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Apres des siecles de lutte contre les famines sbla-alimentation, nous sommes désormais
confrontés au phénomeéne inverse dans les paydstiiiadisgés et en voie d'industrialisation : la
lutte contre le surpoids et l'obésité. Le changegmda mode de vie associé a
l'industrialisation, illustré par la grande dispaihié des ressources alimentaires et par la
sédentarisation, est en grande partie a I'orig;nBadgmentation dramatique de la prévalence
de l'obésité. Outre le fait que notre société tarakvenir une société d'apparence avec les
conséguences que cela peut avoir au niveau psyahbdmbésité et le surpoids augmentent
le risque de développer un grand nombre de contigita d'ordre cardiovasculaire,
respiratoire, ostéoarticulaire, digestif, endo@mi rénal et métabolique. Parmi ces
pathologies, les NAFLD ou "non alcoholic fatty livdisease" représentent la composante
hépatique de I'obésité. Le terme NAFLD regroupelarge spectre de lésions hépatiques
n‘ayant pas pour origine une consommation exces&eool. La forme la moins avancée est
la stéatose hépatique qui correspond a une acctionutde triglycérides dans le foie. Cette
stéatose peut évoluer en stéatohépatite ou NASHh @ooholic steatohepatitis) qui
correspond a une stéatose associée a une inflaom&ta des lésions hépatiques. La NASH
peut elle-méme progresser en cirrhose puis, dass fdemes les plus séveres, en
hépatocarcinome. Les mécanismes conduisant auop@erhent et a la progression des
NAFLD sont loin d'étre complétement élucidés rendansi la mise au point d'un traitement
encore délicate. La mitochondrie, étant au centrenétabolisme énergétique cellulawia
notamment |'oxydation des acides gras, pourraé @&hpliquée dans le développement de
l'accumulation de lipides hépatiques caractérikastéatose. L'objectif de ce travail de thése
est d'étudier le métabolisme énergétique mitochahdu cours du développement de la
stéatose hépatique dans deux modéeles différemntat Zicker obese et le rat Sprague-Dawley
alimenté avec un régime riche en lipides penddiérdntes durées. Par ailleurs, I'action au
niveau de la fonction mitochondriale de deux tragats potentiels de la stéatose hépatique,
le rimonabant et le resvératrol, a été évaluéeedsement dans un modéle de rat alimenté
avec un régime riche en lipides et dans un mods#lelaire hépatique, les cellules HepG2.

La premiere partie de ce manuscrit est consacréen@é exposition des données
bibliographiques relatives au sujet de cette theaedeuxieme partie décrit le matériel et les
méthodes misent en place afin de répondre aux ignegposées dans ce projet. Enfin, la
derniére partie de ce manuscrit consiste en laeptagon et la discussion des résultats
obtenus au cours de ce travail de thése.

Les travaux effectués durant mon doctorat ont dohie@ aux publications et aux
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|. Métabolisme énergétique mitochondrial

1. La mitochondrie

Organites cellulaires eucaryotes, les mitochondseeg a I'origine de la production d'énergie
nécessaire au fonctionnement cellulaire. Elles nmieanent dans la phase finale de
'oxydation des substrats énergétiques (lipidesicidés et protides). Le nombre de
mitochondries, compris entre 500 et 2000 par cellrie en fonction du type cellulaire. La
taille et la forme des mitochondries sont ellessaa@goitement liées a I'activité cellulaire. Les
mitochondries ne sont pas isolées ni figées dansellule, elles forment un réseau
mitochondrial dynamique qui est finement régulé ges phénomenes de fusion et de fission
(Jakobs, 2006). Ce réseau est lui-méme associémacnotubules du cytosquelette ainsi
gu'aux autres organites cellulaires. Une mitochiendolée de son réseau est de forme ovoide
et composée de deux compartiments délimités par meunbranesHigure 1) :

* La membrane externeest une bicouche lipidique composée d'environ 50%
protéines et 50 % de lipides. Cette membrane estigable a diverses molécules notamment
grace a des protéines transmembranaires. La poun®¥DAC (voltage-dependent anion
channel) constitue la principale voie de passagew@écules d'une taille inférieure a 10 kDa
telles que les ions, les différents métaboliteausiéotides. Les protéines, grace a un signal
d'adressage mitochondrial, traversent la membramerre via des translocases (TOM :
translocase of the outer membrane).

* L'espace intermembranaire est un espace étroit d'environ 100 angstréms qui
contient une forte concentration en protons rendaimsi ce compartiment chargé
positivement.

e La membrane interne est composée de 80 % de protéines et 20 % de
phospholipides dont la cardiolipine qui est un pihadipide double rendant cette membrane
imperméable aux ions notamment aux protons. Ei, éffenembrane interne n'est perméable
gu'a l'oxygeéne, l'eau, le gaz carbonique, I'oxyitligne et I'ammoniac. Les autres molécules
doivent franchir cette membrane par l'intermédidedransporteurs tels que la tranlocase des
nucléotides adényliqgues (ANT : adenine nucleotrdadlocator) qui assure l'entrée de I'ADP
dans la matrice et la sortie conjointe de I'ATP gddiespace intermembranaire, le
cotransporteur de phosphate inorganique/protosyrgporteur pyruvate/proton, la navette du
glycérol-3-phosphate, la navette malate/aspartatétansporteur du citrate et la carnitine

palmitoyltransferase 1l (CPT Il). Les protéinesviaesent la membrane interngea des
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translocases (TIM : translocase of the inner menmdraUne des particularités de la
membrane interne est de posséder de nombreux feqliant les crétes mitochondriales. Des
études tomographiques (Dimrogh al, 2000, Hunteet al, 2000) ont permis de mettre en
evidence que ces crétes ont une composition gi@reitle celle de la membrane interne. En
effet, elles seraient reliées a la membrane intpamales jonctions de crétes d'environ 30 nm
de diametre (Gilkersoet al, 2003). C'est au niveau de ces crétes que sdérenéellement
enchassés les complexes de la chaine respiraitnsieqae I'ATP synthase.

» La matrice est le compartiment interne de la mitochondriégside nombreuses
voies meétaboliques telles que le cycle de Krebgaef-oxydation des acides gras. La
mitochondrie, de par son origine endosymbiotiquesspde son propre génome (ADN

mitochondrial) ainsi que les éléments nécessailesynthése protéique, les mitoribosomes.

