respiration qui 

permet de chélater les acides gras et ainsi de s'affranchir de la fuite de protons inductible. 

Tout comme Brookes et al., nous avons utilisé de la BSA dans notre milieu de respiration de 

manière à évaluer uniquement la fuite de protons basale et nous obtenons les mêmes résultats. 

Il semble ainsi que la fuite de protons basale ne soit pas modifiée chez le rat Zucker obèse. 

L'apport de notre étude réside dans la réalisation d'une cinétique de la synthèse d'ATP en 

fonction de la consommation d'oxygène qui permet d'évaluer l'efficacité de la phosphorylation 

oxydative dans des conditions plus physiologiques. L'efficacité de la phosphorylation 

oxydative n'est pas modifiée chez le rat Zucker obèse de même que la consommation 

d'oxygène à l'état 3 et la synthèse d'ATP analysées séparément. Cependant, une étude a 

montré que la consommation d'oxygène à l'état 3 était diminuée dans des mitochondries 

isolées à partir de foie de rats Zucker obèses et associée à une diminution de la quantité de la 

protéine ANT (Teodoro et al., 2006). Par ailleurs, dans cette même étude, la consommation 

d'oxygène à l'état 4 avec du succinate comme substrat était augmentée suggérant ainsi une 

augmentation de la fuite de protons. Cependant, il est difficile de comparer nos résultats avec 

ceux obtenus dans cette étude du fait de conditions expérimentales différentes. En effet, leurs 

mesures de consommation d'oxygène et de potentiel de membrane ont été effectuées à 25°C 
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alors que les nôtres ont été effectuées à 37°C. Le fonctionnement mitochondrial à des 

températures non-physiologiques n'est pas le même qu'à 37°C (Dufour et al., 1996). La 

contribution du "slip-redox" à la consommation d'oxygène basale est dépendant de la 

température d'expérimentation (Canton et al., 1995), pouvant ainsi expliquer l'augmentation 

de la consommation d'oxygène à l'état 4 observée par Teodoro et al. (2006). 

Par ailleurs, l'état 3 de consommation d'oxygène de leur étude a été obtenu via une 

concentration saturante d'ADP. Dans ce cas, l'ATP nouvellement synthétisé s'accumule dans 

le milieu entraînant ainsi une augmentation du rapport ATP/ADP qui en retour va inhiber la 

phosphorylation oxydative en partie via l'inhibition de l'ANT (Jacobus et al., 1982). En effet, 

ATP et ADP entrent en compétition pour se lier à l'ANT afin de franchir la membrane 

mitochondriale (Bohnensack, 1981, Balaban, 1990). Etant donné que dans l'étude de Teodoro 

et al., une diminution de la quantité d'ANT est observée chez le rat Zucker obèse, 

l'accumulation d'ATP à l'état 3 peut être responsable d'une plus forte inhibition de la 

phosphorylation oxydative. Dans notre étude nous utilisons le "système hexokinase" afin 

d'obtenir l'état 3 permettant ainsi une régénération d'ADP à partir de l'ATP formé et par 

conséquent limitant l'accumulation d'ATP. Au vu de nos résultats, la phosphorylation 

oxydative évaluée en prenant en compte uniquement la chaîne respiratoire et l'ATP synthase 

n'est pas altérée chez le rat Zucker obèse. Néanmoins, les résultats de l'étude de Teodoro et 

al., semblent indiquer que dans ce modèle, la phosphorylation oxydative pourrait être 

perturbée par une diminution de la quantité de l'ANT. Quoi qu'il en soit, nous avons mesuré la 

concentration en β-hydroxybutyrate dans le serum afin d'évaluer de manière indirecte la β-

oxydation hépatique et ce paramètre ne varie pas entre les rats Zucker obèses ou non-obèses. 

Par conséquent, qu'il y ait ou non une altération dans le fonctionnement de la chaîne 

respiratoire, celle-ci n'a pas de répercution sur la voie de la β-oxydation hépatique et donc sur 

l'accumulation de lipides dans le foie. 

Evidemment, le modèle de stéatose hépatique, rat Zucker, par son origine génétique a des 

limites et n'est pas le plus pertinent physiologiquement. Un des paramètres mettant en 

évidence la différence entre ce modèle et les patients avec un syndrome métabolique réside 

dans le fait que la concentration sérique en adiponectine est augmentée dans ce modèle (Oana 

et al., 2005, de Assis et al., 2006, Doyon et al., 2006). La concentration d'adiponectine est 

diminuée dans le cas de l'obésité et du diabète de type 2 (Hu et al., 1996, Arita et al., 1999, 

Hotta et al., 2000) et est corrélé négativement aux risques de développement de l'obésité et du 

diabète de type 2 (Lindsay et al., 2002, Spranger et al., 2003). L'augmentation paradoxale de 

l'adiponectine dans ce modèle souligne la nécessité d'utiliser un modèle animal possédant les 
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caractéristiques et les mécanismes à l'origine du développement de l'obésité et du syndrome 

métabolique plus proches de ceux observés chez l'humain. 
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Introduction de l'article 2 :  

 

Le développement de l'obésité et du syndrome métabolique implique, dans des proportions 

variables selon les individus, des facteurs biologiques, notamment génétiques, 

comportementaux et environnementaux. La cause principale environnementale de l'obésité est 

une augmentation de l'ingestion d'aliments, en particulier ceux riches en gras, associée à un 

mode de vie sédentaire. Afin d'étudier la pathophysiologie de l'obésité et des complications 

qui lui sont associées comme la stéatose hépatique, il est indispensable d'utiliser un modèle 

animal se rapprochant au mieux des caractéristiques de cette pathologie et ayant développé 

une obésité selon des mécanismes similaires à ceux observés chez l'humain. Concernant 

l'étude de l'implication de la mitochondrie dans le développement des NAFLD associées au 

syndrome métabolique, les modèles animaux utilisés sont variés. Hormis, les modèles 

d'obésité génétique tels que les rats Zucker et les souris ob/ob, un modèle couramment utilisé 

est le rat alimenté avec un régime carencé en choline et en méthionine. L'absence de 

méthionine dans l'alimentation entraîne une diminution de la synthèse du glutathion et 

diminue les défenses anti-oxydantes. La choline est nécessaire à la synthèse de la 

phosphatidylcholine contenue entre autres dans les VLDL. Par conséquent une déficience en 

choline entraîne un défaut de sécrétion des VLDL et ainsi une accumulation de lipides dans le 

foie. D'une part le mécanisme de développement de la stéatose dans ce modèle n'est pas le 

plus proche de celui observé dans le cas du syndrome métabolique. D'autre part ce modèle 

présente une stéatohépatite associée à une fibrose et par conséquent est un modèle plus 

pertinent pour l'étude des mécanismes à l'origine de la transition stéatose/stéatohépatite. En 

utilisant ce modèle, les différentes études de la fonction mitochondriale ont mis en évidence 

une altération de la fonction mitochondriale associée à une augmentation du stress oxydant 

pouvant ainsi créer un cercle vicieux dans lequel la production accrue de ROS entraîne une 

dysfonction mitochondriale conduisant à la formation de plus de ROS (Tableau 9). 

Le modèle animal qui nous a paru le plus proche de la pathogénèse du syndrome métabolique 

et de la stéatose hépatique est le rat nourri avec un régime modérément riche en gras (35 %). 

De manière à pouvoir évaluer la chronologie des modifications éventuelles au niveau de la 

fonction mitochondriale et du métabolisme lipidique en général, les rats ont été sacrifiés à 

différents temps de régime (2, 4 et 8 semaines). Dans ce modèle nous avons évalué la fonction 

mitochondriale hépatique en mesurant la consommation d'oxygène avec différents substrats 

respiratoires, la synthèse d'ATP en fonction de la consommation d'oxygène et les activités 
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enzymatiques des différents complexes de la chaîne respiratoire. Par ailleurs, la biogenèse 

mitochondriale a été évaluée en dosant la quantité d'ADNmt ainsi que l'expression des gènes 

clés impliqués dans cette voie. Enfin, nous avons mesuré l'expression de différents gènes clés 

dans le métabolisme lipidique, au niveau de la lipogenèse et de l'oxydation des acides gras. 
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Abstract  

Aims: Mitochondrial dysfunctions play a critical role in non-alcoholic steatohepatitis 

progression but are poorly studied during steatosis initiation. We aimed to determine the 

sequence of liver mitochondrial regulations during the first weeks of a moderate high fat diet 

in rats.  

Methods: Sprague-Dawley rats fed a high fat diet during 2, 4 and 8 weeks. Mitochondrial 

oxygen consumption, respiratory complex activity, oxidative phosphorylation efficiency were 

assessed on liver isolated mitochondria. Gene expression related to liver metabolism and 

mitochondrial function were also determined.  

Results: At 2 and 4 weeks of high fat diet there was a development of fatty liver illustrated by 

an increase of the hepatic triglyceride content and an increase of the expression of 

mitochondrial glycerol-3-phosphate acyltransferase (mtGPAT) and peroxisome proliferator-

activated receptor γ (PPARγ). Fatty liver development was associated with an orientation of 

the metabolism to the oxidation of fatty acid illustrated by the increase of pyruvate 

dehydrogenase kinase 4 (PDK4) expression at 2 weeks and the increase of serum β-

hydroxybutyrate concentration at 4 weeks but without alteration of mitochondria respiratory 

chain activity. At 8 weeks, oxygen consumption with palmitoyl-l-carnitine as respiratory 

substrate was decreased. Moreover, ATP synthase activity and ATP synthesis were increased 

leading to an increase of ATP/O. However, mitochondrial density seems to be not affected.  

Conclusions: This model of gradual high fat diet until 8 weeks showed that hepatic 

metabolism and especially mitochondria can adapt to face the increase of fatty acid 

availability. 

 

Keywords: High fat diet, Fatty liver, Lipid metabolism, Mitochondria, Oxidative 

phosphorylation 
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Abbreviations: HFD, high fat diet; RCR, respiratory control ratio; CS, citrate synthase; TG, 

triglyceride; mtDNA, mitochondrial DNA; HPRT, hypoxanthine guanine phosphoribosyl 

transferase; PGC1α and β, peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator 1 α and β; 

TFAM, mitochondrial transcription factor A; NRF1, nuclear respiratory factor 1; ERRα, 

estrogen-related receptor α; SCD1, stearoyl-coenzyme A desaturase 1; mtGPAT, 

mitochondrial glycerol-3-phosphate acyltransférase; PPARα and γ, peroxisome proliferator-

activated receptor α and γ; CPT1, carnitine palmitoyltransferase 1; PDK4, pyruvate 

dehydrogenase kinase 4. 
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Introduction 

Obesity and risk factors associated like type 2 diabetes, cardiovascular diseases and 

liver diseases have become a major health problem not only in industrialized but also in 

developing countries [1-2]. The development of obesity responds to a complex multi-

determinism involving biological factors, partly genetic, behavioral and environmental factors 

and being involved in varying proportions in each individual. The major environmental cause 

of obesity is an increase of food intake especially rich in fat combined with a decrease of 

energy expenditure associated with a sedentary lifestyle [3]. High fat diet (HFD) represents a 

challenge for the different tissues implied in energetic homeostasis which must maintain 

whole body energy equilibrium. The liver is a key organ in energetic homeostasis as well as in 

glucose and lipids metabolism and represents 20% of basal metabolic rate [4]. Mitochondrion 

represents the hub of metabolism by producing energy for cellular process but also is the end 

point of the degradation of energetic metabolites (glucose, fatty acids and protein). Now it is 

well recognized that mitochondrial dysfunction appears in the context of obesity and could 

contribute to the onset of insulin resistance in muscle [5] and nonalcoholic steatohepatitis [6]. 

However animal studies in liver have been mainly conducted on genetic animal 

models [7] or with a diet deficient in choline and methionine [8] and thus are quite different 

from common non-alcoholic fatty liver disease human physiopathology. Studies using HFD 

rodent models are more physiologic but are usually performed in endpoint condition [9-10] 

and failed to describe the sequence of events leading to metabolism alterations and 

mitochondrial dysfunction. Indeed, body and especially liver is constantly adapting to the 

changes inherent at environmental variation such as post-prandial state or fasting state in 

order to maintain energy homeostasis. However when an environmental stress (e.g., diet rich 

in fat) appears and persists, regulation mechanism fails to maintain energy homeostasis. 
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  The aim of the present study was to describe the effects of a moderate excess fat 

delivery on liver metabolism and especially mitochondrial function using a chronological 

approach of HFD in rats. By functional and transcriptional methods, we aimed to determine 

mitochondrial regulations setting up and the sequence of the different early steps associated 

with fatty liver development. 
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Materials and methods 

Animals 

 The present investigation was performed in accordance with the guiding principles in 

care and use of animals. Male Sprague Dawley rats were caged individually in a temperature-

controlled room (20 ± 2°C) with a dark/light cycle of 12:12h. They were provided with water 

ad libitum and a standard diet (U-A-R A04; SAFE, Epinay-sur-Orge, France) composed of (% 

total weight) 16% protein, 3% fat, 60% carbohydrate and 21% water, fiber, vitamins and 

minerals. At 2 months old, the control group (without high fat diet) was sacrificed and others 

groups were placed on a high fat diet (UPAE, Jouy-en-Josas) composed of (% total weigh) 22 

% protein, 35% fat (lard), 28% carbohydrate and 15% water, fiber, vitamins and minerals, 

during 2, 4 or 8 weeks. All rats were fasted during the night before being killed.  

 

Mitochondrial respiration  

 Liver mitochondria were isolated as previously described [7]. Oxygen was measured 

with a Clark oxygen electrode in a glass cell 2 ml in volume, thermostatically controlled at 

37°C. Liver mitochondria (0.5 mg protein/ml) were incubated in a respiratory reaction 

medium, consisting of 120 mM KCl, 5 mM KH2PO4, 1 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 3 mM 

hepes and 0.3% bovine serum albumin (w/v). Substrate concentrations were 5 mM pyruvate + 

2.5 mM malate, or 40 µM palmitoyl-l-carnitine + 2.5 mM malate, or 5 mM.succinate + 5 µM 

rotenone. The active state of respiration (state 3) was initiated by the addition of 300 µM 

ADP. The basal non-phosphorylating respiration rate (state 4) was measured before addition 

of ADP. Respiratory control ratio (RCR) was calculated by dividing state 3 by state 4 

respiration rates. 
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Mitochondrial ATP synthesis  

 Mitochondria (0.5 mg/ml) were incubated in the respiratory reaction medium 

supplemented with 5 µM rotenone, 5 mM succinate, 20 mM glucose and 125 µM ATP. The 

state 3 of respiration was initiated by the addition of 175 mU/ml of hexokinase and ATP 

production was monitored by glucose-6-phosphate formation, as previously described [11]. 

Oxygen consumption was recorded for 2 min, thereafter aliquots were taken from the 

respiratory reaction medium and immediately placed in perchloric acid (6%), centrifuged 

(8000 g, 3 min) and the supernatant was removed and neutralized to pH 7.  NADP+ (0.5 mM) 

and glucose 6-phosphate dehydrogenase (0.25 U) were then added and ATP production was 

monitored spectrophotometrically from NADPH content at 340 nm. 

 

Mitochondrial enzyme activities 

 The activities of citrate synthase (CS), complex I, II, III and IV were measured 

spectrophotometrically at 37°C in isolated mitochondria via an adaptation of the method 

described by Malgat et al. [12]. CS activity was measured by monitoring the change in optical 

density of 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) at 412 mm. NADH ubiquinone reductase 

(complex I) was determined by monitoring the oxidation of NADH at 340 mM. Succinate 

ubiquinone reductase (complex II) was measured by following the reduction of 2,6-

dichlorophenolindophenol at 600 nm. Ubiquinone cytochrome c reductase (complex III) was 

determined by monitoring the reduction of cytochrome c at 550 nm. Cytochrome c oxidase 

(complex IV) activity was measured by monitoring the oxidation of reduced cytochrome c at 

550 nm. ATP synthase activity was measured by a coupled assay using lactate dehydrogenase 

and pyruvate kinase [13]. The assay was performed at 340 nm following the decrease in 

absorbance resulting from NADH reduction.  
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 Liver triglyceride content and serum parameters 

 Liver triglyceride (TG) content was determined using the method described by Xu et 

al. [14]. Briefly, 100 mg of liver tissue was homogenized in 1 ml of ethanol followed by a 

centrifugation at 15,000 g for 10 min. TG were measured with a Sigma kit. Glucose 

concentrations were measured with a glucometer. Serum insulin concentrations were 

measured using enzyme-linked immunosorbent assay kits (Linco Research, St Charles, MO). 

Serum free fatty acid and β-hydroxybutyrate concentrations were measured using enzymatic 

assay kits on a Cobas Mira automatic analyzer (Roche).  

 

Mitochondrial DNA quantification 

 Total DNA was extracted from liver using EZ1 DNA Tissue kit and BioRobot EZ1 

DSP (Qiagen). The content of mitochondrial DNA (mtDNA) was calculated using real time 

quantitative PCR by measuring the threshold cycle ratio (∆Ct) of a mitochondrial encoded 

gene (ND1) versus a nuclear encoded gene (β-Globin). 