2. La chaine respiratoire et la phosphorylation oxydaive

Dans une cellule eucaryote normale, environ 90 %edergie nécessaire au fonctionnement
cellulaire est fournie par la mitochondrie (Rolfe Brown, 1997). Les réactions de la
phosphorylation oxydative, qui ont lieu au niveaa ld membrane interne mitochondriale,
permettent la transformation de I'énergie conteslargs les nutriments en énergie utilisable
par la cellule : 'ATP. Le systeme de phosphorglatoxydative est composé de la chaine
respiratoire et de I'ATP synthase. La chaine ragpie est une chaine de transport d'électrons
constituée de quatre complexes protéigaegufe 2) :

* NADH ubiquinone oxydoréductase ou complexe |

» Succinate ubiquinone oxydoréductase ou complexe Il

 Ubiquinol cytochrome oxydoréductase ou complexe Il

» Cytochromec oxydase ou complexe IV
Chaque complexe est composé de plusieurs sousymiéiques codées soit par le génome
nucléaire soit par le génome mitochondrial, exceotdr le complexe |l qui ne contient que
des protéines codées par le génome nucléaire. Aaaplexes protéiques, s'ajoutent des
transporteurs mobiles d'électrons, lI'ubiquinoneq@enzyme Q) et le cytochrome
La dégradation préalable des nutriments permeirladtion de coenzymes réduits (NADH +
H* et FADH) qui cédent leurs électrons aux complexes | owui, par une cascade
d'oxydoréduction, amenent ces électrons jusquadfaeur final, 'oxygene. Le NADH céde
ses électrons au complexe | et ils sont ensuitsp@tés par I'ubiquinone jusqu'au complexe

lll. Enfin les électrons sont pris en charge pacysochromec puis libérés au niveau du
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complexe IV ou ils sont utilisés pour la réductiml'oxygéne en eau. Le FADRIede, quant

a lui, ses électrons au complexe Il. lls sont dastransportés par l'ubiguinone jusqu'au
complexe Il et suivent alors le méme chemin queéiectrons fournis par le NADH. Ainsi,
la chaine respiratoire permet le transfert progiretess électrons a partir des coenzymes
réduits vers l'oxygeneia une succession de systemes redox intervenantutiaosdre établi
selon leur potentiel d’oxydoréduction allant dugphéducteur vers le plus oxydant. L'énergie
libérée au cours de ce transfert d'électrons sahdé@ne d'oxydoréduction permet I'expulsion
de protons de la matrice vers l'espace intermemabbegrau niveau des complexes |, Il et 1V,
formant ainsi un gradient de protons de part aitidade la membrane interne. Ce couplage
chimiosmotique aboutit a la formation d'un gradiélgctrochimique ou force protomotrice,
qui contient I'énergie d'oxydation. Ce gradient asistitué d'un gradient de pH (la matrice
devient plus basique) et d'un gradient de chargefa¢e matricielle de la membrane interne
est chargée négativement). La théorie chimiosmetfqumulée par Mitchell en 1961 postule
gue ce gradient électrochimiquéa le retour des protons dans la matrice en passaniyd P
synthase, permet a celle-ci de catalyser la réacéeersible de phosphorylation de I'ADP en
ATP. La consommation d'oxygene (respiration) gtHasphorylation sont ainsi couplééa

cette force protomotrice.

3. Régulation de la phosphorylation oxydative

La phosphorylation oxydative est régulée au nivdausa vitesse de synthese d'ATP et donc

de respiration et au niveau de son efficacité.

a) Reégulation de la vitesse de respiration mitochoradei

Deux facteurs principaux peuvent étre impliqués sdd@ controle de la respiration
mitochondriale : les substrats de I'oxydation stdebstrats et produits de la phosphorylation
(ADP et ATP).

* Les substrats de I'oxydation

Une part importante du contrble de la respiratieh eéxercée au niveau de l'apport en
coenzymes réduits (NADH et FADH Une augmentation de l'apport en substrats
respiratoires stimule la respiration mitochondriaMéanmoins cette stimulation de la

respiration par l'augmentation de la concentraéinrsubstrats est tissu-dépendante. En effet,



une modification du rapport NADH/NAD mitochondrial via un changement de la
concentration en substrats respiratoires entraireaugmentation de la vitesse de respiration
et de la synthese d'’ATP sur mitochondries isoléfo@ (Koretsky et Balaban, 1987), et de
coceur (Moreno-Sanchet al, 1990) et sur cellules de foie (Browhal, 1990) et de cerveau
(Kauppinen et Nicholls, 1986), mais ces résultdtstnpas été retrouvés dans le muscle
cardiaquein vivo (JObsis et Stainsby, 1968), ni dans le musclelstiiquein vivo (Wendt et
Chapman, 1976) o situ sur fibres perméabilisées (Kuatkal., 1993, Khuchuat al, 1994).
Par ailleurs, I'apport en substrats peut étre é&gulniveau de leur entrém les transporteurs

spécifiques et par l'activité des déshydrogéndSesefet al, 1982, Tageet al, 1983).

* ADP et ATP

Les premiers travaux sur mitochondries isolées s Lardy et Wellman (1952) et par
Chance et Williams (1955) ont montré que la vitedserespiration mitochondriale est
fortement augmentée en présence d'un systeme deérégion de I'ADP (hexokinase +
glucose). Ces observations aboutirent a la notien"abntrole respiratoire” (Chance et
Williams, 1956), défini comme étant le controlelaeitesse de transport des électrons le long
de la chaine respiratoire par la concentrationsofique en ADP. La théorie chimiosmotique
permet d'expliquer ce phénoméne puisque l'ajouDB'Atimule le fonctionnement de I'ATP
synthase et induit ainsi une augmentation de |ls@omation du gradient de protons. La
diminution de ce gradient stimule alors le fonctiement des pompes a protons
mitochondriales et donc la respiration (Nicholl$etguson, 1992).

b) Régulation de I'efficacité de la phosphorylation yaative

L'efficacité de la phosphorylation oxydative esfimé par la quantité¢ d’ATP produite par
molécule d'oxygéne consommée (rapport ATP/O). Ganpetre varie soit par modification
de la force protomotrice (découplage extrinsequi) gar modification de I'efficacité de

pompage des protons (découplage intrinseque).

» Découplage extrinseque

Le découplage extrinseque implique tous les congpasemécanismes qui augmentent la
perméabilité aux protons ou aux cations de la manerinterne mitochondriale et par

conséquent qui induisent une diminution du gradéenprotons. Dans ce cas une partie des



protons retourne dans la matrice sans passerA3d® Bynthase et ne participe donc pas a la
synthése d'ATP. Ainsi, la consommation d'oxygérneaegmentée pour maintenir une méme
force protomotrice et cela afin de compenser lgefde 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'inténsle cette fuite est variable et les
mécanismes a l'origine de cette perméabilité ghatae la membrane interne mitochondriale
ne sont pas entierement élucidés. Ainsi, Bramdal. (1992) ont émis I'hypothese que
laugmentation de la fuite de protons induite pas lhormones thyroidiennes pouvait
s’expliquer par une augmentation de la surfaceadmémbrane interne mitochondriale. La
composition en acides gras de la membrane semblerégnt jouer un réle dans la fuite de
protons. En effet, Bobylewet al.(1997) ont démontré que l'intensité de la fuitepdatons est
proportionnelle a la quantité de cardiolipines. jplas, Pehowich (1999) a montré que la
composition des phospholipides, notamment leurutear acides gras de la famille n-6 et n-
3, influence la perméabilité membranaire (plusapport n-6/n-3 est éleve, plus la fuite de
protons est importante). Cette fuite de protonsaleagst physiologiquement essentielle
puisqu’elle serait responsable de 33 % de la ratspir basale dans les hépatocytes (Bretnd
al., 1994) et représenterait 20 a 25 % du métaboldenbase chez le rat (Rolfe et Brand,
1996).

 La fuite de protons inductible par des protéines découplantes. Une famille
particuliere de protéines a été identifiée : lePUGncoupling protein). La premiére isoforme,
UCPL1 a été découverte dans le tissu adipeux brasteétpliquée dans la thermogénése (Lin
et Klingenberg, 1980). Les isoformes UCP2 a UCRZ0suite été identifiées dans différents
tissus sur la base de leur homologie de séquermaelayprotéine UCP1 (UCP2 : Fleweyal,
1997, UCP3 : Bosst al, 1997, UCP4 : Maet al, 1999, UCP5 : Yt al, 2000) . L'activité
découplante d’'UCP1 est expliquée par sa capaditangporter des protons. Le mécanisme
d'action de cette protéine n’est pas encore clanérlucidé puisque certains auteurs pensent
gu’il s’agit réellement d’'un transporteur de pratoactivé par les acides gras alors que
d’autres suggerent qu’elle permet le retour dedescgras vers I'espace intermembranaire
sous forme anionique alors qu’ils ont traversé lamirane sous forme protonée pour
atteindre la matrice mitochondriale (mécanisme Igeflbp). Une activité de transport de
protons a également été identifiée pour les pregeldCP2 et UCP3 (Jaburekal, 1999) et
leur expression dans des cellules de mammiféresgiarn découplage. Cependant, dans ces

expériences, les protéines sont nettement suregpsmpar rapport a leur niveau

-9-



physiologique et la présence de ce mécanigmeivo n'est pas completement établie.
D’autres protéines ont un réle dans ce découplagemseque. En effet, Brangt al. (2005)
ont montré que des souris chez lesquelles le gedant pour I'isoforme 1 de 'ANT a été
inactivé présentent une conductance membranaicihahdriale diminuée de 50 % dans le
muscle. lls ont également mis en évidence que lexptession de I'ANT dans les
mitochondries de drosophile augmente la perméabitiémbranaire aux protons. De méme,
Shabalinaet al. (2006) ont montré que 'ANT participe pour une kngroportion a la fuite
basale dans les mitochondries du tissu adipeux érwnt proposé un modéle selon lequel
’ANT1 serait responsable de cette fuite basalguet ’ANT2 serait plutét impliqguée dans la
partie de la fuite induite par les acides gras egii dépendante de I'ANT. Le transporteur
glutamate/aspartate pourrait également intervesaisda fuite inductible par les acides gras

en transportant ces derniers (Wojtczak et Wieckgwl$€99).

* Découplage intrinseque

Le découplage intrinseque impliqgue tous les composg meécanismes entrainant une
diminution de I'efficacité des pompes a protonsla Adifférence du découplage extrinséque, le
découplage intrinséque n'est pas associé a unewdion de la force protomotrice. Le
découplage intrinséque comprend la diminution d#dachiométrie He et I'augmentation de
la steechiométrie HATP.

« Stcechiométrie H/e : Le "slip-redox" ou "patinage” des pompes a protons
au sein de la chaine respiratoire résulte en unppge réduit de protons pour un méme
nombre d'électrons transférés le long de la cha@spiratoire conduisant ainsi a une
augmentation de la respiration pour le maintienn duéme gradient de protons. Ce
phénomene est en théorie possible au niveau dés sies de pompage des protons
(complexes |, lIl et V). Cependant, seul un changgt de la stoechiométrie’dd au niveau
de la cytochrome oxydase semble avoir une signification physiolagiqMurphy, 1989,
Papa etal., 1994). Par ailleurs, l'efficacité de la chainspieatoire a former le gradient de
protons dépend du site d'entrée des équivalentstsédle NADH fournit des électrons au
complexe | qui permet le pompage concomitant déopsoalors que le FADHfournit des
électrons au complexe Il par lequel il n'y a papdmpage de protons. De ce fait, le nombre
de protons expulsés lorsque la chaine respirataiyde du FADH est plus faible qu'au cours
de l'oxydation du NADH, pour une méme quantité yy@ne consommee. Par exemple, la

dégradation du glucose conduit a la formation d&NADH et de 2 FADH, soit un rapport
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NADH/FADH, de 5, alors que la dégradation d'un acide grascarBones aboutit a la
formation de 11 NADH et de 5 FADHSsoit un rapport NADH/FADKde 2,2.

« Stoechiométrie H/ATP : Ce découplage se fait au niveau de I'ATP synthase
et n'affecte pas la vitesse de respiration mitodhale mais diminue la quantité d'ATP
synthétisée pour un flux de protons donné. Bieargutelle augmentation de la stoechiométrie
H'/ATP ait été mise en évidende vitro (Rigouletet al, 1990, Rigouleet al, 1998), son

importancen vivo demeure discutée.