 

Real time quantitative RT-PCR analysis 

 Total RNA was extracted with the Trizol Reagent (Invitrogen). The level of target 

mRNAs was measured by RT followed by real-time PCR using a LightCycler (Roche). A 

standard curve was systematically generated with six different amounts of purified target 

cDNA and each assay was performed in duplicate. We measured hypoxanthine guanine 

phosphoribosyl transferase (HPRT) mRNA as a reference gene so that the results are 

expressed as a ratio referred to the expression of HPRT. Primer sequence and RT-qPCR 

conditions are available upon requested. 
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Statistical analysis  

 Results are expressed as mean ± SEM. The statistical significance of observed 

variations was assessed using one-way ANOVA and differences between means were 

subsequently tested by Fisher Post-hoc test. A P value < 0.05 was considered significant in all 

cases. All analyses were performed using Statview 5.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA). 
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Results 

Body weight and different biochemical parameters 

 Results showed significant effect of time of diet on body weight (Table 1). Weight 

increased after each periods of HFD. Relative fat mass (epididymal fat pad) increased also 

with time of HFD but remained stable between 4 and 8 weeks of HFD. Insulin concentration 

significantly increased at 2, 4 and 8 weeks of HFD compared to control. Glycemia 

significantly increased at 4 and 8 weeks of HFD compared to control and 2 weeks of HFD. 

NEFA concentration remained the same in all periods of HFD. Serum β-hydroxybutyrate used 

as an indicator of liver β-oxidation increased at 4 weeks compared to the three other groups. 

Liver steatosis, assessed by measuring liver triglyceride content, increased dramatically at 2 

weeks and 4 weeks of HFD compared to control but decreased significantly at 8 weeks 

compared to 2 weeks of HFD (Figure 1). 

 

Mitochondrial oxygen consumption and ATP synthesis 

 To determine the effect of HFD on liver mitochondrial respiratory activity, we 

measured oxygen consumption with various substrates in states 3 and 4 (Table 2). Results 

showed there was no difference in mitochondrial respiration using pyruvate + malate 

(complex I) or Succinate + rotenone (complex II) as substrates in state 3 and 4 between the 

four groups. Mitochondrial respiration using palmitoyl-l-carnitine + malate as substrate 

(oxygen consumption associated with β-oxidation) significantly decreased at 8 weeks of HFD 

in state 3 but not in state 4. Corresponding RCR thus decreased at 8 weeks of HFD. We also 

measured ATP synthesis in the same time of oxygen consumption (ATP/O) with Succinate + 

rotenone as substrate in order to assess oxidative phosphorylation efficiency (Figure 2). 

ATP/O significantly increased at 8 weeks of HFD compared to control and 2 weeks of HFD 

due to an increase of ATP synthesis. 



 - 147 - 

Mitochondrial enzyme activities 

 Citrate synthase activity significantly decreased at 4 and 8 weeks of HFD compared to 

control (Table 3). The activities of complex I, II, III and IV remained the same in all periods 

of HFD. ATP synthase activity significantly increased at 2, 4 and 8 weeks compared to 

control. 

 

mtDNA content and  gene expression 

 To assess mitochondrial content, we measured mtDNA content (Figure 3). mtDNA 

content remained the same whatever the week of HFD. 

In order to evaluate the expression of key genes involved in metabolism, we 

performed real-time quantitative RT-PCR (Figure 4). We measured gene expression of 

peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator 1 (PGC1) α and β, mitochondrial 

transcription factor A (TFAM), nuclear respiratory factor 1 (NRF1) and estrogen-related 

receptor α (ERRα) which are key genes in mitochondrial biogenesis and function (Figure 

4A). TFAM expression was significantly higher at 2 and 4 weeks of HFD compared to control 

and 8 weeks of HFD. PGC1α expression significantly decreased at 8 weeks of HFD compared 

to control and decreased but not significantly at 2 and 4 weeks of HFD compared to control 

(P=0.0955 and P=0.0673 respectively). However, ANOVA for PGC1α expression was not 

significant (P=0.0768). ERRα expression decreased significantly at 4 weeks compared to 2 

weeks of HFD and decreased at 8 weeks compared to control but not significantly 

(P=0.0654). NRF1 and PGC1β expression remained the same in all periods of HFD. 

We also measured stearoyl-coenzyme A desaturase 1 (SCD1), mitochondrial glycerol-

3-phosphate acyltransferase (mtGPAT) and peroxisome proliferator-activated receptor γ 

(PPARγ) expressions in order to evaluate fatty acid and triglycerides synthesis (Figure 4B). 

SCD1 expression remained the same in all periods of HFD. mtGPAT expression was 
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significantly higher at 2 and 4 weeks of HFD compared to control and 8 weeks of HFD. 

PPARγ expression increased significantly at 4 and 8 weeks compared to control and increased 

at 2 weeks but not significantly (P=0.0672). 

In order to evaluate fatty acid oxidation, we measured carnitine palmitoyltransferase 1 

(CPT1), peroxisome proliferator-activated receptor α (PPARα) and pyruvate dehydrogenase 

kinase 4 (PDK4) expressions (Figure 4C). CPT1 and PPARα expressions remained the same 

in all periods of HFD. PDK4 expression increased at 2 weeks compared to the three other 

groups. 
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Discussion 

 Although significant progress in understanding the pathogenesis of liver lipid 

accumulation has been achieved in years, the mitochondrial adaptations during this process 

remain to be characterized. In the current study we aimed to investigate liver metabolism by 

specifically studying mitochondrial function in a model of rats with different times of 

moderate HFD in order to decipher a schema of early metabolism adaptations setting up to 

maintain energy homeostasis. 

  At 2 weeks of HFD, it seems there were no deleterious consequences of the increase of 

fatty acid supply on liver metabolism. The main and not surprising event at this state was the 

increase of fatty acid storage into triglycerides which was illustrated in the major part by the 

increase of liver triglyceride content and in another part by the increase of the expression of 

mtGPAT which is implied in the first and most likely rate-limiting step of TG synthesis [15]. 

There was also an increase of the expression of PPARγ. In addition to the major role as a key 

factor in adipogenesis, increasing evidence has demonstrated that PPARγ plays a key role in 

the development of fatty liver [16]. Several murine models of obesity and diabetes [17-19] 

including model of HFD [20], which develop fatty liver, have an increase level of PPARγ 

expression in liver. Interestingly, the expression of PDK4 which is an important regulation 

point between glycolysis and fatty acid oxidation [21] was increased at 2 weeks. When PDK4 

is activated, it inhibits pyruvate dehydrogenase complex, thus the principal source of acetyl 

CoA becomes fatty acid oxidation. Therefore at 2 weeks of HFD we showed an orientation of 

the metabolism in order to use the fatty acid excess. At mitochondrial level there was an 

increase of the ATP synthase activity. Mitochondrial function in liver is regulated by ATP 

synthesis and not by the entry of the respiratory substrates into the respiratory chain unlike 

muscle [22]. We can hypothesize that the increase of ATP synthase activity represents an 
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adaptation of the mitochondria in order to allow the oxidation of more substrates and/or to 

supply more ATP in the case of an increase of energy needs (e.g. Triglycerides synthesis).    

At 4 weeks of HFD, there was not only storage of triglycerides but also an increase of 

fatty acid oxidation. Indeed, with a serum indicator of liver β-oxidation, β-hydroxybutyrate, 

we showed that β-oxidation increased at 4 weeks compared to the other groups. This increase 

of fatty acid oxidation seems to be due to an increase of fatty acid entry in the β-oxidation 

without alteration of this pathway or of the mitochondrial respiratory chain. This observation 

was therefore a direct consequence of the increase of fatty acid availability. At 4 weeks the 

increase of PDK4 was not maintained. PDK4 expression is regulated by PGC1α and ERRα 

[23], and so the decrease of PGC1α and ERRα expression observed at 4 and 8 weeks of HFD 

could explain the decrease of PDK4 expression at the same periods of diet.  

 At 8 weeks of HFD we observed an inversion of the first regulation set up. Indeed, the 

level of β-hydroxybutyrate decreased to be identical to the control group and on the other 

hand, the decrease of respiration with palmitoyl-l-carnitine at 8 weeks of HFD at state 3, 

showed there was a decrease of β-oxidation pathway. The fact that respiration with Succinate 

+ rotenone as substrate was not altered, indicated normal oxidation of FADH2 by complex II, 

suggests that the decrease of respiration is due to an impaired β-oxidation and not a matter 

with mitochondrial respiratory chain. This last result was confirmed by the constant activities 

of complex I, II, III and IV in all periods of HFD. ATP/O increased at 8 weeks of HFD due to 

an increase of ATP synthesis with same oxygen consumption.  We can hypothesize that this 

increase of oxidative phosphorylation efficiency was a consequence of the decrease of β-

oxidation in order to maintain ATP synthesis to meet the needs of the cell despite the decrease 

of β-oxidation substrate availability for respiratory chain. This increase of efficiency 

associated with the pressure exerted by the high substrates availability could lead to an 

increase of ROS production and thus have a consequence on the mitochondrial respiratory 
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chain integrity [24-25]. In other side the decrease at 8 weeks of mtGPAT expression 

compared to 2 and 4 weeks could illustrate a decrease of TG synthesis and explain the 

decrease of liver TG at 8 weeks compared to 2 weeks of HFD. Thus the association of the 

decrease of fatty acid oxidation and the decrease of TG synthesis could lead to an 

accumulation of intracellular lipid metabolites which could be deleterious for the cell.  

In addition, we assessed mitochondrial biogenesis with the measure of the expression 

of key genes and with the measure of mtDNA content. PGC1α expression decreased at 8 

weeks of HFD and decrease at 2 and 4 weeks but not significantly, but we did not observe 

significant changes in a downstream target of PGC1α, NRF1. Recent evidence shows that 

ERRα and PGC1α interact to regulate mitochondrial gene expression, thus implicating this 

nuclear receptor as an important modulator of mitochondrial function [26-27]. Moreover 

ERRα expression is regulated by PGC1α [28]. We showed that ERRα expression was 

decrease at 4 and 8 weeks of HFD compared to 2 weeks of HFD in parallel of the decrease of 

PGC1α expression. Another downstream target of PGC1α is TFAM, which is key 

transcriptional activator that translocates to the mitochondria and activates mitochondrial 

DNA replication and transcription. Surprisingly, we showed that TFAM expression was 

increased at 2 and 4 weeks of HFD. However, although there was variation of expression of 

PGC1α, ERRα and TFAM, there were any consequences on the mtDNA content and thus on 

the mitochondrial density which seems to be the same in all periods of HFD. 

In conclusion, in the first time of HFD (2-4 weeks), there was an increase of fatty acid 

oxidation and an increase of triglycerides synthesis in order either use excess of fatty acid or 

to produce energy or to store it in triglycerides. However this first regulation set up to face 

excess fat delivery do not continued and there is a shift which leads to a decrease of fatty acid 

oxidation and triglyceride synthesis. It should be pointed out that there is no alteration of 

mitochondrial respiratory chain itself illustrated that until 8 weeks mitochondria can preserve 
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its functionality despite fatty acid overload. Thus this model of gradual high fat diet until 8 

weeks allowed us to show that hepatic metabolism and especially mitochondria can adapt to 

face the increase of fatty acid availability. 
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TABLE 1 

Body mass, fat mass and various serum parameters 

Weeks of high fat diet Control 2 4 8 P 

Body mass (g) 289 ± 28a 465 ± 16b 534 ± 15c 589 ± 18d <0.0001 

Epididymal fat pad (g/100g) 0.47 ± 0.04a 1.0 ± 0.08b 1.34 ± 0.14c 1.26 ± 0.12c <0.0001 

Glycemie (g/l) 1.06 ± 0.06a 1.08 ± 0.10a 1.33 ± 0.10b 1.33 ± 0.05b 0.0378 

Insulin (ng/ml) 0.53 ± 0.07a 0.96 ± 0.10b 0.82 ± 0.18b 0.90 ± 0.07b 0.0337 

NEFA (µmol/l) 762.5 ± 44.3 866.2 ± 196.3 555.8 ± 39.5 726.2 ± 135.6 0.3720 

Β-hydroxybutyrate (µmol/l) 651.8 ± 54.7a 751.5 ± 80.7a 1097.0 ± 78.5b 770.2 ± 75.8a 0.0021 

 
NEFA, non-esterified fatty acid. Values are mean ± SEM. P values are from one-way ANOVA.  

(n=6 except for insulin n=4-6). 

a<b<c<d significantly different between each group: P<0.05 with Fischer post hoc test 
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TABLE 2 

Mitochondrial respiratory activity 

Weeks of high fat diet  Control 2 4 8 P 

Pyruvate + malate State 3 15.15 ± 1.0 17.94 ± 2.35 15.88 ± 1.86 14.31 ± 1.21 0.4878 

 State 4 4.77 ± 0.82 4.66 ± 0.68 3.82 ± 0.58 4.76 ± 0.49 0.6787 

 RCR 3.49 ± 0.42  4.46 ± 0.94 4.94 ± 1.17 3.18 ± 0.46 0.3841 

Palmitoyl-l-carnitine + malate State 3 104.43 ± 6.69b 107.20 ± 8.82b 116.26 ± 8.46b 66.79 ± 17.99a 0.0292 

 State 4 23.67 ± 1.72 21.26 ± 1.24 22.92 ± 1.72 26.95 ± 5.07 0.5686 

 RCR 4.45 ± 0.24b 5.05 ± 0.32b 5.24 ± 0.55b 2.38 ± 0.48a 0.0003 

Succinate + rotenone State 3 159.47 ± 14.30 165.91 ± 14.56 183.03 ± 26.76 162.27 ± 11.09 0.7853 

 State 4 25.56 ± 1.98 29.15 ± 1.91 28.79 ± 2.82 34.31 ± 6.76 0.4810 

 RCR 6.22 ± 0.23 5.67 ± 0.23 6.38 ± 0.69 5.32 ± 0.70 0.4577 

 
Values are express in natomO/min/mg protein. Values are mean ± SEM. P values are from one-way ANOVA (n=6). 

a<b<c<d significantly different between each group: P<0.05 with Fischer post hoc test 
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TABLE 3 

Mitochondrial enzyme activities 

Weeks of high fat diet Control 2 4 8 P 

Citrate synthase 333.3 ± 11.6b 313.9 ± 13.4ab 294.1 ± 9.6a 294.8 ± 7.9a 0.0214 

Complex I 0.25 ± 0.02 0.26 ± 0.02 0.31 ± 0.04 0.34 ± 0.07 0.3717 

Complex II 1.55 ± 0.07 1.40 ± 0.07 1.44 ± 0.09 1.61 ± 0.09 0.2724 

Complex III 3.66 ± 0.18 3.21 ± 0.26 3.80 ± 0.31 3.75 ± 0.28 0.3732 

Complex IV 8.53 ± 0.36 8.95 ± 0.39 8.42 ± 0.41 8.61 ± 0.31 0.7641 

ATP synthase 1.38 ± 0.12a 1.70 ± 0.08b 1.77 ± 0.09b 1.66 ± 0.08b 0.0391 

 
CS activities are expressed in nmoles/min/mg protein. Other results are the ratio of enzyme activity and CS activity. 

Values are mean ± SEM. P values are from one-way ANOVA (n=8). 

 a<b<c<d significantly different between each group: P<0.05 with Fisher post hoc test 
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Figure legends 

Figure 1: Liver triglycerides content 

Liver triglycerides are expressed as mg/g liver measured on rats control and with HFD during 

2, 4 and 8 weeks (n=6). Results are expressed as mean ± SEM. P for ANOVA is <0.0001. 

*P<0.05 versus control and †P<0.05 versus 2 weeks of HFD with Fisher post hoc test. 

 

Figure 2: ATP synthesis/oxygen consumption ratio 

ATP synthesis and oxygen consumption were measured at the same time with succinate + 

rotenone as respiratory substrate with hexokinase system in liver isolated mitochondria from 

rats control and with 2, 4 and 8 weeks of HFD (n=5-6). Results are expressed as mean ± 

SEM. P for ANOVA is 0.0541. *P<0.05 versus control and 2 weeks of HFD. 

 

Figure 3: mtDNA content 

mtDNA copy number was calculated as the ratio of ND1 to β-globin DNA level determined 

by real-time PCR in liver of rats control and with HFD during 2, 4 and 8 weeks (n=6). Results 

are expressed as mean ± SEM. P for ANOVA is 0.8502. 

 

Figure 4: Gene expression 

Total RNA was extracted from liver of rats control and with 2, 4 and 8 weeks of HFD (n=5-

6). Samples were analyzed by quantitative RT-PCR, and all PCR reactions were normalized 

for HPRT expression. The ratio of mean expression in control liver was used as 100%. (A) 

Mitochondrial biogenesis and function-related genes expression, (B) Fatty acid and 

triglyceride synthesis-related genes expression, (C) Fatty acid oxidation-related genes 

expression.  
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Results are expressed as mean ± SEM. *P<0.05 versus control, †P<0.05 versus control and 

HFD 8 weeks, ‡P<0.05 versus HFD 2 weeks, aP=0.0955, bP=0.0673, cP=0.0654 and 

dP=0.0672 versus control. 
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Figure 1  
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Discussion de l'article 2 : 

 

Avec ce modèle de rats alimentés avec un régime riche en gras pendant différentes durées 

nous avons pu mettre en évidence l'évolution de la fonction mitochondriale et du métabolisme 

lipidique au cours du développement de la stéatose. 