4. Régulation transcriptionnelle mitochondriale

La mitochondrie possede son propre génome, mais-aehe code que pour une partie des
protéines de la chaine respiratoire. Les autretipes mitochondriales sont codées par le
génome nucléaire. Cette double origine des pratéimochondriales nécessite une régulation
fine et coordonnée de leur expression (ScarpullagR Par conséquent, il existe des facteurs
régulateurs clés codés par le génome nucléair@aqiipermettre d'une part la transcription
du génome mitochondrial et d'autre part I'expressies genes nucléaires codant pour des

protéines mitochondriales.

a) ADN mitochondrial

L'ADN mitochondrial (ADNmt) humain est une moléculeaténaire circulaire d'environ 16
kilobases dépourvue d'introns et d'histonEguyre 3). Chaque mitochondrie posséde un
nombre variable de copies dADNmt (2 a 10) et ungation de cet ADN peut étre présente
sur toutes les copies (homoplasmie) ou seulemenirsa partie des copies (hétéroplasmie).
L’ADNmt code pour 13 protéines de la chaine respira mitochondriale, 22 ARN de
transfert et 2 ARN ribosomiques. Les deux brinsI'4®Nmt sont différenciés par leur
densité dans un gradient de chlorure de césiunbrite lourd (heavy strand : H) et le brin
léger (light strand : L). L'unique grande régiomremdante de I'ADNmt (D-loop) contient les
sites d'initiation de la transcription et l'origide réplication du brin lourd (Shadel et Clayton,
1997).

b) Facteurs de transcription mitochondriaux codés paes genes nucléaires

Chaque brin contient un promoteur pour l'initiatida la transcription, le HSP (heavy strand
promoter) et le LSP (light strand promoter). Le rpodeur HSP comprend deux sites
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d’initiation de la transcription, H1 et H2 (Montogaal, 1982). La transcription de ’ADNmt
aboutit a la formation d’ARN précurseurs polycisigues englobant I'ensemble de
linformation génétique de chaque brin et qui sebig une maturation afin de produire les
molécules individuelles d/ARNm, d'’ARNt et d’ARNr jéa et al, 1981, Montoyaet al.,
1981, Clayton, 1991). La mitochondrie posséde soprp systeme 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 séquencesiestaire a celle de 'ARN polymérase
de la levure et a celle des polymérases de bapté&ges, a été mise en évidence chez la
levure (Masteret al, 1987, Greenleadt al, 1986, Kelly et Lehman, 1986, Kelgt al, 1986)
puis dans les cellules humaines (Tiraattial, 1997). La POLRMT ne peut interagir avec la
région promotrice et initier la transcription saagprésence de TFAM et d’au moins un autre
facteur de transcription (TFB1M ou TFB2M) (Bogenbagl996).

* TFAM (mitochondrial transcription factor A) : Le facteur de transcription TFAM
contient deux domaines HMG (high mobility group) i permettent de se fixer a ’ADN au
niveau du site d'initiation de la transcription auhondriale. A son role essentiel dans la
transcription mitochondriale, s’ajoute un role démsnaintien et la stabilisation de TADNmt
(Larssonet al, 1998) ainsi que dans la régulation de la répboatie 'ADNmt (Ekstrancet
al., 2004).

 TFB1M et TFB2M (mitochondrial transcription factor Bl et B2) : Les facteurs
de transcription TFB1M et TFB2M ont des séquenaedares a celles des protéines de la
famille des ARNr méthyltransférases (Falkenbetrgl, 2002, McCulloctet al, 2002). Lors
de linitiation de la transcription, TFB1M ou TFB2Kbdrme un complexe hétérodimérique
avec la POLRMT.

« mTERF (mitochondrial transcription termination fact or): Parmi les trois
régions transcriptionnelles de TADNmt (débutant pH., H2 et LSP), seulement un site de
terminaison de la transcription a été complétendéatit a la fin de la région transcrite a
partir de H1 juste apres le gene codant pour 'ARBIS (Christianson et Clayton, 1988). La
terminaison de la transcription a ce site est dépete du facteur mTERF (Krus al,
1989).
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c) Reégulateurs transcriptionnels des genes nucléailant pour des protéines
mitochondriales

L’expression des génes nucléaires codant pour degipes mitochondriales et les
mécanismes de réplication et de transcription ABNmt sont finement coordonnés grace a
des facteurs de transcription et des coactivateamscriptionnels, tels que :

* NRF1 (nuclear respiratory factor 1) : Le facteur de transcription NRF1 a été
identifié par Evans et Scarpulla en 1989 commeriecipal activateur transcriptionnel du
gene codant pour le cytochroro@le rat. Depuis des éléments de liaison a NRFE@nmis
en évidence notamment dans le promoteur de plssggures codant pour des sous-unités des
complexes de la chaine respiratoire ainsi que tampsomoteur de génes codant pour des
protéines impliguées dans la réplication et dangrdascription de '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 géasoelant pour la sous-unité IV de la
cytochrome ¢ oxydase (Scarpulla, 2002). D’autres genes codanir pdes protéines
mitochondriales sont également activés transcnpgtiement par NRF2 (Scarpulla, 2002,
Kelly et Scarpulla, 2004) incluant TFAM, TFB1M, BEM et trois des quatre sous-unités de
la succinate déshydrogénase.

* ERRa (estrogen-related receptora) : Ce facteur appartient a la famille des
récepteurs nucléaires orphelins et présente une fimilarité avec le récepteur aux
aestrogénes sans pour autant pouvoir étre lié pagasel ou d’autres. Le niveau d’expression
d’ERRa est élevé dans les tissus a métabolisme oxyeddiique les reins, le coeur et le tissu
adipeux brun. ER&® a notamment un rble régulateur de ffaoxydation en induisant
I'expression du géne codant pour une enzyme de wete, la MCAD (medium chain acyl-
coenzyme A dehydrogenase) (Huss et Kelly, 2004).

 PGCla (proliferator-activated receptor y (PPARy) coactivator la): Cette
protéine appartient a la famille des coactivatdraigscriptionnels jouant un role essentiel
dans lintégration et I'orchestration du programdeebiogenése mitochondriale. PGCilont
I'expression et I'activation sont régulées par deigs de signalisation initiées par des stimuli
environnementaux, représente un senseur énergétigpable d’induire les adaptations
mitochondriales appropriéefigure 4). PGCL. interagit notamment avec NRF1, NRF2 et
ERRu afin d’induire I'expression de genes codant paes grotéines de la chaine respiratoire

ainsi que pour les facteurs indispensables a licadipn et a la transcription mitochondriale
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(Wu et al, 1999, Husst al, 2002, Huss et Kelly, 2004, Kamei al, 2003, Mootheet al,
2004, Schreibeet al, 2004). Par ailleurs, en interagissant avec PPARERR:, PGCh
régule l'expression de genes codant pour des pexeimpliguées dans I'oxydation
mitochondriale des acides gras (Vegal, 2000, Huss et Kelly, 2004).

« PGCI1p (proliferator-activated receptor y (PPARy) coactivator 1B): Ce
coactivateur transcriptionnel présente une fortmdiogie de structure avec celle de PGC1
(Lin Jet al, 2002). PGCf coactive en partie les mémes facteurs de trarnsgripue PGCd
pour induire I'expression de genes cibles commaeiss que les genes impliqués dans la
régulation du métabolisme énergétique mitochondkial J et al, 2002, Kressleet al, 2002,
Meirhaegheet al, 2003). Cependant, PGE1égule d'autres facteurs de transcription qui ne
sont pas des cibles de PGCEn effet, PGCA régule la lipogenese hépatique et la sécrétion
des VLDL (very low-density lipoproteinyia la co-activation de la transcription de SREBP
(sterol regulatory element-binding protein), LXRvér X receprtor) et FOXA2 (forkhead
transcription factor A2) (Liret al, 2005, Wolfrum et Stoffel, 2006).

* PRC (PGCl1-related coactivator) :Ce coactivateur transcriptionnel est le troisieme
membre de la famille PGC1. La prolifération celitdainduit I'expression de PRC qui, en
réponse, régule le métabolisme énergétique mitatfanen intéragissant notamment avec
NRF1 (Scarpulla, 2008).

Il. Le syndrome métabolique et les NAFLD

1. Le syndrome métabolique
a) Définition
L'obésité et les pathologies associées, telles lgudiabete de type 2 et les maladies
cardiovasculaires, sont des problemes croissandamé publique. L'existence d'un lien étroit
entre la graisse viscérale intra-abdominale etdlinorésistance est maintenant bien admise
et I'association de ces paramétres a été identifidene risque majeur pour le développement
de maladies cardiovasculaires et du diabete de 2ypée syndrome, initialement nommé
"syndrome X" par Reaven (1988) et "syndrome d'insuésistance" par d'autres, est

désormais mieux connu sous le nom de syndrome oii&fab. Deux classifications des

criteres de diagnostic pour le syndrome métaboliguestent, celle selon le "National
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Cholesterol Education Program Adult Treatment Pahel(NCEP ATPIIl) et celle selon
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMSjableau ). Les caractéristiques cliniques
communes a ces classifications sont I'obésité #elrdinsulinorésistance, la dyslipidémie et

I'hypertension.

b) Prévalence

La suralimentation et la sédentarité sont les gwincipaux facteurs a l'origine du syndrome
meétabolique et l'augmentation de leur incidence ligup la prévalence croissante du
syndrome métabolique. En utilisant les critereN@EP ATPIII, la prévalence du syndrome
métabolique chez des adultes américains agés dalpl@0 ans a été estimée a 23,7 % (Ford
et al, 2002). Dans cette étude, la prévalence n’étaitdifferente en fonction du sexe méme
si certaines caractéristiques (hypertriglycéridérate hypertension) étaient plus souvent
observées chez les hommes que chez les femmesrélalgnce augmente avec l'age,
atteignant 43,5 % pour la tranche d'age 60-69 aA2 &6 pour les personnes de plus de 70
ans (Forcet al, 2002). En France, I'’étude DESIR (données épidiemiques sur le syndrome
d'insulinorésistance) a mis en évidence une praealelu syndrome meétabolique (selon les
critéeres de 'OMS) de 15 % chez les hommes et %echez les femmes agés de moins de 40
ans, de 24 % chez les hommes et de 9 % chez lesde@gés de 40 a 55 ans et de 34 % chez
les hommes et de 17 % chez les femmes agés ddeghisans (Balkaet al, 2002).

2. Les NAFLD (non alcoholic fatty liver disease)
a) Historique et définition

Dans les années 50, Zelman (1952) et Westwateaisei-(1958) ont décrit la présence de
stéatose hépatique et de fibrose associées a filgations inflammatoires dans le foie de
patients obéses. Au cours des années 60, Thateg apoir observé a plusieurs occasions la
présence de lésions hépatiques apparemment "@uesli chez des patients ne consommant
pas excessivement de l'alcool, suggéra de remplacéerme "hépatite alcoolique” par
"stéatohépatite” (Thaler, 1962a, Thaler, 1962b, I&fhal969). Des cas similaires ont
également été décrits dans les années 70 chez afiemtp obéses (Kerpt al, 1973,
Galambos et Wills, 1978, Adler et Schaffner, 1978hez des patients diabétiques
(Creutzfeldtet al, 1970, Itohet al, 1979, Falchulet al, 1980) et chez des patients ayant
subit une chirurgie entériqgue (by-pass) pour oBésibrbide (DeWind et Payne, 1976,
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Campbellet al, 1977). A I'époque, ces observations baséesadorine foi du patient quant a
I'évaluation de sa consommation d'alcool, furegues avec scepticisme par de nombreux
auteurs convaincus que ces patients étaient endmitgros consommateurs d'alcool.
Néanmoins, le terme de "stéatohépatite non alaogliglou NASH: non alcoholic
steatohepatitis) fut utilisé pour la premiére f@s1980 afin de désigner les lésions hépatiques
similaires a celles induites par la consommatiooesgive d'alcool chez des patients ne
buvant pas (Ludwiget al, 1980). Depuis le terme plus général de NAFLDogstramment
utilisé et représente un large spectre de Iési@matigues n'ayant pas pour origine une
consommation excessive d'alcool, incluant la NA3d. forme la moins avancée est la
stéatose simple qui correspond a une accumulaédriglycérides dans le foie. Cette stéatose
peut évoluer en stéatohépatite (NASH) qui corredpanune stéatose associée a une
inflammation et a des Iésions hépatiques. La NA®Ht elle-méme progresser en cirrhose
puis dans les formes les plus séveres, en hépaitnmae. Les NAFLD peuvent étre divisées
en deux types, les NAFLD primaires associées aureyme métabolique et les NAFLD
secondaires associées a d'autres conditions tpiiesdes maladies génétiques, la prise de