Après 2 semaines de régime, nous observons une forte augmentation de la quantité de 

triglycérides dans le foie associée à une augmentation de l'expression des ARNm mtGPAT et 

PPARγ. En parallèle, l'expression du gène codant pour PDK4 est augmentée ce qui peut 

illustrer une orientation du métabolisme vers l'oxydation des acides gras. Au niveau 

mitochondrial, les consommations d'oxygène avec différents substrats ainsi que les activités 

enzymatiques des complexes I, II, III et IV ne varient pas par rapport au groupe "control". 

Seule l'activité de l'ATP synthase est augmentée à partir de 2 semaines de régime et jusqu'à 8 

semaines. Dans le foie, la fonction mitochondriale est régulée par la synthèse d'ATP et non 

pas par l'arrivée des substrats de la chaîne respiratoire contrairement au muscle (Rossignol et 

al., 2000). Nous pouvons supposer que cette augmentation d'activité de l'ATP synthase 

représente une adaptation permettant l'oxydation de plus de substrats dans le cas d'une grande 

disponibilité de substrats.  

Après 4 semaines de régime, le contenu en triglycérides hépatiques reste stable. La 

concentration en β-hydroxybutyrate dans le sérum est augmentée suggérant une augmentation 

de l'oxydation des acides gras au niveau hépatique. En revanche, l'augmentation de 

l'expression de PDK4 observée à 2 semaines de régime n'est pas maintenue à 4 semaines. Ce 

retour au niveau du groupe "control" de l'expression de PDK4 peut s'expliquer par la 

diminution de l'expression de PGC1α et ERRα à 4 semaines de régime étant donné que 

l'expression de PDK4 est régulée par ces deux facteurs (Zhang et al., 2006). 

A partir de 8 semaines de régime en gras, nous observons une inversion des premières 

adaptations mises en place, avec une diminution de l'oxydation des acides gras et une 

diminution de la synthèse de triglycérides. En effet, la concentration en β-hydroxybutyrate 

dans le sérum redevient équivalente à celle du groupe "control". En parallèle, la 

consommation d'oxygène mitochondriale avec du palmitoyl-l-carnitine comme substrat est 

diminuée. Etant donné que la consommation d'oxygène avec du succinate comme substrat 

n'est pas affectée, l'oxydation du FADH2 par le complexe II ne semble pas altérée. Cela 

indique une diminution de la voie de β-oxydation mitochondriale en elle-même. Concernant 

la synthèse de triglycérides, l'expression de l'ARNm de la mtGPAT redevient équivalente à 



  

   - 167 - 

celle des rats "control" et est associée à une diminution du contenu en triglycérides 

hépatiques. A 8 semaines de régime riche en gras, nous observons ainsi une diminution de 

l'oxydation des acides gras associée à une diminution de la synthèse de triglycérides 

hépatiques, suggérant une augmentation de l'accumulation d'intermédiaires lipidiques pouvant 

être délétères pour le fonctionnement cellulaire et participer à l'initiation d'une altération de la 

voie de signalisation à l'insuline via l'activation de sérine/thréonine kinases. Par ailleurs, 

l'observation d'une diminution de l'oxydation des acides gras et de la synthèse des 

triglycérides peut simplement être le reflet d'une diminution de l'arrivée des acides gras au 

niveau du foie consécutive à une diminution de la lipolyse adipocytaire ou à une 

augmentation du captage des lipides par les autres tissus. 

Au niveau de la fonction oxydative mitochondriale, à 8 semaines, nous observons une 

augmentation du rapport de la synthèse d'ATP sur la consommation d'oxygène (ATP/O) due à 

une augmentation de la synthèse d'ATP pour une même consommation d'oxygène. Cette 

augmentation de l'efficacité de la phosphorylation oxydative est probablement la conséquence 

de la diminution de la β-oxydation et permet le maintien d'une synthèse d'ATP nécessaire au 

fonctionnement cellulaire et cela malgré la diminution de la disponibilité des coenzymes 

réduits pour la chaîne respiratoire. Par ailleurs, l'augmentation de l'efficacité de la 

phosphorylation oxydative pourrait entraîner une augmentation de la production des ROS et 

ainsi initier le cercle vicieux associé au développement du stress oxydatif observé dans la 

stéatohépatite (Begriche et al., 2006). Cette hypothèse est soutenue par le fait que l'expression 

de l'ARNm de la superoxyde dismutase 2 (SOD2) est augmentée à 8 semaines de régime riche 

en gras (Figure 25) illustrant la nécessité pour la cellule de lutter contre une production 

accrue de ROS.  

Parallèlement à l'analyse fonctionnelle mitochondriale, nous avons évalué la biogenèse 

mitochondriale en mesurant la quantité d'ADNmt ainsi que l'expression de gènes clés régulant 

cette voie. L'expression de PGC1α est diminuée à 8 semaines et a tendance à diminuer à 4 et 8 

semaines de régime. De manière surprenante, TFAM qui est un gène cible de PGC1α présente 

une augmentation de son ARNm à 4 et 8 semaines de régime. Cependant, ces variations 

d'expression de gènes contrôlant la biogenèse mitochondriale n'ont aucune répercution sur la 

quantité d'ADNmt qui reste la même quelque soit la durée du régime riche en gras. Par 

conséquent, la biogenèse mitochondriale ne semble pas altérée par un régime riche en gras. 

Par ailleurs, l'activité de la citrate synthase est diminuée à 4 et 8 semaines de régime. 

L'activité de la citrate synthase peut être utilisée comme marqueur de la quantité de 

mitochondries quand cette activité est mesurée sur mitochondries isolées et sur homogénat 
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tissulaire, afin d'établir un rapport des deux activités (activité par mg de protéines 

mitochondriales versus activité par mg de protéines tissulaires). Dans notre étude l'activité de 

la citrate synthase n'a été mesurée que sur mitochondries isolées. Par conséquent, la 

diminution d'activité observée illustre soit une diminution de la quantité de protéine soit une 

diminution de l'activité du cycle de Krebs.  

Avec ce modèle de rats nourris avec un régime riche en gras pendant différentes durées, nous 

avons mis en évidence que dans les premiers temps d'un apport accru en lipides (2 et 4 

semaines), le métabolisme hépatique était orienté de manière à utiliser ou à stocker sous 

forme de triglycérides l'excès d'acides gras. Cette première adaptation est ensuite 

complètement inversée et nous observons une diminution de l'oxydation des acides gras mais 

également une diminution du stockage des acides gras sous forme de triglycérides. 

Concernant la fonction mitochondriale, celle-ci n'est seulement affectée au niveau de la 

synthèse d'ATP à 8 semaines de régime. La mitochondrie est donc capable de subir une 

arrivée massive de lipides en conservant un fonctionnement normal au moins jusqu'à 8 

semaines de régime. 

D'autres études de la fonction mitochondriale ont été réalisées sur des modèles d'alimentation 

riche en lipides. Ciapaite et al. (2007), en utilisant un modèle de rats alimentés avec un régime 

riche en lipides (25 %) ont mis en évidence une absence d'altération de la fonction 

mitochondriale que ce soit au niveau fonctionnel (consommation d'oxygène, potentiel de 

membrane et ADP/O) ou au niveau de la densité mitochondriale hépatique. Iossa et al. (2000), 

en réalisant une étude de la fonction mitochondriale sur homogènat de foie de rats alimentés 

avec un régime riche en gras (50 %) pendant 15, 30 et 60 jours, ont mis en évidence une 

diminution de la consommation d'oxygène mitochondriale avec du glutamate + malate comme 

substrats respiratoires mais une absence de variation de la consommation d'oxygène avec des 

substrats du complexe II (succinate) et de la β-oxydation (palmitoyl-l-carnitine + malate). 

Etant donné que dans l'étude précédente, le pourcentage de lipides dans la nourriture est 

largement supérieur au nôtre (50 % versus 35 %) et que les rats étaient jeunes (30 jours), il est 

difficile de comparer cette étude avec la nôtre, d'autant plus qu'elle a été réalisée sur 

homogènat de foie plutôt que sur mitochondries isolées. Plus récemment, la même équipe 

(Crescenzo et al., 2008), a réalisé une étude de la fonction mitochondriale hépatique en 

utilisant des rats alimentés avec un régime riche en gras (50 %) pendant 7 semaines. Cette 

étude a mis en évidence une diminution de la consommation d'oxygène à l'état 3 et à l'état 4 

avec différents substrats (glutamate + malate, palmitoyl-CoA + carnitine + malate, succinate 

+ roténone) de mitochondries isolées ainsi qu'une diminution de la fuite de protons. Dans leur 
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étude l'activité de la citrate synthase mesurée sur mitochondries isolées est également 

diminuée. Cette alération de la fonction mitochondriale est associée à une augmentation du 

stress oxydatif illustrée par une diminution de l'activité de l'aconitase (enzyme du cycle de 

Krebs dont l'activité est étroitement régulée par les ROS) et une augmentation de la 

peroxydation lipidique. Encore plus récemment, Mantena et al. (2009), ont étudié la fonction 

mitochondriale chez des souris C57BL/6 alimentées avec un régime riche en lipides pendant 8 

et 16 semaines et chez des souris contrôles recevant la même quantité de nourriture standard 

d'un point de vue calorique. Cette étude a montré une augmentation de l'hypoxie (mesurée en 

utilisant du pimonidazole) à 8 semaines mais surtout à 16 semaines. La consommation 

d'oxygène mitochondriale à l'état 3 (glutamate + malate et succinate) est diminuée à 16 

semaines ainsi que le potentiel de membrane. Les activités du complexe I et de la citrate 

synthase ne sont pas modifées alors que l'activité du complexe IV est diminuée. Ces 

altérations de la fonction mitochondriale sont associées à une augmentation de la sensiblité au 

NO ainsi qu'à l'augmentation de protéines mitochondriales nitrosylées. Enfin, une étude de 

Chan et al. (2008), de la réponse transcriptionnelle hépatique de souris C57BL/6 soumises à 

une alimentation riche en lipides pendant 2, 4 et 10 semaines, a mis en évidence une 

augmentation de l'expression des gènes codant pour des protéines impliquées dans l'oxydation 

des acides gras et une diminution de l'expression des gènes lipogéniques dans les premiers 

temps de régime. Ce profil d'expression est ensuite inversé à 10 semaines de régime riche en 

lipides. L'ensemble de ces études met en évidence différents résultats soulignant ainsi la 

nécessité de prolonger l'investigation de la fonction mitochondriale dans le développement de 

la stéatose. 

Notre étude présente plusieurs limites, notamment par l'absence de rats "control" pour chaque 

période de régime. Nous avons choisi de ne réaliser qu'un seul groupe "control" en partant du 

principe que les rats utilisés étaient de jeunes adultes considérés comme matures et ainsi en 

dehors de leur période de croissance ou d'une période de vieillisement qui sont deux 

phénomènes physiologiques pouvant influencer le métabolisme et la fonction mitochondriale. 

Par ailleurs, le fait de se baser exclusivement sur l'expression des ARNm des facteurs étudiés 

représente uniquement un profil d'expression et ne donne pas d'information sur la présence 

des protéines ou sur leur activité. Par conséquent pour renforcer cette étude il faudrait au 

moins mesurer l'expression protéique des différents facteurs étudiés en particulier pour 

clarifier l'évolution de la biogenèse mitochondriale au cours de la stéatose. 

De par ses limites et les données obtenues, cette étude donne lieu à de nombreuses 

perspectives. Il apparaît nécessaire de réaliser des temps plus longs de régime et d'évaluer la 
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stéatose mais aussi l'inflammation et le stress oxydatif afin de discriminer les mécanismes 

inhérents au premier hit et ceux inhérents au second hit et ainsi mieux cerner l'implication de 

la mitochondrie dans la pathogénèse des NAFLD. Par ailleurs, l'évaluation de la sensibilité à 

l'insuline notamment hépatique avec la mesure de la production de glucose, l'analyse de la 

voie de signalisation insulinémique ainsi que les concentrations en intermédiaires lipidiques 

hépatiques tels que le diacylglycérol et les acyl-CoA à longues chaînes, permettrait de relier 

les modifications de la fonction mitochondriale au développement de l'insulinorésistance. 

Enfin, au vu de l'importance présumée du stress du RE dans le développement de la stéatose 

et de l'insulinorésistance hépatiques, il semble intéressant d'étudier la relation fonctionnelle 

entre la mitochondrie et le RE dans ce contexte. En effet, une étude récente (Lim et al., 2009), 

a mis en évidence un lien entre la fonction mitochondriale, le stress du RE et 

l'insulinorésistance. Des cellules sk-HepI ont été traitées avec de l'oligomycine afin d'induire 

une dysfonction mitochondriale se manifestant par une chute du potentiel de membrane 

mitochondrial associée à une déplétion en ATP cellulaire. La dysfonction mitochondriale 

induite par de l'oligomycine entraîne une insulinorésistance (diminution de la phosphorylation 

sur tyrosines d'IRS1 et diminution de la phosphorylation d'Akt) et une augmentation de la 

néoglucogenèse illustrée d'une part par l'augmentation de l'expression protéique de la PEPCK 

(phosphoenolpyruvate carboxykinase), de la glucose-6-phosphatase, de PGC1α et une 

diminution de la phosphorylation de FOXO1 et d'autre part par l'augmentation de la 

production de glucose par les cellules. Cette induction de la néoglucogenèse est associée à une 

agmentation du stress du RE illustrée par l'augmentation de l'expression de facteurs impliqués 

dans la réponse à ce stress tels que GRP78, CHOP (C/EBP homologous protein) et une 

augmentation de la phosphorylation d'eIF2 (eukaryotic initiation factor 2). Via l'utilisation 

d'un chélateur de calcium (BAPTA-AM) mais également d'inhiteurs du flux calcique 

mitochondrial (ruthénium red) et du RE (ryanodine), les auteurs ont mis en évidence que le 

stress du RE est médié par une augmentation de la libération de calcium par la mitochondrie 

suite au traitement par de l'oligomycine et que l'augmentation de la néoglucogenèse est 

médiée par le calcium libéré par la mitochondrie et par le RE. Ces effets dépendants du 

calcium sont médiés par la p38-MAPK (utilisation d'un inhibiteur et d'un adénovirus 

dominant négatif) qui entraîne d'une part l'activation de la néoglucogenèse via les facteurs de 

transcription C/EBPα (CCAAT/enhancer-binding protein α) et ATF2 et d'autre part le stress 

du RE. En outre, la dysfonction mitochondriale induite par de l'oligomycine entraîne 

l'activation de la JNK via le calcium, qui va augmenter l'expression de la PEPCK en inhibant 

la signalisation insulinémique et en régulant l'activité de FOXO1. L'utilisation d'une 
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chaperone chimique (PBA : 4-phenyl butyric acid) qui diminue le stress du RE, réduit 

l'activation de la p38-MAPK ainsi que la surexpression de PEPCK illustrant ainsi que le stress 

du RE renforce les altérations induites par la dysfonction mitochondriale. Force est de 

constater à la lumière de ces résultats que la mitochondrie et le réticulum endoplasmique, de 

par leur relation physique et fonctionnelle, participent ensemble au développement de 

l'insulinorésistance hépatique. 
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Introduction de l'article 3 :  

 

Le rimonabant, antagoniste des récepteurs aux endocannabinoïdes CB1, induit une diminution 

de la prise alimentaire et une perte de poids dans différents modèles animaux (Colombo et al., 

1998, Ravinet Trillou et al., 2003, Vickers et al., 2003, Poirier et al., 2005). Par ailleurs, des 

études cliniques avec des patients obèses ont montré que le rimonabant n'induit pas seulement 

une perte de poids mais également une diminution des différents paramètres associés au 

syndrome métabolique tels que la dyslipidémie et l'insulinorésistance (Després et al., 2005, 

Van Gaal et al., 2005, Pi-Sunyer et al., 2006, Scheen et al., 2006, Hollander et al., 2007). Il 

semble qu'une part importante des effets métaboliques du rimonabant soit indépendante de la 

perte de poids (Després et al., 2005, Van Gaal et al., 2005, Scheen et al., 2006). De plus, la 

réduction de la prise alimentaire induite par le blocage génétique ou pharmacologique des 

récepteurs CB1 est précoce et transitoire alors que la perte de poids est maintenue et est plus 

importante que celle attendue suite à la diminution de la prise alimentaire (Colombo et al., 

1998, Ravinet Trillou et al., 2003, Bensaid et al., 2003, Poirier et al., 2005, Doyon et al., 

2006). Par ailleurs, des études récentes ont mis en évidence que le blocage des récepteurs CB1 

par du rimonabant induit une augmentation de la dépense énergétique chez des rats de poids 

normal (Kunz et al., 2008), chez des souris ob/ob (Liu et al., 2005) et chez des rats alimentés 

avec un régime riche en gras et carbohydrates (Herling et al., 2008a). Les mêmes résultats ont 

été obtenus avec d'autres antagonistes CB1 tels que l'AVE1625 (Herling et al., 2007) et le 

taranabant qui induit une augmentation de la dépense énergétique chez des patients obèses 

(Addy et al., 2008). L'ensemble de ces observations met en évidence que le rimonabant agit 

au niveau périphérique et pas seulement central. 