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

b) Diagnostic et classification

Afin de déterminer la présence d'une NAFLD le dagiit repose sur le principe d'exclusion
des autres types de maladies hépatigUiabléau 3. Le motif de consultation le plus fréquent
est une anomalie du bilan hépatique chez un pasentdéclarant asymptomatique ou
présentant seulement des symptéomes cliniques réxifisppes (asthénie, hépatomégalie...).
Les niveaux d'aspartate aminotransférase (ASATpestgamma-glutamyl transpeptidase
(GGT) sont augmentés dans la plupart des cas neaigept étre normaux chez certains
patients présentant une NASH ou une cirrhose (€@raj, 2005). Les techniques d'imagerie
(échographie, tomodensitométrie, IRM) sont utilearpdétecter une stéatose mais ne sont pas
assez sensibles et spécifiques afin de permettdefdeencier la stéatose simple de la NASH
ou de diagnostiquer la fibrose. La biopsie hépatigeste le seul moyen diagnostique de
référence en permettant d'affirmer la présenceésieris, de préciser I'activité inflammatoire
et le degré de fibrose et d'exclure d'autres pagjie$ hépatiques (Skelst al, 2001, Brunt,
2004, Ahmecet al, 2006). Les NAFLD sont ainsi classées selon gg@d'activité nécrotico-
inflammatoire ou grade et selon le degré de fibmsstade (Brungt al, 1999, Kleinert al.,
2005) (Tableau 3.
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c) Prévalence

La prévalence exacte des NAFLD dans la populat@mémale est inconnue. Néanmoins, les
NAFLD représentent la cause la plus fréquente dedadies hépatiques chroniques
(Browning et al, 2004). La prévalence des NAFLD est compriseeetif et 33 % de la
population générale des Etats-Unis (Brownat@l, 2004, Ruhl et Everhart, 2004, Farrell et
Larter, 2006). Une stéatose simple est présents tara 25 % de la population générale et
chez 60 & 95 % des patients obeses (Wanless &, 1€90, Angulo, 2002, Browinet al,
2004). La NASH est identifiee dans 2 a 3 % de lputation générale et chez 20 a 25 % des
patients obeses (Wanless et Lentz, 1990, Silveehah 1990, Dixoret al, 2001).

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

La pathogénése des NAFLD primaires n'est pas cdemént déterminée. Cependant, la
théorie des "2 hits" ou "two hits hypothesis" prege par Day et James en 1998 afin de
décrire le développement de la NAFLD, est actuedieinibien admise. La premiére phase ou
"first hit" correspond a I'accumulation de triglyices dans le foie due a un déséquilibre entre
les voies conduisant a la formation et a la dédiaaes triglycérides. Le développement de
la stéatose fragilise les hépatocytes qui sonsaghus vulnérables face aux agressions. La
deuxieme phase ou "second hit" correspond au déwefent de lésions cellulaires et de

I'apparition d'une fibrose hépatique due a un stoegdant.

3. NAFLD : composante hépatique du syndrome métaboligg

La relation entre NAFLD et le syndrome métaboligast désormais bien admise.
Approximativement 90 % des patients avec une NARh@sentent au moins une des
caractéristiques du syndrome meétabolique et en\8®#f6 présentent le diagnostic complet
(Marchesiniet al, 2003). La présence d'un syndrome métaboliquenantg le risque de
développer une NAFLD que ce soit chez 'homme oezda femme (Hamaguclat al.,
2005). De nombreuses études ont démontré quenast@astiques du syndrome métabolique
(obésité, insulinorésistance, diabéte de type 2liglgiémie et hypertension) sont fortement
associées a la présence d'une NAFLD (Falck-‘étted., 2001, Hsiaat al, 2004, Bedognét
al., 2005, Bugianeset al, 2005b, Ohet al, 2006). De méme, les NAFLD sont fortement
associées a la composante majeure du syndrome afigte I'insulinorésistance (Ryysgt
al., 2000, Marchesinét al, 2001a, Seppala-Lindroat al, 2002). Ces différents éléments
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laissent a penser que les NAFLD représenteraiembiaposante hépatique du syndrome
métaboligue (Marchesinet al, 2001a, Yki-Jarvinen, 2005). Cependant, la plaise
l'insulinorésistance comme cause ou consequencBAIEED reste a démontrer précisément
(Marchesini etal., 2005, Utzschneider et Kahn, 2006). Néanmoinss da chapitre suivant
nous verrons que linsulinorésistance du tissu eadipapparait comme initiateur du
développement de la stéatose hépatique et en dtocmmulation excessive de lipides dans

le foie est probablement a l'origine de l'insulémstance hépatique.

lll. "First hit" : développement de la stéatose hépatiu

Le développement d'une stéatose hépatique est naégoence d'un déséquilibre de
I'hnoméostasie lipidique hépatique. L'accumulatigncessive de triglycérides dans le foie peut
ainsi étre due a plusieurs dérégulations isoléaoaomitantes :

* Augmentation de l'apport en acides gras libres tigyes provenant soit de
I'alimentation, de la lipolyse du tissu adipeuxdaula synthése hépatigde novo

« Augmentation de la synthese des triglycérides tiges

» Diminution de la synthese et de la sécrétion deBlvV

» Diminution de I'oxydation des acides gras hépatqu
Afin de comprendre les dérégulations mises en ¢es tu développement d'une stéatose
hépatique, il est indispensable de connaitre gglagons du métabolisme lipidique hépatique

en conditions physiologiques.

1. Métabolisme lipidique hépatique

Le foie joue un rdle central dans 'homéostasidilijpe, en synthétisant :

 desacides grasa partir des nutriments, principalement des gksii@t de I'alcool

« destriglycérides et dephospholipidesa partir d'acides gras exogenes et endogenes

 du cholestéro| entrant dans la composition de certaines molécetleessentiel a la
structure des membranes cellulaires, a partir yaCoHA

» desacides et sels biliairesindispensables a la digestion des lipides, airpaut
cholestérol

» deslipoprotéines, qui assurent le transport intertissulaire deglyiérides, des

phospholipides et du cholestérol
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» des molécules énergétiques utilisables par leaney gluco-dépendants, lesrps

cétoniques via la p-oxydation et la cétogenése.

a) Sources des lipides hépatiques et transport dedédip

Les lipides d'origine intra-hépatique proviennenind synthesde novodes acides gras. Les
lipides extra-hépatiques proviennent de l'alimeéotatou de la lipolyse adipocytaire en
période de jedne.

* Les lipides alimentaires :Dans la lumiére intestinale, les lipides sont &iomnés
par le brassage intestinal, hydrolysés par desdpgancréatiques et solubilisés au sein de
micelles mixtes comportant en périphérie des siéilrbs et des lipides polaires. Les acides
gras ainsi libérés vont pouvoir traverser la boed@n brosse des entérocytes. Dans
I'entérocyte, les acides gras sont estérifiés muse de triglycérides et incorporés dans des
lipoprotéines, les chylomicrons, qui sont ensuitmgportées dans le systeme lymphatique
puis dans le sang vers les organes périphériquesiiveau de I'épithélium vasculaire des
tissus, les chylomicrons sont hydrolysés par lagiptéine lipase (LPL), a I'exception du foie
et du cerveau. Les acides gras ainsi libérés dndi@ms les cellules ou ils sont soit stockés
(tissu adipeux), soit oxydés (muscles). Les résitushylomicrons, les remnants, sont dirigés
vers le foie. Intervient alors, la lipase hépatique permet la libération des acides gras
restants dans les remnants. Les acides gras eer@sants appauvris en acides gras sont
captés par le foie. Les remnants sont hydrolysésipa lipase-acide lysosomale pour libérer
des acides gras, des acides aminés et du cholestésoacides gras pénétrant dans le foie
sont estérifiés en triglycérides qui vont étre eigrvia les VLDL vers les autres tissus.

» La lipolyse adipocytaire : En période de forte demande énergétique (jelne,
exercice), la lipolyse adipocytaire permet de rendisponibles les réserves énergétiques en
hydrolysant les triglycérides stockés pour formess dacides gras libres. La lipolyse
adipocytaire est catalysée entre autres par I'H®irnfone sensitive lipase) et I'ATGL
(adipocyte triglyceride lipase). Les acides grasériés vont rejoindre les tissus non-
glucodépendants. Dans le foie ils permettent lah&ge des corps cétoniques utilisables par

les tissus glucodépendants.

b) Synthese de novo des acides gras

La synthesale novodes acides gras ou lipogenése a lieu dans leatygbgst initiée a partir
de l'acétyl-CoA. L'acétyl-CoA utilisé pour la syatie des acides gras provient de 'oxydation
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du pyruvate issu de la dégradation du glucose @atycolyse, de la dégradation des acides
aminés et de l'oxydation de l'alcool. La voie detkgse des acides gras peut étre divisée en
guatre étapes :

» La synthése et le transport du citrate :La synthese du citrate a lieu dans la
mitochondrievia la citrate synthase, premiere enzyme du cycle deb¥ qui catalyse la
condensation de I'acétyl-CoA avec 'oxaloacétatexdloacétate nécessaire a la formation du
citrate provient de la carboxylation du pyruvatéabsée par la pyruvate carboxylase. Le
citrate est ensuite transporté dans le cytosoupdransporteur qui lui est spécifique. Dans le
cytosol, le citrate est alors clivé par 'ATP-di&rdyase en acétyl-CoA et en oxaloacétate.
L'oxaloacétate formé est réduit par la malate désigénase a NADen malate qui est
ensuite décarboxylé par la malate déshydrogéndeD®" (enzyme malique) pour reformer
du pyruvate. Le NADPH + Hformé lors de cette derniére réaction, en additienceux
formés par la voie des pentoses phosphates, vatéisé par les réductases intervenant dans
la synthése des acides gras. L'ensemble de ce<gpjeelle "navette citrate-malate-pyruvate”
(Figure 5).

* La synthese du malonyl-CoA (3 carbones) Le malonyl-CoA est synthétisé par

l'acétyl-CoA carboxylase (ACC) avec comme coenziar@otine, selon la réaction :

acétyl-CoA + CO, + ATP - malonyl-CoA + ADP + Pi

Le malonyl-CoA ainsi formé est la molécule élémegta la synthese des acides gras et est
également un régulateur essentiel de la synthédelatdégradation des acides gras.

 La synthese du palmitate (16 carbones)Les réactions nécessaires a cette synthése
sont effectuées par un complexe enzymatique, dagids synthase ou fatty acid synthase
(FAS). Ce complexe contient également une protéasponsable du transport des acyles,
I'ACP (acyl carrier protein). Comme le coenzymecaite protéine possede un groupement
phosphopantéthéine-SH qui se lie au radical acgteupe liaison thioester riche en énergie
(Figure 6). La premiére étape de la synthése du palmitatsiste en la combinaison de
l'acétyl-CoA avec le groupement thiol de la cystéile la cétoacyl synthase et cette réaction
est catalysée par l'acétyl transacylase. De mao@reomitante, le malonyl-CoA est combiné
au groupement thiol de I'ACP par la malonyl tragtese. Une fois ces éléments fixés au
complexe enzymatique de la FAS, quatre réactioagneatiques consécutives ont lieu : la
condensation de 'acétyl-CoA avec le malonyl-Code premiere réduction par un NADPH +
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H*, une déshydratation et une deuxiéme réductionupaNADPH + H produisant le
buténoyl comprenant 4 carbondsgure 7). La synthése du palmitate est le produit de la
répétition de ces 4 réactions. Cette hélice, appdiélice de Wakil, conduit ainsi
successivement a la formation d'acides gras a8, B), 12, 14 et 16 carbones. L'élongation
s'arréte au palmityl qui est libéré par une thideste sous forme de palmitate.

* La synthese des autres acides grasL!élongation des acides gras a chaine plus

longue et l'insaturation des acides gras se pdwasuiiveau des microsomes.

c) Synthese des triglycérides

Les triglycérides sont formés d'un glycérol et deist acides gras. La synthése des
triglycérides a lieu au niveau du réticulum endepiaue. Préalablement a la synthese des
triglycérides proprement dite, deux étapes conamss sont indispensables :

» Activation des acides gras :Les acides gras (exogénes ou en endogénes) sont
activés en acyl-CoA par les ACS (acyl-CoA synthetagli sont localisées dans la membrane
du réticulum endoplasmiquerifure 8). Plusieurs ACS ont été décrites, chacune étant
spécifigue d'acides gras de longueurs de chairfératites. Des ACS sont également
présentes dans la membrane externe mitochondriakoré responsables de [l'activation
préalable des acides gras destinéspadaydation.