Les récepteurs CB1 sont exprimés au niveau du foie et participent à la régulation de la 

lipogenèse (Osei-Hyiaman et al., 2005). L'activation in vivo des récepteurs CB1 avec un 

agoniste chez des souris induit l'augmentation de l'expression de gènes codant pour des 

facteurs impliqués dans la lipogenèse tels que SREBP-1c, ACC1 et FAS (Osei-Hyiaman et 

al., 2005). Par ailleurs, la synthèse d'acide gras mesurée in vivo chez la souris et in vitro dans 

des hépatocytes isolés est stimulée par un agoniste des récepteurs CB1 et cet effet est annulé 

par un traitement avec du rimonabant (Osei-Hyiaman et al., 2005). Chez les souris CB1-/-, 

ces effets ne sont pas retrouvés, illustrant un effet médié par le récepteur CB1. Par ailleurs, les 

souris sauvages (CB1+/+) alimentées avec un régime riche en gras développent une stéatose 

hépatique, ce qui n'est pas le cas pour les souris CB1-/- (Osei-Hyiaman et al., 2005). De 
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même le blocage des récepteurs CB1 par du rimonabant diminue la stéatose hépatique chez 

des rats Zucker obèses (Gary-Bobo et al., 2007). Récemment Osei-Hyiaman et al. (2008), ont 

montré que le traitement de souris avec un agoniste des récepteurs CB1 (HU210) entraîne une 

diminution de l'activité de la CPT I et que cet effet est contrecarré par le rimonabant. Le 

rimonabant, en inhibant la lipogenèse et en activant l'oxydation des acides gras dans le foie, 

participe à la diminution de l'accumulation de triglycérides hépatiques associée à un régime 

riche en gras. 

Au vu de l'ensemble des résultats concernant l'action du rimonabant au niveau de la dépense 

énergétique et au niveau de l'accumulation de triglycérides hépatiques, il apparaît que la 

fonction mitochondriale serait régulée par le rimonabant. Par conséquent, nous avons décidé 

d'étudier la fonction mitochondriale hépatique chez des rats alimentés avec un régime riche en 

gras et traités avec du rimonabant. Afin de discriminer les effets de la diminution précoce de 

la prise alimentaire des effets directs du rimonabant nous avons mis en place un groupe de 

rats appariés pour la prise alimentaire avec les rats traités. 
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Abstract 

The aim of this study was to investigate the effect of rimonabant treatment on hepatic 

mitochondrial function in rats fed a high fat diet. Sprague Dawley rats fed a high fat diet (35% 

lard) during 13 weeks were treated with rimonabant (10mg/kg/day) during the 3 last weeks 

and matched with pair-fed controls. Oxygen consumption with various substrates, 

mitochondrial enzyme activities on isolated liver mitochondria and mitochondrial DNA 

quantity were determined. Body weight and fat mass were decreased in rats treated with 

rimonabant compared to pair-fed controls. Moreover, serum adiponectin level was increased 

with rimonabant. Hepatic triglycerides content was increased while serum triglycerides were 

decreased. An increase of mitochondrial respiration was observed in rats treated with 

rimonabant. Especially an increase of mitochondrial respiration with palmitoyl CoA 

compared to respiration with palmitoyl-l-carnitine stating that the entry of fatty acids into 

mitochondria via the carnitine palmitoyl transferase I was increased in rats treated with 

rimonabant. Moreover rimonabant treatment leads to a reduction in the enzymatic activity of 

the ATP synthase whereas the quantity of mitochondrial DNA and the activity of the citrate 

synthase were remained unchanged. To summarize, rimonabant treatment leads to an 

improvement of hepatic mitochondrial function by increasing substrates oxidation and fatty 

acids entry into mitochondria for the β-oxidation pathway and by increasing proton leak. 

However this increase of mitochondrial oxidation is regulated by a decrease of ATP synthase 

activity in order to have only ATP required to the cell function.  

 

Keywords: rimonabant; high fat diet; mitochondria; liver; oxidative phosphorylation 
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Introduction 

 The endocannabinoid system appears to be an essential regulator of energy 

homeostasis and endocrine function (36). This system comprises the cannabinoid receptor 

(CB1 and CB2), the endogenous ligands (endocannabinoids), and the machinery for their 

biosynthesis and metabolism (12, 38). Rimonabant (SR-141716), the first selective CB1 

antagonist, leads to a decrease of food intake and body weight in various rodent models (40, 

41, 49, 50) and recent clinical studies in obese patients have shown that rimonabant has not 

only reduced body weight but also improved cardiometabolic risk factors such as waist 

circumference, high-density lipoprotein, triglyceride and glycated hemoglobin (13, 20, 39, 45, 

48). An important aspect of rimonabant action is that a large part of its metabolic effects is 

independent of the body weight reduction (13, 45, 48). Moreover the reduction of food intake 

induced by CB1 blockade (KO or pharmacologically) is earlier and only transient while 

reduction of body weight is sustained and higher than that expected from the inhibitory effect 

on food intake (4, 10, 14, 40, 41). So others pathways than reduction of food intake are 

implied in the decrease of body weight. Indeed CB1 expression was demonstrated in various 

peripheral tissues involved in the control of energy homeostasis such as adipose tissue, liver, 

pancreas and skeletal muscle (4, 7, 11, 25, 32, 33, 36, 42, 46). Peripheral actions of the 

endocannabinoid system comprise the control of lipogenesis in the adipose tissue (32, 35, 53) 

and liver (33) as well as the regulation of skeletal muscle oxidative pathways (6). 

Moreover, an essential feature of rimonabant action which was recently highlighted by 

different studies is that CB1 blockade leads to an increase of total energy expenditure in lean 

rats (28), in ob/ob mice (29) and in rats fed a high fat and high carbohydrate diet (18). The 

same finding was observed with others CB1 antagonist like AVE1625 which leads to an 

increase of energy expenditure independent of physical activity and also increased fat 
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oxidation in non-obese rats (17) or like taranabant which induces an increase of energy 

expenditure and fat oxidation in obese subjects (1).  

Mitochondrial oxidative phosphorylation produces most of the energy in aerobic living 

system by coupling oxygen consumption with ATP synthesis. In mammals, approximately 

90% of oxygen consumption in the standard state is mitochondrial (43). So we can speculate 

that the increase of energy expenditure with rimonabant treatment may be due to an increase 

of mitochondrial oxygen consumption especially at the liver level which represents 20% of 

total body oxygen consumption (43).  

The objective of the present study was to determine whether rimonabant effect on 

energy expenditure involves an increase of liver mitochondrial function. We investigated 

mitochondrial function at three weeks of rimonabant treatment in order to assess its effect just 

after the effect on food intake. In order to discriminate the effect of the early reduction of food 

intake to the inherent effect of rimonabant we used a pair-fed group of rats. 



  

   - 179 - 

Materials and methods 

Animals and treatment 

 The present investigation was performed in accordance with the guiding principles in 

care and use of animals. Male Sprague Dawley (n=27) were housed in a temperature-

controlled room (20 ± 2°C) with a dark/light cycle of 12:12h. They were provided with water 

ad libitum and a standard diet (U-A-R A04; SAFE, Epinay-sur-Orge, France) composed of (% 

total weight) 16% protein, 3% fat, 60% carbohydrate and 21% water, fiber, vitamins and 

minerals. At 2 months old, all rats were provided with a high fat diet (UPAE, Jouy-en-Josas) 

composed of (% total weigh) 22% protein, 35% fat (lard), 28% carbohydrate and 15% water, 

fiber, vitamins and minerals, during 13 weeks.  

At 10 weeks of high fat diet rats were divided in three groups (n=9 per group) and 

caged individually for the three last weeks. One group received rimonabant [N-piperidino-5-

(4-chlorophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-methylpyrazole-3-carboxamide] (Sanofi-

Synthelabo, Montpellier, France). Rimonabant (10mg/kg/day) was administered orally in 

distilled water with 0.1% Tween 80 in a volume of 1 mL, just before the onset of the dark 

phase. The rimonabant solution was freshly prepared for each day. Due to the fact that 

rimonabant treatment induces a reduced food intake, pair-fed rats were used to discriminate 

between the effect of a reduced food intake and the effect of rimonabant itself on the variables 

measured. Each pair-fed rat received the same quantity of food as consumed by its 

rimonabant-treated counterpart over the previous day and received 1 mL of vehicle. A check 

was also made to ensure that the previous ration had been consumed and this was always the 

case. The third group received only the vehicle, there was the control group. During the 

treatment period food intake and weight were monitored daily. At the end of the treatment, 

following an overnight fast, rats were killed by decapitation. Some blood was collected and 

liver was removed rapidly and some tissue sample was immediately used for respiratory 
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measurements and the remainder was frozen in liquid N2 and stored at -80°C for further 

experiments. Epididymal fad pad was removed and weighted. 

 

Liver mitochondria preparation 

 Liver mitochondria were isolated by using a modification of the differential 

centrifugation procedure of Krahenbuhl et al. (27) with all steps carried out at 4°C. Liver was 

homogenized in an isolation medium containing 100 mM sucrose, 50 mM KCl, 5 mM EGTA 

and 50 mM Tris-Base, pH 7.4 (10 ml/g tissue) followed by a centrifugation at 600 g for 10 

min. The supernatant was filtered through cheesecloth and centrifuged at 7000 g for 10 min. 

The pellet was resuspended in the isolation medium (10 ml/g tissue) and centrifuged at 3500 g 

for 10 min. The resulting pellet was resuspended in a minute volume of isolation medium. 

Protein concentration was determined using the bicinchoninic acid assay kit (Interchim, 

Montluçon, France) with bovine serum albumin (BSA) as standard. 

 

Mitochondrial respiration  

 Oxygen was measured with a Clark oxygen electrode in a glass cell 2 ml in volume, 

thermostatically controlled at 37°C, with constant stirring. Liver isolated mitochondria (0.5 

mg protein/ml) were incubated in a respiratory reaction medium, consisting of 120 mM KCl, 

5 mM KH2PO4, 1 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 3 mM hepes and 0.3% bovine serum albumin 

(w/v), pH 7.4. Substrate and inhibitor concentrations for the different experiments were 5 mM 

pyruvate + 2.5 mM malate, or 5 mM succinate + 5 µM rotenone, or 5 µM myxothiazol + 5 

mM ascorbate + 0.5 mM TMPD (N,N,N',N'-tetramethyl-p-phenylenediamine), or 40 µM 

palmitoyl-l-carnitine + 2.5 mM malate, or 40 µM palmitoyl CoA + 1 mM carnitine + 2.5 mM 

malate. The active state of respiration (state 3) was initiated by the addition of 300 µM ADP. 

The basal non-phosphorylating respiration rate (state 4) was obtained by addition of 2 µg/ml 
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oligomycin. Uncoupled state was obtained by the addition of 2.4 µM FCCP (carbonyl cyanide 

p-trifluoromethoxyphenylhydrazone). Respiratory control ratio (RCR) was calculated by 

dividing state 3 by state 4 respiration rates. 

 

Mitochondrial enzyme activities 

 The activities of citrate synthase (CS), complex I, II, III and IV were measured 

spectrophotometrically at 37°C in isolated mitochondria via an adaptation of the method 

described by Malgat et al. (30), and in agreement with the Mitochondrial Diseases Group of 

the Association Française de Myopathie. CS activity was measured by monitoring the change 

in optical density of 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) at 412 mm. NADH ubiquinone 

reductase (complex I) was determined by monitoring the oxidation of NADH at 340 mM. 

Succinate ubiquinone reductase (complex II) was measured by following the reduction of 2,6-

dichlorophenolindophenol (DCPIP) at 600 nm. Ubiquinone cytochrome c reductase (complex 

III) was determined by monitoring the reduction of cytochrome c at 550 nm. Cytochrome c 

oxidase (complex IV) activity was measured by monitoring the oxidation of reduced 

cytochrome c at 550 nm. 

 ATP synthase activity was measured by a coupled assay using lactate dehydrogenase 

and pyruvate kinase (44). The assay was performed at 340 nm following the decrease in 

absorbance resulting from NADH reduction. For this assay, isolated mitochondria were 

sonicated in distilled water.  

 

Mitochondrial DNA quantification 

 Total DNA was extracted from liver using EZ1 DNA Tissue kit and BioRobot EZ1 

DSP (Qiagen). The content of mtDNA was calculated using real time quantitative PCR by 

measuring the threshold cycle ratio (∆Ct) of a mitochondrial encoded gene (ND1, forward 5'- 
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GGA CCT AAG CCC AAT AAC GA-3', reverse 5'-GCT TCA TTG GCT ACA CCT TG-3') 

versus a nuclear encoded gene (β-Globin, forward 5'-CTT CTG GCT ATG TTT CCC TT-3', 

reverse 5'-GTT CTC AGG ATC CAC ATG CA-3'). 

 

Liver triglyceride content  

 Liver triglyceride content was determined using the method described by Xu et al. 

(51). Briefly, 100 mg of liver tissue was homogenized in 1 ml of ethanol followed by a 

centrifugation at 15,000 g for 10 min. Triglyceride concentrations in the liver homogenate 

were measured with a Sigma kit. 

 

Serum adiponectin and triglyceride concentrations 

 Serum adiponectin concentrations were measured using enzyme-linked 

immunosorbent assay kit (Linco Research, St Charles, MO). Serum triglyceride 

concentrations were measured using enzymatic assay kit on a Modular automatic analyzer 

(Roche). 

 

Statistical analysis  

 Results are expressed as mean ± SEM. The statistical significance of observed 

variations were assessed using one-way ANOVA and differences between means were 

subsequently tested by Fisher Post-hoc test. A P value < 0.05 was considered significant in all 

cases. All analyses were performed using Statview 5.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA). 
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Results 

Food intake, weight loss, fat mass, adiponectin concentrations and triglyceride 

concentrations 

 Food intake was dramatically decreased with rimonabant from the first day of the 

treatment (Figure 1a). But thereafter food intake progressively returned at the same level as 

that of control group at the end of the treatment. Percentage of weight loss was more 

important in rimonabant-treated rats compared to the control and pair-fed groups during all 

the treatment (Figure 1b). However, weight of pair-fed rats progressively returned the same 

level as that of control group at the end of the treatment. Relative fat mass evaluated by the 

epididymal fat pad mass was decreased significantly with rimonabant treatment compared to 

control rats (p=0.0231 with Fisher post-hoc test) and was decreased but not significantly 

compared to the pair-fed group (p=0.0812 with Fisher post-hoc test) (Figure 2a). Adiponectin 

concentration was increased with rimonabant treatment but not significantly (p=0.0419 versus 

control and p=0.0697 versus pair-fed, with a P value for ANOVA of 0.0832) (Figure 2b). 

Liver triglyceride content was increased with rimonabant treatment (Figure 3a). Inversely, 

serum triglyceride concentrations were decreased with rimonabant treatment (Figure 3b). 

 

Mitochondrial oxygen consumption 

 In order to evaluate mitochondrial function we measured oxygen consumption with 

different respiratory substrates and at different respiratory states. State 3 represents the 

phosphorylating state and state 4 represents the non-phosphorylating state in presence of 

oligomycin. Uncoupled state with FCCP allows to evaluate maximal respiratory chain 

capacity without the regulation of ATP synthase. With pyruvate/malate as respiratory 

substrate (complex I), state 3 respiration was significantly increased with rimonabant 

treatment compared to pair-fed group (Figure 4a). Concerning state 4 and uncoupled state 
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with pyruvate/malate there was no significant difference between the three groups. Oxygen 

consumption with succinate/rotenone as respiratory substrate (complex II) was significantly 

increased at state 3 and uncoupled state in rimonabant-treated rats compared to control and 

pair-fed groups (Figure 4b). At state 4, there was only an increase of oxygen consumption 

with rimonabant compared to pair-fed rats. Oxygen consumption with an artificial substrate of 

the complex IV (ascorbate/TMPD) was increased with rimonabant whatever the respiratory 

state (Figure 4c). With palmitoyl-l-carnitine as substrate (Figure 5a) there was only an 

increase of oxygen consumption at state 4 with rimonabant compared with pair-fed group. 

With palmitoyl CoA as substrate (Figure 5b), state 3 and 4 respirations were significantly 

increased with rimonabant treatment compared to control and pair-fed groups. Uncoupled 

state respiration was significantly increased in rimonabant-treated rats compared to pair-fed 

rats, but the increase compared to control rats is not significant (p=0.0997 with Fisher post-

hoc test). The ratio of oxygen consumption between palmitoyl CoA and palmitoyl-l-carnitine 

as respiratory substrates (Figure 5c) allows to evaluate the regulation of the entry of fatty acid 

into mitochondria via the CPTI. This ratio was increased significantly with rimonabant at 

state 3 and at FCCP state but not significantly. 

 RCR values were consistent with those of intact, functional isolated mitochondria 

(Table 1). RCR with pyruvate/malate as respiratory substrate was increased with rimonabant 

treatment due to the increase of oxygen consumption at state 3. RCR with other respiratory 

substrates were unchanged. 

 

Mitochondrial enzyme activities and mtDNA content 

 Results concerning mitochondrial enzyme activities were presented in Table 2. Citrate 

synthase, complex I, II, III and IV activities were the same for the three groups. ATP synthase 

activity was significantly decreased with rimonabant compared to pair-fed and control groups. 
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To assess mitochondrial content, we measured mtDNA content (Figure 6). mtDNA content 

remained the same between the three groups.  
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Discussion 

 An essential aspect of rimonabant effect is the induction of an early and transient 

decrease of food intake associated with a sustained reduction of body weight (4, 10, 40, 41). 

Moreover it seems that a large part of the metabolic effects of rimonabant is independent of 

the body weight reduction (13, 45, 48). In our study with a rats model of diet induced obesity, 

we confirm an early and transient reduction of food intake, illustrated a progressive tolerance 

of the hypophagic effect of rimonabant. Despite this tolerance of hypophagic effect, body 

weight was decreased compared to the control group as well as to the pair-fed group, 

illustrating clearly an effect of rimonabant on body weight independently of the food intake 

decrease. The same result was observed concerning fat mass, which were more decreased in 

rimonabant treated rats than in pair-fed rats. The majority of studies using pair-fed group in 

rimonabant treatment showed a food intake's independent effect of rimonabant treatment on 

body weight and fat mass (16, 18, 19, 29).  

 Given the fact that energy expenditure is increased with rimonabant treatment (18, 28, 

29), an effect on mitochondrial function was highly anticipated. Effectively, oxygen 

consumption of liver isolated mitochondria was globally increased with rimonabant treated 

rats compared to pair-fed and control group. The increase of oxygen consumption at state 4 

with almost respiratory substrates seems to indicate that proton leak was increased with 

rimonabant treatment. Indeed, at state 4, oxygen consumption is only due to the maintain of a 

membrane potential in order to compensate the proton leak. The increase of proton leak leads 

to more energy being dissipated as heat and so leads to a decrease of oxidative 

phosphorylation efficiency. Rimonabant treatment by decreasing oxidative phosphorylation 

efficiency could increase the quantity of energy substrates consumption to have the same 

quantity of ATP synthesized. The increase of uncoupled state (with FCCP) with rimonabant 

showed that the maximal oxidative capacity was increased. Oxygen consumption at state 3 
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was also increased illustrating an increase of the oxidative capacity associated with 

phosphorylation. Enzymatic activities of the respiratory chain complex were not affected by 

rimonabant treatment. Therefore, the increase of oxidative capacity observed with rimonabant 

treatment appears to be functional. Moreover, mitochondrial biogenesis, evaluated by the 

quantification of mtDNA and the activity of citrate synthase, was not affected by rimonabant 

treatment. Therefore the increase of hepatic mitochondrial function observed under 

rimonabant treatment was functional and not due to an increase of mitochondrial mass or 

number. 

 Concerning mitochondrial oxygen consumption linked to the β-oxidation, we used 

palmitoyl-l-carnitine and palmitoyl CoA as respiratory substrates. Respiration supported by 

palmitoyl CoA reflects the activity of carnitine palmitoyltransférase I and II (CPT I and II), 

and the mitochondrial β-oxidation pathway, while respiration with palmitoyl-l-carnitine, 

which bypasses the step catalysed by CPT I, represents an index of fatty acid oxidation per se. 

Ratio of oxygen consumption with palmitoyl CoA and with palmitoyl-l-carnitine as substrates 

was increased in rats treated with rimonabant. This result shows that the entry of fatty acid 

into mitochondria via the CPTI is improved with rimonabant. In a study of Osei-Hyiaman et 

al. (34), rimonabant induced an increase of the expression of CPTI protein and an increase of 

CPTI activity. In another condition, ethanol-mediated fatty liver, CB1 blockade induced also 

an increase of the expression and activity of CPTI (24). Moreover, rimonabant reverses the 

increase of expression of acetyl CoA carboxylase (ACC) in the case of high fat diet (33). 

ACC being responsible of the formation of malonyl CoA which is know to inhibit CPTI 

activity, we can expect that the decrease of ACC expression under CB1 blockade may 

contribute in the increase of CPTI activity. Therefore the increase of fatty acids entry into 

mitochondria via CPTI may participate at a large part in the increase of fatty oxidation 

observed under rimonabant treatment. 
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 ATP synthase enzymatic activity was decreased with rimonabant treatment. Given the 

fact that substrates oxidation was increased, the decrease of maximal ATP synthase activity 

could represent an adaptative mechanism in the case of a too high oxidation in order to adjust 

the ATP production to the cell needs. Therefore the ATP/ADP ratio could be maintained. 

Indeed an increase of the ATP/ADP ratio is well know to slow down oxidative 

phosphorylation, in part via ANT inhibition (22), due to the competition between ATP and 

ADP for ANT binding and subsequent translocation across to the mitochondrial membrane (2, 

5). 

 To summarize, in our study, rimonabant treatment leads to an improvement of hepatic 

mitochondrial function by increasing substrates oxidation and fatty acids entry into 

mitochondria for the β-oxidation pathway and by increasing proton leak. However this 

increase of mitochondrial oxidation seems to be regulated by a decrease of ATP synthase 

activity in order to have only ATP required to the cell function. The fact that the effect on 

mitochondrial function was observed only in rimonabant treated rats and not in pair-fed rats 

seems to indicate that rimonabant effect at mitochondrial level is independent of the early 

decrease of food intake. In adipose tissue, others studies have showed that rimonabant could 

act at mitochondrial level. In white adipose tissue of mice with HFD, a treatment with 

rimonabant induces genes expression of carnitine acetyltransferase, carnitine 

palmitoyltransferase II and enoyl CoA hydratase indicating an increase of the β-oxidation 

pathway (23). Moreover, in the same study, rimonabant treatment leads to an induction of the 

expression of cytochrome c oxidase subunit VIa (complex IV) and adenine nucleotide 

translocator (ANT) illustrating an increase of oxidative phosphorylation in white adipose 

tissue of mice fed with HFD. In brown adipose tissue of the same mice, rimonabant induces 

the gene expression of respiratory chain complex, including NADH-ubiquinone 

oxidoreductase (complex I), ubiquinol cytochrome c reductase (complex III), F1F0-ATP 
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synthase and induces chaperonin 10 expression which modulates mitochondrial biogenesis. A 

recent study showed that rimonabant treatment increases mitochondrial biogenesis in white 

adipose tissue by inducing the expression of the endothelial NO synthase (47).  

 Consecutively at this increase of mitochondrial function, a decrease of hepatic 

triglycerides content was expected. Surprisingly hepatic triglyceride content was increased in 

our study. Like discuss previously by Herling et al. (19), the reduction of fat mass by an 

increase of lipolysis leads to an increase of fatty acids drainage through the portal vein into 

the liver. At 3 weeks of rimonabant treatment the reduction of fat mass was probably not 

achieved and the increase of lipolysis was responsive of the increase of hepatic triglycerides 

content. It can be attempted that a more prolonged treatment would lead to a decrease of 

hepatic triglycerides content. Moreover, as the serum triglycerides level was decreased, the 

increase of hepatic triglycerides content could be due to a decrease of very low-density 

lipoprotein secretion from the liver by rimonabant treatment (8). Moreover, hepatic lipid 

accumulation could be associated with insulin resistance and at 3 weeks of treatment there 

was no yet a decrease of serum insulin and glucose level (data not shown). 

 Mechanisms responsible for rimonabant effects on mitochondrial function remain to 

be determined. We can not know if this effect is mediated by central or peripheral action. 

Indeed, hypothalamus, in which role of endocannabinoid system is well described (31) is a 

central actor implied in the energy homeostasis at the peripheral level through neuronal and 

hormonal pathways (3). However we can not exclude a direct effect of rimonabant at 

peripheral level. Indeed, CB1 receptor are expressed at hepatic level and in the case of high 

fat diet, rimonabant reverse the increase of expression of lipogenic factor like sterol 

regulatory element binding protein 1c (SREBP-1c) and its targets fatty acid synthase (FAS) 

and ACC (33). These lipogenic factors are negatively regulated by cAMP (15, 37) and CB1 

receptor is negatively coupled to adenylate cyclase (21), suggesting a possible direct action of 
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rimonabant via hepatic CB1 receptor. It is highly expected that rimonabant effect on 

mitochondrial function was mediated by coordinate regulation between central and peripheral 

mechanisms. At the peripheral level, a hypothesis could be made on the role of adiponectin. 

Indeed, rimonabant treatment leads to an increase of adiponectin expression in adipose tissue 

of obese Zucker rats and also in cultured adipose cells (4) and in our study serum adiponectin 

level was increased with rimonabant. In muscle, adiponectin regulates mitochondrial 

bioenergetics by increasing mitochondrial biogenesis as well as fatty acid oxidation (9). In 

hepatocytes, adiponectin, via AMP-activated protein kinase (AMPK), increases the entry of 

fatty acid into mitochondria and so increases their oxidation (52). AMPK activation leads to 

the inhibition of lipogenesis and activation of fatty acid oxidation by phosphorylating and 

thus inhibiting ACC. Interestingly, cannabinoids were found to inhibit AMPK in the liver and 

adipose tissue via the activation of CB1 (26). Therefore we can speculate that rimonabant 

effect on hepatic mitochondrial function is mediated at least in part by adiponectin via 

AMPK.  

 In conclusion, rimonabant has a beneficial effect on mitochondrial function by 

facilitating energy substrates oxidation including an increase of the entry of fatty acids into 

the mitochondria via CPTI. This event could contribute at least in part to the increase of 

energy expenditure observed with rimonabant treatment. Moreover, this increase of energy 

substrates oxidation, especially fatty acids, could be involved at longer term in the decrease of 

liver fat accumulation (33) and therefore participate in the increase of insulin sensitivity seen 

under rimonabant treatment. It remains to determine the relative contribution of central and 

peripheral actions of rimonabant on hepatic mitochondrial function and at the peripheral level 

whether rimonabant has a direct action via hepatic CB1 and/or indirect via the increase of 

adiponectin level. 
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TABLE 1 

Respiratory control ratios 

 Control Pair-fed Rimonabant P 

Pyruvate/malate 1.83 ± 0.12 1.96 ± 0.17 2.51 ± 0.28* 0.056 

Succinate/rotenone 10.04 ± 1.46 12.63 ± 2.61 8.88 ± 0.83 NS 

Ascorbate/TMPD 1.88 ± 0.11 1.77 ± 0.04 1.82 ± 0.05 NS 

Palmitoyl-l-carnitine 4.43 ± 0.27 3.88 ± 0.34 3.88 ± 0.31 NS 

Palmitoyl CoA 3.19 ± 0.33 2.80 ± 0.27 3.65 ± 0.45 NS 

 
Values are mean ± SEM. P values are from one-way ANOVA. 

* P<0.05 versus control et P=0.065 versus pair-fed 
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TABLE 2 

Mitochondrial enzyme activities 

 Control Pair-fed Rimonabant P 

Citrate synthase 325.65 ± 12.52 324.59 ± 14.94 342.24 ± 13.64 NS 

Complex I 0.50 ± 0.05 0.50 ± 0.04 0.48 ± 0.03 NS 

Complex II 1.51 ± 0.07 1.62 ± 0.09 1.56 ± 0.06 NS 

Complex III 6.48 ± 0.26 6.87 ± 0.38 5.69 ± 0.39 NS 

Complex IV 13.26 ± 0.54 13.78 ± 0.44 12.85 ± 0.45 NS 

ATP synthase 1.99 ± 0.09 2.12 ± 0.10 1.64 ± 0.10* <0.05 

 
Values are mean ± SEM. Citrate synthase activities are expressed in nmol/min per mg protein.  

Other results are the ratio of enzyme activity and citrate synthase activity. 

P values are from one-way ANOVA. 

*P<0.05 versus control and pair-fed 
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Titles and legends to figures 

 

Figure 1 : Food intake (a) and percentage of weigh loss (b). Results are expressed as mean ± 

SEM. *P<0.05 compared with control group and §P<0.05 compared with control and pair-fed 

groups. aP=0.0608, 0.0642, 0.0885 for day 19, 20, 21 respectively compared with control 

group. bP=0.0514, 0.06 for day 6, 7 respectively compared with pair-fed group and P<0.05 

compared with control group. 

 

Figure 2 : Relative fat mass (a) and serum adiponectin level (b) of control (white), pair-fed 

(grey) and rimonabant-treated (black) rats. Results are expressed as mean ± SEM. Concerning 

fat mass, P value from one-way ANOVA is 0.0613. Concerning serum adiponectin level, P 

value from one-way ANOVA is 0.0832. *P<0.05 compared with control group. §P=0.0812 for 

fat mass and P=0,0697 for adiponectin compared with pair-fed group. 

 

Figure 3 : Triglycerides concentration in liver (a) and in serum (b) of control (white), pair-fed 

(grey) and rimonabant-treated (black) rats. Results are expressed as mean ± SEM. *P<0.05 

compared with other groups. 

 

Figure 4 : Oxygen consumption with malate/pyruvate (a), succinate/rotenone (b) and 

ascorbate/TMPD (c) as respiratory substrates in isolated liver mitochondria from control 

(white), pair-fed (grey) and rimonabant-treated (black) rats. Results are expressed as mean ± 

SEM. *P<0.05 compared with other groups and §P<0.05 compared with pair-fed group. 

 

Figure 5 : Oxygen consumption with palmitoyl-l-carnitine (a) palmitoyl CoA (b) and ratio 

palmitoyl CoA/palmitoyl-l-carnitine as respiratory substrates in isolated liver mitochondria 



  

   - 203 - 

from control (white), pair-fed (grey) and rimonabant-treated (black) rats. Results are 

expressed as mean ± SEM. *P<0.05 compared with other groups and §P<0.05 compared with 

pair-fed group. aP=0.0172 compared with pair-fed group with a P value from one-way 

ANOVA of 0.0536. bP=0.0206 compared with control group and P=0.0877 compared with 

pair-fed group with a P value from one-way ANOVA of 0.0543. 

 

Figure 6 : mtDNA quantity calculated as the ratio of ND1 to β-globin DNA levels 

determined by real-time PCR in liver of control (white), pair-fed (grey) and rimonabant-

treated (black) rats. Results are expressed as mean ± SEM. 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Discussion de l'article 3 : 

 

Dans cette étude, nous avons mis en évidence que le blocage des récepteurs CB1 par du 

rimonabant induit une augmentation de la consommation d'oxygène mitochondriale avec 

différents substrats respiratoires. Nous n'observons pas de variation de la quantité d'ADNmt ni 

des activités enzymatiques des complexes de la chaîne respiratoire (I, II, III et IV), suggérant 

ainsi que les variations de la fonction mitochondriale sont fonctionnelles. La diminution 

d'activité de l'ATP synthase observée chez les rats traités avec du rimonabant semble être un 

mécanisme de prévention afin d'ajuster la production d'ATP aux besoins cellulaires. En effet, 

l'augmentation de l'oxydation des substrats énergétiques pourrait en retour causer une 

inhibition de la phosphorylation oxydative via l'augmentation du rapport ATP/ADP qui 

conduirait à une inhibition de l'ANT (Bohnensack, 1981, Jacobus et al., 1982, Balaban, 1990). 

Par conséquent, la diminution de l'activité de l'ATP synthase permettrait de maintenir un 

rapport ATP/ADP en faveur de l'oxydation des substrats énergétiques. L'origine de cette 

diminution de l'activité de l'ATP synthase reste à déterminer. Comme de nombreuses 

protéines mitochondriales, l'ATP synthase peut être régulée par phosphorylation (Pagliarini et 

Dixon, 2006). Ainsi la diminution d'activité de l'ATP synthase pourrait être la conséquence 

d'une régulation de son état de phosphorylation suite à l'inhibition de la voie de signalisation 

CB1 par le rimonabant. 

Par ailleurs, l'augmentation des consommations d'oxygène à l'état 4 pourrait illustrer une 

augmentation de la fuite de protons. Dans ce cas, cela concernerait une fuite de protons basale 

étant donné que les mesures de consommation d'oxygène sont réalisées en présence de BSA. 

L'augmentation de la fuite de protons pourrait être un mécanisme permettant la consommation 

d'une plus grande quantité de substrats sans modifier la synthèse d'ATP. Mais cette 

augmentation des consommations d'oxygène à l'état 4 pourrait tout simplement être le reflet 

d'une plus grande disponibilité des substrats et donc de leur oxydation même dans des 

conditions basales. 

Dans cette étude, nous avons mis en évidence que la β-oxydation mitochondriale hépatique 

est augmentée par le rimonabant via l'augmentation de l'entrée des acides gras dans la 

mitochondrie. Une étude récente a mis en évidence que la quantité et l'activité de la CPT I 

sont augmentées par le rimonabant (Osei-Hyiaman et al., 2008). De même, dans le cas d'une 

stéatose induite par l'alcool, le rimonabant induit une augmentation de l'expression et de 

l'activité de la CPT I (Jeong et al., 2008).  
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Etant donné que le rimonabant induit une augmentation de l'oxydation des acides gras 

hépatiques, une diminution du contenu en triglycérides hépatiques est attendue. Cependant, ce 

n'est pas le cas dans notre étude où le contenu en triglycérides est même augmenté avec le 

rimonabant. Néanmoins, nous pouvons supposer qu'à trois semaines de traitement, nous 

sommes en pleine situation de lipolyse adipocytaire, illustrée par la diminution de masse 

grasse, entraînant ainsi une augmentation de la concentration en acides gras libres notamment 

dans la veine porte et un stockage "provisoire" de ces acides gras sous forme de triglycérides 

hépatiques. Par ailleurs, étant donné que la concentration sérique en triglycérides est quant à 

elle diminuée, l'augmentation du contenu en triglycérides hépatiques pourrait être due à une 

diminution de la sécrétion de VLDL induite par le rimonabant (Chan et Watts, 2008). Par 

ailleurs, la sensibilité à l'insuline évaluée par l'HOMA-IR ne varie pas avec le traitement par 

du rimonabant (Figure 26). Comme pour le contenu en triglycérides hépatiques, la durée du 

traitement semble trop courte pour avoir un effet bénéfique visible sur la sensibilité à 

l'insuline. 

Les mécanismes par lesquels le rimonabant induit une augmentation de la fonction 

mitochondriale restent à déterminer. En effet, l'action du rimonabant pourrait avoir une 

origine centrale et/ou périphérique. D'un point de vue central, l'hypothalamus, dans lequel le 

rôle du système endocannabinoïde est bien décrit (Matias et Di Marzo, 2007), est un centre 

clé impliqué dans la régulation de l'homéostasie énergétique au niveau périphérique via des 

voies neuronales et hormonales (Barsh et Schwartz, 2002). Au niveau périphérique le 

rimonabant pourrait agir de manière directe ou indirecte via notamment l'adiponectine. Le 

récepteur CB1 est couplé à des protéines Gi/o qui induisent une inhibition de l'adénylate 

cyclase et ainsi une diminution de la concentration d'AMPc (Howlett et al., 2002). Etant 

donné, que le rimonabant induit une diminution de l'expression des facteurs lipogéniques 

(SREBP-1c, FAS, ACC) dont l'expression est négativement régulée par l'AMPc (Paulauskis et 

Sul, 1989, Foretz et al., 1999a), nous pouvons supposer que le rimonabant pourrait agir sur la 

lipogenèse et l'oxydation des acides gras hépatiques de manière directe via la voie de l'AMPc. 

Par ailleurs, le rimonabant induit une augmentation de l'expression de l'adiponectine dans le 

tissu adipeux de rats Zucker obèses ainsi que dans des adipocytes en culture (Bensaid et al., 

2003). En outre, la concentration sérique d'adiponectine est augmentée dans notre étude chez 

les rats traités par du rimonabant. L'adiponectine via l'AMPK induit une augmentation de 

l'entrée des acides gras dans la mitochondrie et donc leur oxydation dans des hépatocytes 

(Yamauchi et al., 2002). Par conséquent, l'action du rimonabant sur l'oxydation des acides 

gras hépatiques pourrait être médiée par l'adiponectine. Deux études récentes ayant pour 
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objectif de discriminer les effets directs du rimonabant de ceux médiés par l'adiponectine ont 

été réalisées sur deux modèles différents. L'étude de Migrenne et al. (2009), a mis en 

évidence, chez des souris dont le gène codant pour l'adiponectine a été inactivé soumises à un 

régime riche en lipides pendant 7 mois et traitées par du rimonabant pendant le dernier mois, 

un effet du rimonabant sur la perte de poids indépendant de l'adiponectine mais un effet sur la 

sensibilité à l'insuline dépendant de l'adiponectine. En utilisant un modèle de souris ob/ob 

dont le gène codant pour l'adiponectine a été inactivé et traitées avec du rimonabant, 

Watanabe et al. (2009), ont mis en évidence que la perte de poids, la diminution d'acides gras 

libres et de triglycérides sanguins et l'augmentation de la dépense énergétique induites par le 

rimonabant ne sont pas dépendantes de l'adiponectine. En revanche, les résultats ont montré 

que la diminution de l'insulinorésistance hépatique, l'activation de l'AMPK, l'augmentation de 

l'expression de la CPT I et la diminution de la stéatose hépatique induites par le rimonabant 

sont médiées à la fois par une voie adiponectine-dépendante et par une voie adiponectine-

indépendante. Au vu des résultats de ces études, l'investigation concernant la discrimination 

des effets directs du rimonabant de ceux médiés par l'adiponectine doit se poursuivre 

notamment en déterminant la voie d'action directe du rimonabant et ainsi pouvoir mieux 

étudier l'implication différentielle du rimonabant et de l'adiponectine. Concernant les effets 

mitochondriaux du rimonabant, une étude similaire aux deux précédentes sur des souris dont 

le gène codant pour l'adiponectine a été inactivé permettrait de mettre en évidence la voie par 

laquelle la fonction mitochondriale est améliorée en cas de traitement par du rimonabant. Une 

étude récente, ayant pour objectif de déterminer le rôle de l'adiponectine dans le 

développement des NAFLD a évalué la fonction mitochondriale chez des souris dont le gène 

codant pour l'adiponectine a été inactivé (Zhou et al., 2008). L'absence d'adiponectine 

entraîne une stéatose hépatique associée à une augmentation de l'expression de l'ARNm du 

TNFα et une augmentation de la concentration en MDA. Par ailleurs, les souris dont le gène 

codant pour l'adiponectine a été inactivé présentent des altérations morphologiques des 

mitochondries hépatiques similaires à celles observées en cas de stéatohépatite. Les activités 

des complexes I, II + III, IV et V de la chaîne respiratoire mesurées sur mitochondries isolées 

sont diminuées chez les souris dont le gène codant pour l'adiponectine a été inactivé et sont 

restaurées par l'injection d'un adénovirus recombinant exprimant le gène codant pour 

l'adiponectine. La biogenèse mitochondriale évaluée par le dosage de l'ADNmt ainsi que 

l'expression de gènes codant pour des protéines de la chaîne respiratoire (la sous-unité 1 de la 

NADH déshydrogènase, la sous-unité 1 de la cytochrome c oxydase et la sous-unité 6 de 

l'ATP synthase) sont diminuées chez les souris dont le gène codant pour l'adiponectine a été 



  

   - 213 - 

inactivé mais le traitement par de l'adiponectine (adénovirus recombinant) n'a aucun effet sur 

ces paramètres suggérant ainsi une action indépendante d'une augmentation de la biogenèse 

mitochondriale. L'expression d'UCP2 (ARNm et protéine) est diminuée chez les souris dont le 

gène codant pour l'adiponectine a été inactivé et est restaurée par l'injection d'un adénovirus 

recombinant exprimant le gène codant pour l'adiponectine. Ce dernier résultat a été confirmé 

par le fait que l'effet bénéfique de l'adiponectine sur les activités des complexes I, II + III, IV 

et V de la chaîne respiratoire est abolit chez des souris dont le gène codant pour UCP2 a été 

inactivé. Au vu de ces résultats, les effets protecteurs de l'adiponectine sur les altérations 

hépatiques inhérentes aux NAFLD sont médiés en partie par une augmentation de la fonction 

mitochondriale via un mécanisme impliquant UCP2. Reste à déterminer si les effets observés 

dans notre étude sont uniquement le résultat de l'augmentation de la production d'adiponectine 

par le rimonabant ou bien si des mécanismes impliquant la voie de signalisation CB1 

participent également à l'amélioration de la fonction mitochondriale hépatique. 

Notre étude a permis de mettre en évidence un effet bénéfique du rimonabant sur la fonction 

mitochondriale hépatique en facilitant l'oxydation des substrats énergétiques notamment en 

augmentant l'entrée des acides gras dans la mitochondrie. Le fait que les effets observés sur la 

fonction mitochondriale ne sont pas retrouvés chez les rats appariés pour la prise alimentaire, 

semble indiquer une action du rimonabant indépendante de la diminution précoce de la prise 

alimentaire. Cependant, il reste à déterminer si l'action du rimonabant est d'origine centrale 

et/ou périphérique, et dans le cas d'une action périphérique s'il agit de manière directe et/ou 

indirecte via l'adiponectine. 
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TRAVAIL PRELIMINAIRE 

Evaluation de la fonction mitochondriale de cellules HepG2 

traitées avec du resvératrol 
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Objectif :  

 

Le resvératrol induit une diminution de la stéatose hépatique que ce soit dans des modèles 

animaux ou cellulaires (Zang et al., 2006, Baur et al., 2006, Shang et al., 2008, Bujanda et al., 

2008, Ahn J et al., 2008, Hou et al., 2008, Wang et al., 2009). L'action bénéfique du 

resvératrol sur la stéatose hépatique se caractérise par une diminution de la lipogenèse 

hépatique via une voie SIRT1/LKB1/AMPK (Ahn J et al., 2008, Shang et al., 2008, Wang et 

al., 2009, Gnoni et Paglialonga, 2009, Hou et al., 2008). Par ailleurs, le resvératrol induit une 

augmentation de la biogenèse mitochondriale via la voie SIRT1/PGC1α (Baur et al., 2006, 

Lagouge et al., 2006). Au vu de ces données nous avons décidé d'évaluer la fonction 

mitochondriale dans un modèle cellulaire hépatique, les cellules HepG2 afin de déterminer si 

le resvératrol pouvait diminuer la stéatose hépatique en agissant au moins en partie sur la 

fonction mitochondriale. Dans ce but, nous avons mesuré la consommation d'oxygène 

mitochondriale, le potentiel de membrane mitochondrial, les activités enzymatiques des 

complexes de la chaîne respiratoire et la quantité d'ADNmt sur des cellules HepG2 traitées 

avec du resvératrol pendant 24h. 

 

 

Résultats et discussion : 

 

 • Effet du resvératrol sur la consommation d'oxygène mitochondriale : 

Un traitement de 24h avec du resvératrol (50 µM) induit une augmentation de la 

consommation d'oxygène mitochondriale dans les cellules HepG2 que ce soit en condition 

basale, en condition non-phosphorylante et en condition de fonctionnement maximal (FCCP) 

(Figure 27). Le resvératrol entraîne une diminution significative du RCRp (Figure 28). En 

revanche l'UCR et le RCR ne varient pas avec le traitement par du resvératrol. Le RCRp est 

diminué en raison d'une plus forte augmentation de la consommation d'oxygène avec du 

FCCP que celle mesurée en condition phosphorylante. Ces résultats illustrent un effet 

stimulateur du resvératrol sur la consommation d'oxygène mitochondriale et en particulier sur 

la capacité oxydative maximale (FCCP). 
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 • Effet du resvératrol sur le potentiel de membrane mitochondrial : 

Le resvératrol n'induit pas de variation du potentiel de membrane en condition phosphorylante 

(basale) mais a tendance à augmenter le potentiel de membrane mitochondrial en condition 

non phosphorylante (+ oligomycine) (Figure 29). Cette tendance à l'augmentation à l'état non 

phosphorylant est probablement due à l'augmentation de la consommation d'oxygène globale. 

 
 
 • Effet du resvératrol sur les activités enzymatiques des complexes de la chaîne 

respiratoire : 

Afin d'évaluer les capacités glycolytiques et oxydatives, nous avons mesuré les activités 

enzymatiques de la lactate déshydrogénase (LDH) et de la citrate synthase (CS) 

respectivement (Figure 30). Le resvératrol entraîne une diminution significative de l'activité 

LDH et non significative de la CS. Néanmoins le rapport LDH/CS a tendance à diminuer avec 

le traitement par du resvératrol, suggérant ainsi une augmentation de la capacité oxydative par 

rapport à la capacité glycolytique. Le resvératrol ne modifie pas l'activité des complexes de la 

chaîne respiratoire, excepté l'activité du complexe I qui augmente (P = 0,0539). Cette 

augmentation de l'activité du complexe I peut expliquer l'augmentation de la capacité 

oxydative maximale observée avec la mesure de consommation d'oxygène. Récemment, il a 

été mis en évidence que dans le foie de souris SIRT3-/-, l'acétylation du complexe I de la 

chaîne respiratoire est augmentée et associée à une diminution de la consommation d'oxygène 

mitochondriale avec des substrats du complexe I (glutamate + malate) suggérant ainsi que 

SIRT3 pourrait être impliquée dans la régulation du fonctionnement mitochondriale via la 

déacétylation du complexe I (Ahn BH et al., 2008). En outre, le resvératrol induit une 

augmentation de l'expression de l'ARNm SIRT3 dans des adipocytes 3T3-L1 (Rayalam et al., 

2008). Par conséquent, le resvératrol via l'augmentation d'expression de SIRT3 pourrait 

entraîner une déacétylation du complexe I et ainsi augmenter son activité. 

  

 •••• Effet du resvératrol sur la quantité d'ADNmt : 

Le resvératrol n'entraîne pas de variation de quantité d'ADNmt (Figure 31), illustrant ainsi 

que les modifications de fonctionnement mitochondrial observées ne sont pas dues à une 

variation de la biogenèse mitochondriale. Une étude a mis en évidence que le resvératrol 

induit une diminution de l'acétylation de PGC1α associée à une augmentation du nombre de 

mitochondries que ce soit dans le foie de souris alimentées avec un régime riche en gras 

(évalué par microscopie électronique) ou dans des cellules HeLa (évalué avec la sonde 
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fluorescente Mitotracker) (Baur et al., 2006). Une autre étude a mis en évidence une 

augmentation de la quantité d'ADNmt dans le muscle et le tissu adipeux brun de souris 

alimentées avec un régime riche en gras et traitées avec du resvératrol (Lagouge et al., 2006). 

Cependant, la quantité d'ADNmt dans le foie de ces souris ne varie pas malgré une 

augmentation de l'expression de PGC1α. 

 

Selon ces résultats préliminaires, le resvératrol semble induire une augmentation de la 

fonction mitochondriale sans variation de la densité mitochondriale mais en augmentant 

l'activité du complexe I. 

  

 

Perspectives : 

Afin de relier cette augmentation du fonctionnement mitochondrial par le resvératrol à une 

diminution de la stéatose hépatique, les mêmes expérimentations seront réalisées sur des 

cellules HepG2 rendues stéatosiques en les cultivant soit dans un milieu additionné de glucose 

et d'insuline, soit dans un milieu enrichi en acides gras.  

Par ailleurs, nous évaluerons l'acétylation du complexe I ainsi que l'expression du gène codant 

pour SIRT3. 

Enfin, afin de déterminer la ou les voies à l'origine de l'augmentation de la fonction 

mitochondriale, nous utiliserons des inhibiteurs ou des ARNi dirigés contre SIRT1, SIRT3 et 

l'AMPK. 
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CONCLUSION GENERALE ET 

PERSPECTIVES 
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Les mécanismes à l'origine du développement de la stéatose hépatique ne sont pas encore 

complètement élucidés. Outre l'augmentation de la lipogenèse hépatique désormais bien 

admise, une altération de la fonction mitochondriale pourrait contribuer à l'accumulation de 

lipides dans le foie. Par conséquent, nous avons évalué la fonction mitochondriale dans deux 

modèles animaux de stéatose hépatique ainsi que dans le contexte de deux traitements 

potentiels de la stéatose, le rimonabant et la resvératrol. 

Le rat Zucker obèse ne présente aucune altération de la phosphorylation oxydative que ce 

soit au niveau de la fuite de protons, de l'efficacité de la phosphorylation oxydative (cinétique 

ATP/O) ou au niveau des capacités oxydatives en elles-mêmes. De même, la quantité de 

mitochondries hépatiques ne semble pas modifiée chez le rat Zucker obèse au vu des activités 

enzymatiques de la citrate synthase qu'elles aient été mesurées sur de l'homogénat de foie ou 

sur mitochondries isolées. Le système de la phosphorylation oxydative semble ainsi préservé 

dans ce modèle de stéatose hépatique et par conséquent ne participe pas à l'accumulation 

excessive de lipides. 

Avec un modèle plus proche de la physiopathologie de la stéatose hépatique, le rat alimenté 

avec un régime riche en gras pendant différentes durées, nous avons mis en évidence que 

dans les premiers temps d'un apport accru en lipides (2 et 4 semaines), le métabolisme 

hépatique est orienté de manière à utiliser ou à stocker sous forme de triglycérides l'excès de 

lipides. Cette première adaptation est ensuite complètement inversée et nous observons une 

diminution de l'oxydation des acides gras mais également une diminution du stockage des 

lipides sous forme de triglycérides. Concernant la fonction mitochondriale, celle-ci est 

seulement affectée au niveau de la synthèse d'ATP à 8 semaines de régime. La mitochondrie 

est donc capable de subir une arrivée massive de gras en conservant un fonctionnement 

normal au moins jusqu'à 8 semaines de régime. 

Dans ces deux modèles de stéatose hépatique, le système de phosphorylation oxydative n'est 

pas ou peu altéré, suggérant que la mitochondrie ne participe pas au développement de la 

stéatose hépatique au moins du point de vue de la chaîne respiratoire en elle-même.  

La seule modification observée est une augmentation de l'efficacité de la phosphorylation 

oxydative à 8 semaines de régime due à une augmentation de la synthèse d'ATP pour une 

même consommation d'oxygène. Cette augmentation de l'efficacité de la phosphorylation 

oxydative pourrait entraîner une augmentation de la production des ROS. Même si nous 

n'avons pas réalisé d'évaluation complète du stress oxydatif, il semble qu'à partir de 8 

semaines de régime riche en gras la cellule hépatique augmente son système de lutte contre 

les ROS (augmentation de l'ARNm de SOD2), illustrant ainsi une augmentation probable de 
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la production de ROS. Cette production accrue de ROS pourrait participer à la transition 

stéatose/stéatohépatite mais également conduire à une altération de la chaîne respiratoire 

mitochondriale. Par conséquent, l'évaluation de la production de ROS et des conséquences 

associées dans ce dernier modèle de stéatose hépatique apporterait des informations 

essentielles à la compréhension de l'évolution de la stéatose hépatique. 

Le traitement avec du rimonabant de rats alimentés avec un régime en gras, a un effet 

bénéfique sur la fonction mitochondriale hépatique en augmentant l'oxydation des substrats 

énergétiques et notamment des acides gras via une augmentation de leur entrée dans la 

mitochondrie. Le fait que les effets du rimonabant sur la fonction mitochondriale ne sont pas 

observés chez les rats appariés pour la prise alimentaire suggère une action indépendante de la 

diminution précoce de la prise alimentaire. Il reste à déterminer les mécanismes responsables 

des effets du rimonabant sur la fonction mitochondriale. Le rimonabant pourrait agir d'une 

manière directe via la signalisation du récepteur CB1 ou indirecte via l'adiponectine.  

Le traitement par du resvératrol de cellules HepG2, entraîne une augmentation de la 

consommation d'oxygène mitochondriale et une augmentation de l'activité enzymatique du 

complexe I mais sans modification de la biogenèse mitochondriale. Récemment, il a été mis 

en évidence que dans le foie de souris SIRT3-/-, l'acétylation du complexe I de la chaîne 

respiratoire est augmentée et associée à une diminution de la consommation d'oxygène 

mitochondriale avec des substrats du complexe I suggérant ainsi que SIRT3 pourrait être 

impliquée dans la régulation du fonctionnement mitochondrial via la déacétylation du 

complexe I (Ahn BH et al., 2008). En outre, le resvératrol induit une augmentation de 

l'expression de l'ARNm SIRT3 dans des adipocytes 3T3-L1 (Rayalam et al., 2008). Par 

conséquent, le resvératrol via l'augmentation d'expression de SIRT3 pourrait entraîner une 

déacétylation du complexe I et ainsi augmenter son activité. Ainsi, il paraît intéressant de 

mesurer l'expression de SIRT3 suite à un traitement avec du resvératrol ainsi que d'évaluer le 

degré d'acétylation du complexe I. Par ailleurs, le traitement par du resvératrol de cellules 

HepG2 dont l'expression de SIRT3 aura été inhibée par un ARNi pourrait indiquer si le 

resvératrol agit sur la fonction mitochondriale via SIRT3. 
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Résumé : 
 
La stéatose hépatique est une pathologie associée à l'obésité et à l'insulinorésistance. Les 
mécanismes à l'origine du développement de la stéatose hépatique sont loin d'être élucidés. 
Cependant, une altération de la fonction mitochondriale pourrait contribuer à l'accumulation 
de lipides dans le foie. Par conséquent, l'objectif de ce travail est d'évaluer la fonction 
mitochondriale dans deux modèles animaux de stéatose hépatique ainsi que les effets de deux 
molécules, le rimonabant et le resvératrol. Dans un modèle génétique d'obésité, le rat Zucker, 
aucune altération de la phosphorylation oxydative n'est observée. Dans un modèle plus 
physiologique, le rat alimenté avec un régime riche en lipides pendant différentes durées, dans 
les premiers temps d'un apport accru en lipides, le métabolisme hépatique est orienté de 
manière à utiliser ou à stocker l'excès de lipides. Cette première adaptation est ensuite 
inversée et une diminution de l'oxydation des acides gras mais également une diminution du 
stockage de triglycérides sont observées. Le traitement avec du rimonabant de rats alimentés 
avec un régime en gras, a un effet bénéfique sur la fonction mitochondriale hépatique 
notamment en augmentant l'entrée des acides gras dans la mitochondrie et donc leur 
oxydation. Enfin, le traitement par du resvératrol de cellules HepG2, entraîne une 
augmentation de la consommation d'oxygène mitochondriale et une augmentation de l'activité 
du complexe I mais sans modification de la biogenèse mitochondriale. Même si la 
mitochondrie semble peu affectée au cours du développement de la stéatose hépatique, la 
considérer comme une cible thérapeutique reste pertinent. 
 
Mots clés : stéatose hépatique, mitochondrie, métabolisme lipidique, rimonabant, resvératrol. 
 
 
 
English title : MITOCHONDRIAL ENERGY METABOLISM IN THE DEVELOPMENT 
OF HEPATIC STEATOSIS. 
 
Abstract : 
 
Hepatic steatosis is a pathology associated with obesity and insulin resistance. Mechanisms 
behind the development of hepatic steatosis are far from being elucidated. However, impaired 
mitochondrial function could contribute to the accumulation of lipids in the liver. Therefore, 
the objective of this work is to evaluate mitochondrial function in two animal models of fatty 
liver and the effects of two molecules, rimonabant and resveratrol. In a genetic model of 
obesity, Zucker rat, no alteration of the oxidative phosphorylation is observed. In a more 
physiological model, rats fed with a high fat diet during different time, in the first times of 
high fat diet, hepatic metabolism is oriented to use or store the fat excess. The first adjustment 
is then reversed and a decrease in the fatty acids oxidation but also a decrease in the storage of 
triglycerides are observed. Treatment with rimonabant in rats fed a high fat diet, has a 
beneficial effect on liver mitochondrial function especially by increasing fatty acids entry into 
the mitochondria and thus their oxidation. Finally, treatment with resveratrol in HepG2 cells, 
causes an increase in mitochondrial oxygen consumption and an increase in complex I 
activity, but without change in mitochondrial biogenesis. Although the mitochondria seems 
not much affected during the development of hepatic steatosis, considered it as a therapeutic 
target is still relevant. 
 
Keywords : hepatic steatosis, mitochondria, lipids metabolism, rimonabant, resveratrol. 



0,1
 –

0,
5 

µm

matrice

1 – 2 µm

crête

espace 
intermembranaire

membrane 
externe

membrane 
interne

0,1
 –

0,
5 

µm

matrice

1 – 2 µm

crête

espace 
intermembranaire

membrane 
externe

membrane 
interne

 
 
 
Figure 1 : Structure d'une mitochondrie 
 
La mitochondrie est composée de deux membranes, externe et interne, délimitant un espace 
intermembranaire et une matrice. Les replis caractéristiques de la membrane interne sont 
appelés crêtes mitochondriales. 



 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 : Chaîne respiratoire mitochondriale 
 
Sur ce schéma sont représentés les quatre complexes de la chaîne respiratoire (CI à CIV), les 
transporteurs mobiles d'électrons (UQ : ubiquinone et Cyt c : cytochrome c), ainsi que la F0-F1 
ATP synthase. Le trajet des électrons (e-) est représenté par les flèches rouges et celui des 
protons (H+) par des flèches roses. 
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Figure 3 : ADN mitochondrial 
 
L'ADN mitochondrial humain est une molécule bicaténaire circulaire d'environ 16 kilobases 
dépourvue d'introns et d'histones qui code pour 13 ARN messagers (ARNm), 22 ARN de 
transfert (ARNt) et 2 ARN ribosomiques (ARNr). Chaque brin contient un promoteur pour 
l’initiation de la transcription, le HSP (heavy strand promoter) et le LSP (light strand 
promoter). Le promoteur HSP comprend deux sites d’initiation de la transcription, H1 et H2. 
Les gènes codant pour les ARNt sont annotés avec la lettre correspondant à l'acide aminé. 
ATP: ATP synthase, CO: cytochrome c oxydase, Cytb: cytochrome b, ND: NADH 
déshydrogénase, OH: origine de réplication du brin lourd, OL: origine de réplication du brin 
léger, TERM: site de terminaison de la transcription. Schéma adapté de Falkenberg et al. 
(2007). 
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Figure 4 : Régulation du métabolisme énergétique mitochondrial orchestrée par PGC1αααα 
  
Des stimuli environnementaux régulent l'expression de PGC1α de manière tissu-spécifique 
via des voies de signalisation dépendantes de l'AMPc, du GMPc et du Ca2+ qui aboutissent à 
l'activation de facteurs de transcription tels que CREB, MEF2 et ATF2. PGC1α en 
association avec d'autres facteurs de transcription active l'expression de gènes nucléaires 
codant pour des protéines impliquées dans la transcription et la réplication de l'ADNmt, dans 
le fonctionnement de la chaîne respiratoire mais également dans l'oxydation mitochondriale 
des acides gras. βAR: récepteur β-adrénergique, NO: oxyde nitrique, CaMK: 
calcium/calmodulin-dependent protein kinase, p38 MAPK: mitogen-activated protein kinase, 
CREB: cAMP response element binding, ATF2: activating transcription factor 2, MEF2: 
myocyte enhancer factor 2.  



 
 
 
Figure 5 : "Navette citrate-malate-pyruvate"  
 
ACC : Acétyl-CoA carboxylase, ACL : ATP-citrate lyase, CS : Citrate synthase, EM : 
Enzyme malique, MDH : Malate déshydrogénase, ME : Membrane externe, MI : Membrane 
interne, PC : Pyruvate carboxylase. 
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Figure 6 : Le complexe multienzymatique de l'acide gras synthase 
 
Ce complexe est constitué de deux monomères polypeptidiques identiques (1 et 2), chacun 
portant sept activités enzymatiques et la protéine ACP (acyl carrier protein). Le groupement 
thiol (SH) de la phosphopantéthéine d'un des monomères se trouve à proximité du 
groupement thiol d'un résidu cystéine (Cys) de la cétoacyl synthase de l'autre monomère, 
suggérant ainsi un arrangement "tête-bêche" des deux monomères. L'unité fonctionnelle est 
formée par une partie d'un monomère interagissant avec la partie complémentaire de l'autre 
monomère. Ainsi, deux chaînes acétylées sont produites simultanément. 



 
 
 
Figure 7 : Synthèse du palmitate 
 
L'acides gras synthase fonctionne en dimère (        et        ) et permet l'ajout de deux carbones 
à chaque cycle réactionnel jusqu'à la formation de palmitate. 
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Figure 8 : Activation des acides gras 

Les acides gras sont activés par formation d'une liaison thioester avec le coenzyme A. La 
formation d'une liaison thioester consomme de l'ATP, qui est clivé en AMP et en 
pyrophosphate. Le pyrophosphate est hydrolysé en 2 phosphates par une pyrophosphatase 
cytosolique. L'AMP est phosphorylé par l'adénylate kinase.  

 



 
 
 
Figure 9 : Synthèse des triglycérides 
 
La voie de synthèse des triglycérides aboutit à la conjugaison de trois acyl-CoA avec du 
glycérol via trois réactions enzymatiques successives. 
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Figure 10 : Système carnitine palmitoyltransférase 
 
L'acide gras à longue chaîne préalablement activé en acyl-CoA par l'acyl-CoA synthétase 
(ACS) traverse la membrane externe mitochondriale (ME) via VDAC (voltage-dependent 
anion channel). L'acyl-CoA est ensuite complexé à la carnitine via la réaction catalysée par la 
carnitine palmitoyltransférase I (CPT I). L'acylcarnitine ainsi formé est échangé avec de la 
carnitine via la carnitine-acylcarnitine translocase (CAT) permettant alors son passage à 
travers la membrane interne (MI). Enfin l'acylcarnitine est retransformé en acyl-CoA via la 
réaction catalysée par la carnitine palmitoyltransférase II (CPT II).  



 
 
Figure 11 : Cycle de la β-oxydation 
 
La première étape de la β-oxydation consiste à la déshydrogénation de l'acyl-CoA sur les carbones 
α et β par une flavoprotéine à FAD, l'acyl-CoA déshydrogénase, qui aboutit à la formation d'une 
double liaison entre les carbones α et β. Cette réaction conduit à la formation du ∆²-trans-enoyl-
CoA et de FADH2 qui va fournir des électrons à la chaîne respiratoire au niveau de l'ETF (electron-
transferring flavoprotein) qui appartient au complexe II. L'étape suivante est une hydratation 
catalysée par l'enoyl-CoA hydratase qui permet la saturation de la double liaison formant ainsi du 
L-β-hydroxyacyl-CoA. Ce composé subit ensuite une déshydrogénation au niveau du carbone β 
catalysée par l'hydroxyacyl-CoA déshydrogénase. Cette réaction aboutit à la formation du β-
cétoacyl-CoA et de NADH + H+ qui va fournir des électrons à la chaîne respiratoire au niveau du 
complexe I. La dernière étape est une thiolyse catalysée par la cétothiolase aboutissant à la 
formation d'un acétyl-CoA qui peut entrer dans le cycle de Krebs et d'un acyl-CoA raccourci de 
deux carbones qui va servir de substrat au cycle suivant. 



 
 
 
Figure 12 : Cétogenèse 
 
La cétogenèse, qui a lieu exclusivement au sein des mitochondries hépatiques, correspond à la 
formation des corps cétoniques (acétoacétate et β-hydroxybutyrate) qui représentent une 
source énergétique pour les tissus extra-hépatiques. 
 
 
 



 
 
 
Figure 13 : Régulation de métabolisme lipidique hépatique 
 
En période alimentaire, la synthèse des acides gras (AG) et des triglycérides (TG) est 
augmentée via le glucose et l'insuline. Le malonyl-CoA, intermédiaire de la synthèse des 
acides gras, inhibe l'oxydation des acides gras en inhibant la CPT I. Les triglycérides 
synthétisés sont principalement exportés via les VLDL pour être stockés dans le tissu adipeux. 
La LPL (lipoprotéine lipase) permet l'entrée des acides gras dans les tissus en hydrolysant les 
triglycérides. En période alimentaire, l'insuline inhibe l'HSL (hormone sensitive lipase) et 
donc la libération des acides gras par le tissu adipeux. 
En période de jeûne, la concentration en insuline chute. Cela entraîne une diminution de la 
synthèse des acides gras et des triglycérides au niveau du foie et parallèlement l'augmentation 
de l'oxydation des acides gras et de la cétogenèse. L'HSL n'étant plus inhibée, les acides gras 
sont libérés du tissu adipeux pour rejoindre le foie. Le flux principal de VLDL est destiné aux 
autres tissus. 



 
 
Figure 14 : AMPK : senseur énergétique 
 
L'AMPK est activée par l'AMP et donc par toutes les situations de demande énergétique qui 
induisent une augmentation du rapport AMP/ATP cellulaire (Carling, 2004). Parallèlement l'AMPK 
est activée par phosphorylation via des AMPK kinases (Carling et al., 2008). La leptine et 
l'adiponectine agissent en partie via l'AMPK (Minokoshi et al., 2002, Yamauchi et al., 2002). 
Cependant, la manière dont ces adipokines activent l'AMPK n'est pas encore complètement élucidée. 
Elles pourraient agir en augmentant le rapport AMP/ATP ou en activant une AMPK kinase. Une fois 
activée, l'AMPK va inhiber les voies métaboliques de synthèse consommant de l'énergie et de 
manière concomitante activer les voies métaboliques productrices d'énergie. 
Abréviations : ACC : Acétyl-CoA carboxylase, AG : Acides gras, ChREBP : Carbohydrate response 
element regulatory protein, EF2 : Elongation factor 2, G6Pase : Glucose-6-phosphatase, GPAT : 
glycérol-3-phosphate acyltransférase, GS : Glycogène synthase, MCD : Malonyl-CoA 
décarboxylase, NRF1 : Nuclear respiratory factor 1, PEPCK : Phosphoenolpyruvate carboxykinase, 
PGC1α : Proliferator-activated receptor gamma coactivator 1α, SREBP-1c : Sterol regulatory 
element binding protein-1c.  
Références : [1] Lochhead et al., 2000, [2] Yamauchi et al., 2002, [3] Carling et Hardie, 1989, [4] 
Jorgensen et al., 2004, [5] Zhou et al., 2001, [6] Kawaguchi et al., 2002, [7] Munday et al., 1988, [8] 
Muoio et al., 1999, [9] Clarke et Hardie, 1990, [10] Horman et al., 2002, [11] Browne et al., 2004, 
[12] Winder et al., 1997, [13] Assifi et al., 2005, [14] Bergeron et al., 2001, [15] Zong et al., 2002, 
[16] Jäger et al., 2007. 



 
 
 
Figure 15 : Régulation transcriptionnelle de la lipogenèse 
 
Les facteurs de transcription SREBP-1c et ChREBP, activés respectivement par les voies de 
signalisation de l'insuline et du glucose, régulent la transcription des gènes codant pour 
différentes enzymes clés de la lipogenèse. Les récepteurs nucléaires LXR jouent également un 
rôle essentiel dans la régulation de la lipogenèse, d'une part en activant directement la 
transcription des gènes codant pour certaines enzymes de cette voie et d'autre part en 
participant à la régulation transcriptionnelle dépendante de l'insuline de SREBP-1c et 
probablement celle dépendante du glucose de ChREBP. Schéma adapté de Postic et Girard 
(2008). 



 
 
 
Figure 16 : Voies de signalisation de l'insuline 
 
Une fois le récepteur de l'insuline activé, les IRS (insulin recpetor substrates) se fixent au 
niveau des tyrosines phosphorylées via leur domaine PTB (phsophotyrosine binding) et sont 
eux-mêmes phosphorylés par le récepteur. Deux voies principales de signalisation 
commencent à partir des IRS : 
 • la voie de la PI-3 kinase (PI3-K), qui permet la phosphorylation du PIP2 
(Phosphatidylinositol (4,5)-biphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate) à 
l'origine de l'activation de la kinase Akt (ou PKB : protéine kinase B). 
 • la voie des MAP kinases (MAPK), qui est initiée par la liaison de l'adaptateur Grb2 
(Growth factor receptor-bound protein 2) au niveau des tyrosines phosphorylées des IRS 
permettant l'activation de SOS (son of sevenless). SOS est un facteur d'échange nucléotidique 
qui permet l'activation de la protéine Ras qui elle-même active la kinase Raf. Raf va activer 
par phosphorylation la MAP kinase kinase (MAPKK) qui elle-même va activer la MAPK. 
Ces deux voies de signalisation aboutissent à des effets transcriptionnels ou non- 
transcriptionnels sur le métabolisme permettant principalement le maintien de la glycémie. 



 
 
 
 
 

 
Figure 17 : Production de ROS et altération de la fonction mitochondriale en cas de 
NASH 
 
L'augmentation de la β-oxydation associée à la stéatose hépatique entraîne une augmentation 
du flux d'électrons le long de la chaîne respiratoire mitochondriale aboutissant ainsi à une 
production de ROS accrue. Ces ROS vont induire une peroxydation des lipides hépatiques qui 
va elle-même ainsi que les ROS conduire à des lésions de l'ADNmt. L'ADNmt lésé va 
produire moins de complexes fonctionnels de la chaîne respiratoire et en parallèle les ROS 
vont altérer le fonctionnement de la chaîne respiratoire qui en retour va produire plus de ROS 
initiant ainsi un cercle vicieux. Schéma adapté de Begriche et al., 2006. 



 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figure 18 : Structure des deux principaux endocannabinoïdes et du rimonabant 
 
Les endocannabinoïdes sont synthétisés à partir de l'acide arachidonique et sont des ligands 
endogènes des récepteurs cannabinoïdes. Le rimonabant est un antagoniste spécifique des 
récepteurs CB1. 
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Figure 19 : Schéma bilan des effets du blocage des récepteurs CB1 par du rimonabant 
 
Hormis son action sur la prise alimentaire au niveau central, le rimonabant agit sur différents 
organes périphériques ayant un rôle essentiel dans la régulation de l'homéostasie énergétique.  



 
 
 

 
 
Figure 20 : Structure du resvératrol 
 
Le resvératrol (3,5,4'-trihydroxystilbene) est un polyphénol de la classe des stilbènes. 
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Figure 21 : Exemple de mesure de consommation d'oxygène sur mitochondries isolées 
 
La consommation d'oxygène sur mitochondries isolées est mesurée par oxygraphie. L'état 2 
est obtenu par l'ajout du substrat étudié. L'état 3 représente la consommation d'oxygène en 
condition phosphorylante et est obtenu par l'ajout d'ADP. L'état 4 représente la consommation 
d'oxygène en condition non-phosphorylante et est obtenu par l'ajout d'un inhibiteur de l'ATP 
synthase, l'oligomycine. Enfin, l'état de consommation maximale d'oxygène est obtenu par 
l'ajout d'un découplant, le FCCP. 



 

 

Figure 22 : Exemple de tracés obtenus en mesurant le potentiel de membrane en 
parallèle de la consommation d’oxygène en condition non-phosphorylante 
 
Cette figure représente des tracés obtenus en suivant le protocole décrit dans la partie A-VI-3-
a. La consommation d'oxygène mitochondriale est représentée par la courbe bleue. Le tracé 
rouge représente les variations de concentrations en TPMP+ extramitochondrial. La ligne de 
base de concentration en TPMP+ extramitochondrial (2 µM) est tracée en reliant le point 
correspondant à l'ajout de la dernière dose de TPMP+ au point correspondant à l'ajout de 
FCCP. Les distances de déviation sont mesurées perpendiculairement à la ligne de base. 
L'ajout séquentiel de 4 x 0,5 µM de TPMP+ permet de construire une droite de calibration en 
fonction des distances de déviation par rapport à la ligne de base (D1-3) mesurée en mm. Pour 
chaque concentration de malonate, la distance de déviation en mm (d1-dn) peut être convertie 
en valeur de potentiel de membrane (mV) en utilisant la droite de calibration. 
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Figure 23 : Exemple de mesure de consommation d'oxygène sur cellules entières non 
perméabilisées 
 
La consommation d'oxygène sur cellules entières non perméabilisées est mesurée par 
oxygraphie. La respiration de routine, qui reflète la consommation d'oxygène basale des 
cellules est mesurée avant l'ajout des inhibiteurs. L'ajout d'oligomycine permet de mesurer la 
consommation d'oxygène en condition non-phosphorylante. L'ajout de FCCP, en découplant 
la consommation d'oxygène de la synthèse d'ATP, permet de mesurer la capacité maximale de 
fonctionnement de la chaîne respiratoire. Enfin, l'ajout de myxothiazole (inhibiteur du 
complexe III) permet de mesurer la consommation d'oxygène résiduelle d'origine extra-
mitochondriale. 
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Figure 24 : Graphiques de cytomètrie de flux 
 
A- Ce graphique représente la granulosité (SSC : side scatter) des cellules en fonction de leur 
taille (FSC : forward scatter). 
B- Ce graphique représente la fluorescence des cellules correspondant à l'iodure de propidium 
(à 610 nm) en fonction de la taille des cellules. Pour l'analyse des résultats, seules sont prises 
en compte les cellules avec une fluorescence faible, c'est à dire les cellules vivantes. 
C- Cet histogramme représente le nombre de cellules en fonction de leur fluorescence due à la 
sonde DiOC6(3) (à 511 nm). La fenêtre M1 permet de mesurer la moyenne de la fluorescence 
de la population cellulaire. 
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Figure 25 : Expression du gène SOD2 
 
Les ARN totaux ont été extraits des foies de rats "control" et à 2, 4 et 8 semaines de régime 
riche en gras (n=6). Les échantillons ont été analysés par RT-PCR quantitative et les résultats 
sont normalisés en fonction de l'expression d'HPRT. L'expression de la SOD2 dans les foies 
de rats "control" a été rapportée à 100 %. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. Le 
P obtenu via l'ANOVA est de 0,0546. *P=0,0078 versus control.   

*  
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Figure 26 : Glycémie, insulinémie et HOMA-IR 
 
La glycémie a été mesurée immédiatement sur le sang prélevé avec un glucomètre. Les 
concentrations en insuline dans le sérum ont été dosées par ELISA. L'HOMA-IR 
(homeostasis model assessment of insulin resistance) a été calculé en utilisant la formule : 
(Insuline (µU/ml) x glycémie (mM))/22,5. Les résultats concernant les rats témoins sont 
représentés en blanc, en gris pour les rats appariés pour la prise alimentaire et en noir pour les 
rats traités avec du rimonabant. 
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Figure 27 : Consommation d'oxygène 
 
Des cellules HepG2 ont été traitées avec du resvératrol (RSV) à la concentration de 50 µM ou 
avec le même volume de DMSO pendant 24h. La consommation d'oxygène sur cellules non 
perméabilisées a été mesurée par oxygraphie. Les résultats sont exprimés sous forme de 
moyenne ± SEM (n = 8). *P < 0,05 versus DMSO selon un test t pour données non appariées. 
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 Figure 28 : Rapports de contrôle respiratoire 
 
Des cellules HepG2 ont été traitées avec du resvératrol (en rose) à la concentration de 50 µM 
ou avec le même volume de DMSO (en vert) pendant 24h. La consommation d'oxygène sur 
cellules non perméabilisées a été mesurée par oxygraphie. Le RCR correspond au quotient de 
la capacité respiratoire maximale (FCCP) et de la respiration en condition non-phosphorylante 
(oligomycine). Le RCRp ou RCR phosphorylant est obtenu en soustrayant la respiration 
oligomycine à la respiration de routine et en divisant par la respiration FCCP. L'UCR 
(uncoupling control ratio) correspond au quotient de la respiration FCCP et de la respiration 
de routine. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± SEM (n = 8). *P < 0,05 
versus DMSO selon un test t pour données non appariées. 
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Figure 29 : Potentiel de membrane mitochondrial 
 
Des cellules HepG2 ont été traitées avec du resvératrol (en rose) à la concentration de 50 µM ou 
avec le même volume de DMSO (en vert) pendant 24h. Le potentiel de membrane mitochondrial 
a été mesuré en utilisant la sonde fluorescente DiOC6(3). Les résultats sont exprimés en 
pourcentage par rapport aux valeurs obtenues sur les HepG2 traitées avec du DMSO en fonction 
du jour de l'expérimentation. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± SEM (n = 9). 
La valeur de P présentée sur le graphique a été obtenue avec un test t pour données non 
appariées. 
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Figure 30 : Activités enzymatiques mitochondriales et activité de la LDH 
 
Des cellules HepG2 ont été traitées avec du resvératrol (en rose) à la concentration de 50 µM ou 
avec le même volume de DMSO (en vert) pendant 24h. Les activités enzymatiques des différents 
complexes de la chaîne respiratoire, de la citrate synthase (CS) et de la lactate déshydrogénase 
(LDH) ont été mesurées par spectrophotométrie. Les activités de la CS et de la LDH sont 
exprimées en nmoles/min/mg de protéines. Les activités des complexes de la chaîne respiratoire 
sont exprimées en fonction de l'activité CS. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne 
± SEM (n = 7). *P < 0,05 versus DMSO selon un test t pour données non appariées. 
 

*  
P = 0,0628 P = 0,0723 

P = 0,0539 

P = 0,0649 
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Figure 31 : Quantité d'ADNmt 
 
Des cellules HepG2 ont été traitées avec du resvératrol (RSV) à la concentration de 50 µM ou 
avec le même volume de DMSO pendant 24h. La quantité d'ADNmt a été mesurée par PCR 
quantitative en temps réel. Les résultats sont exprimés selon le ratio d'un gène mitochondrial 
(ND1) et d'un gène nucléaire (β-globine). Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne 
± SEM (n = 8). 



Tableau 1 : Critères de diagnostic du syndrome métabolique 
 

 

Critères selon NCEP ATPIII 

Présence d'au moins trois des 

facteurs suivants  

Critères selon l'OMS 

Présence de diabète ou 

d'intolérance au glucose ou 

IR et d'au moins deux des 

facteurs suivants 

Hyperglycémie/résistance 

à l'insuline 
Glycémie à jeun ≥ 110 mg/dl 

Diabète de type 2 ou 

glycémie à jeun ≥ 110 mg/dl 

ou intolérance au glucose 

Obésité abdominale 

Tour de taille > 102 cm chez 

les hommes et > 88 cm chez les 

femmes 

IMC > 30 kg/m² ou ratio 

taille/hanches > 0,9 chez les 

hommes et > 0,85 chez les 

femmes 

Hypertriglyceridémie ≥ 1,7 mmol/l ≥ 1,7 mmol/l 

Concentration faible 

d'HDL cholestérol 

< 1 mmol/l chez les hommes et 

< 1,3 mmol/l chez les femmes 

< 0,9 mmol/l chez les 

hommes et < 1 mmol/l chez 

les femmes 

Hypertension ≥ 130/85 mm Hg ≥ 140/90 mm Hg 

Microalbuminurie non incluse 
≥ 20 µg/min ou ratio 

albumine/créatine ≥ 30 mg/g 

 
NCEP ATPIII: National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III, OMS: 
Organisation Mondiale de la Santé, IR: insulinorésistance, IMC: indice de masse corporelle, 
HDL: high-density lipoprotein. D'après "Expert Panel on Detection, Evaluation, and 
Treatment of High Blood Cholesterol in Adults" (2001) et WHO (1999). 
 



Tableau 2 : Diagnostic d'une NAFLD 
 

Suspicion d'une NAFLD : 

• Exclure une consommation excessive d'alcool : 

Consommation d'alcool < 20-30 g/jour chez l'homme et < 20 g/jour chez la femme. 

• Exclure les causes secondaires de stéatose hépatique : 

Médicaments (corticostéroïdes, amiodarone, methotrexate, tamoxifene…) 

Etats nutritionnels altérés (gastroplastie, by-pass, perte de poids rapide, nutrition parentérale, 
cachexie…) 

Causes génétiques ou métaboliques (maladie de Wilson, lipodystrophie…) 

Autres (HIV, maladies inflammatoires intestinales, hépatotoxines environnementales…)  

• Exclure d'autres maladies causant des lésions hépatiques : 

Hépatite B et C 

Déficience en antitrypsine alpha-1 

Hépatites auto-immunes  

Maladie de Wilson 

• Recherche des manifestations du syndrome métabolique : 

Obésité et en particulier centrale 

Insulinorésistance, diabète 

Hyperlipidémie 

Hypertension 

• Imagerie pour rechercher une stéatose hépatique : 

Echographie 

Tomodensitométrie 

IRM 

• Biopsie hépatique : 

La biopsie hépatique est indispensable pour évaluer le grade et le stade de NAFLD 

 
 



Tableau 3 : Classification des NAFLD 
 

Grades de stéatose 

Grade 1 

discrète 
< 33 % hépatocytes affectés 

Grade 2 

modérée 
33 % à 66 % d'hépatocytes affectés 

Grade 3 

sévère 
> 66 % d'hépatocytes affectés 

1

2

3

1

2

3

 

Grades de stéatohépatite 

Grade 1 

discrète 

•  Stéatose : discrète ou modérée; principalement macrovésiculaire 

•  Ballonisation hépatocytaire : isolée (zone 3) 

• Inflammation lobulaire : dispersée et discrète (zone 1-2); aigue (cellules 
polymorphonucléaires) et chronique (cellules mononucléaires) 

•  Inflammation portale : absente ou discrète 

Grade 2 

modérée 

•  Stéatose : discrète à sévère; macrovésiculaire et microvésiculaire 

•  Ballonisation hépatocytaire : évidente (zone 3) 

•nInflammation lobulaire : cellules polymorphonucléaires associées aux 
hépatocytes ballonnés; fibrose péricellulaire; inflammation chronique discrète 

•  Inflammation portale : absente ou discrète à modérée 

Grade 3 

sévère 

•  Stéatose : sévère; macrovésiculaire et microvésiculaire 

•  Ballonisation hépatocytaire : marquée (zone 3) 

•nInflammation lobulaire : aigue et chronique; dispersée; cellules 
polymorphonucléaires  concentrées dans la zone 3; fibrose périsinusoïdale 

•  Inflammation portale : discrète à modérée 

Stades de fibrose 

Stade 1 
Fibrose isolée ou étendue au niveau de la zone 3 périveineuse, périsinusoïdale 
ou péricellulaire 

Stade 2 Stade 1 + fibrose isolée ou étendue portale et périportale  

Stade 3 Fibrose isolée ou étendue avec septa porto-portes et porto-sushépatiques 

Stade 4 Cirrhose avec ou sans fibrose périsinusoïdale résiduelle 

 
Adapté de Brunt et al. (1999) 

Lobule hépatique 
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Tableau 6 : Caractéristiques des sirtuines 
 

 Localisation cellulaire Activité enzymatique Cibles 

SIRT1 Cytoplasmique, nucléaire Déacétylase 

PGC1α, FOXOs, NF-
κB, AceCS1, MEF2, 

PCAF, histones H4K16 
et H1K26, p53, p300, 

MyoD 

SIRT2 Cytoplasmique, nucléaire Déacétylase 
Tubuline, histone 

H4K16 

SIRT3 Mitochondriale, nucléaire Déacétylase 
AceCS2, GDH, 

Complexe I 

SIRT4 Mitochondriale ADP-ribosyl transférase GDH 

SIRT5 Mitochondriale Déacétylase ? 

SIRT6 Nucléaire ADP-ribosyl transférase ? 

SIRT7 Nucléaire ? ? 

Selon Schwer et Verdin, 2008 
 



Tableau 7 : Composition des différents régimes alimentaires 
 

 Régime standard Régime riche en gras 

Protéines 16 % 22 % 

Lipides 3 % 35 % 

Glucides 60 % 28 % 

Eau, fibres, vitamines et minéraux 21 % 15 % 

Valeurs énergétiques (kcal/kg) 3310 5150 

 
 



Tableau 8 : Différentes combinaisons de substrats et d'inhibiteurs utilisées pour la 
mesure de consommation d'oxygène de mitochondries isolées 
 

 Concentration 
initiale 

Concentration 
finale 

Volume injecté 
pour 2 ml 

Malate 0,5 M 2,5 mM 10 µl 

Pyruvate 0,5 M 5 mM 20 µl 

    

Roténone 2,5 mM 5 µM 4 µl 

Succinate 0,5 M 5 mM 20 µl 

    

Malate 0,5 M 2,5 mM 10 µl 

Palmitoyl-l-carnitine 4 mM 40 µM 20 µl 

    

Malate 0,5 M 2,5 mM 10 µl 

Carnitine 100 mM 1 mM 20 µl 

Palmitoyl CoA 4 mM 40 µM 20 µl 

    

Myxothiazole 5 mM 5 µM 2 µl 

Ascorbate 0,5 M 5 mM 20 µl 

TMPD 100 mM 500 µM 10 µl 
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