* Formation du glycérol-3-phosphate :Le glycérol exogéne est transformé en
glycérol-3-phosphate par la glycérol kinase. Lecétpl-3-phosphate endogene provient de la
glycolyse et est synthétisé a partir du dihydro¥yacsephosphatéa la glycérol-3-phosphate
déshydrogénase en présence de NADH + H
La synthese proprement dite des triglycérides cotagmis étapedgure 9) :

» Formation de l'acide phosphatidique :Deux acyl-CoA régissent avec le glycérol-
3-phosphate pour former l'acide phosphatidiqueteCefaction 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 digedghl. 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 réan est catalysée par la DAGT

(diacylglycerol acyltransferase).
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Une fois synthétisés, les triglycérides peuvene &oit stockés sous forme de vésicule
lipidique, exporter au sein des VLDL ou intégrertae de synthése des phospholipides.

d) Oxydation des acides gras

L'oxydation des acides gras se fait principalemear la voie de lap-oxydation
mitochondriale et est constituée de trois granthgses :

» Activation des acides gras Cette étape a lieu dans le cytosol et consiste a la
transformation des acides gras en acyl-CoA pafA(&S qui sont localisées dans la membrane
externe mitochondriald={gure 8).

» Transport des acyl-CoA dans la mitochondrie :Les acides gras a courte chaine
entrent directement dans la mitochondrie alors lggeacides gras a longue chaine entrent
dans la mitochondrieia le systéme carnitine palmitoyltransferaBeygre 10). Ce systeme de
transport des acides gras dans la mitochondrie @shposé de la carnitine
palmitoyltransferase | (CPT [) située dans la membér externe mitochondriale, de la
carnitine-acylcarnitine translocase (CAT) et decdanitine palmitoyltransferase Il (CPT 1)
situées dans la membrane interne mitochondriale.

 B-oxydation : Une fois dans la mitochondrie les acyl-CoA entiams la voie de la
B-oxydation. Comme son nom le souligne, I'oxydatioitochondriale des acides gras se fait
au niveau de leur carboffie La p-oxydation est un cycle de quatre réactions (unalation
FAD dépendante, une hydratation, une oxydation NABpendante et une thiolyse) qui
raccourcit I'acyl-CoA de deux carbones et libéreaggtyl-CoA Figure 11). Ce cycle se
répete un nombre de fois correspondant au nombneantes de carbones de l'acide gras,
décrivant ainsi une hélice nommée hélice de Lymams le cas d'un acide gras a nombre
impair de carbones, le résidu final possédant trarbones, le propionyl-CoA, est transformé
en succinyl-CoA qui est un intermédiaire du cycke Krebs. Dans le cas d'un acide gras

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

La voie de Ig3-oxydation a également lieu au niveau des peroxgsgoour les acides gras a
tres longue chaine. L&oxydation peroxysomale difféere deffeoxydation mitochondriale au
niveau de la premiere réaction. En effet dans E®xysomes, les électrons du FAPH
produit sont transférés directement sur I'oxygeaeduaisant a la formation de peroxyde
d'hydrogéne qui sera ensuite transformé en eaulgparatalase. Cette voie permet de

raccourcir les acyl-CoA a trés longue chaine deienara obtenir des acyl-CoA a longue
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chaine qui peuvent entrer dans la mitochondiéele systeme CPT afin de subir ufie
oxydation complete.

e) Cétogenese

La formation des corps cétoniques (acétoacétafehgtiroxybutyrate) ou cétogenese a lieu
exclusivement dans les mitochondries hépatiquescétagenése a lieu dans des conditions
métaboliques associées a une vitesse élevée dtmydas acides gras. Les corps cétoniques
sont libérés dans le sang et transportés vers uégsatissus. L'acétoacétate et fle
hydroxybutyrate constituent des composés énergigtilisés par les tissus extra-hépatiques
en cas de besoin. La synthése des corps céetorigual a partir de I'acétyl-CoA issu dela
oxydation selon les quatre réactions enzymatiquesustes Figure 12):

» Formation de l'acétoacétyl-CoAa partir de deux molécules d'acétyl-CoA, catalysée
par la cétothiolase (sens inverse de la derniaich de |83-oxydation)

* Formation du pB-hydroxy-p-méthylglutaryl-CoA (HMG-CoA) a partir de
l'acétoacétyl-CoA, catalysée par 'HMG-CoA lyase

» Formation de l'acétoacétatepar clivage de I'HMG-CoA, catalysée par 'HMG-CoA
lyase

» Formation du B-hydroxybutyrate a partir de l'acétoacétate, catalysée pa-la
hydroxybutyrate déshydrogénase. Cette réactionssiéeedu NADH + H et est réversible.
L'équilibre entre I'acétoacétatefehydroxybutyrate est controlé par le rapport NADADH
c'est-a-dire par I'état d'oxydoréduction. Le rapmanguin acétoacétaetiydroxybutyrate
représente ainsi un bon marqueur de ce rapport TWEDH.
L'acétone, formée par décarboxylation spontandééexiees d'acétoacétate, est trés volatile et

est ainsi éliminée par la respiration.

f) Régulation du métabolisme lipidique hépatique emdiions physiologiques

Le foie est un organe clé dans la régulation dmeri#pstasie énergétique par son role central
dans le meétabolisme des glucides, des protéinedest lipides. Il permet en période
alimentaire le stockage de I'exceés d'énergie giéeinde de jelne la redistribution de cette
énergie aux autres tissusigure 13). Le fonctionnement harmonieux de la synthésesdfad
dégradation des acides gras hépatiques suppoistelfee de régulateurs nutritionnels (acides

gras et glucose), hormonaux (insuline, glucagoptirle et adiponectine entre autres),
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transcriptionnels, enzymatiques et allostériqugsabkes d'activer la synthése et d'inhiber la
dégradation en période alimentaire et l'inverspé&iode de jelne.

* Réqulateur allostérigue, le malonyl-CoA :

Le malonyl-CoA, intermédiaire de la synthese dedeacgras, est également un inhibiteur de
la CPT | hépatique. Le malonyl-CoA formé lors deliflpgenése permet ainsi l'inhibition

concomitante de I'entrée des acides gras danddahondrie et donc leur oxydation.

* Réqulateurs enzymatiques, les kinases :

Les kinases en phosphorylant leur substrat perntetti@duire ou d'inhiber I'activité de celui-
ci. Parmi les kinases, I'AMP-activated protein kadAMPK) et la pyruvate déshydrogénase
kinase 4 (PDK4) sont des points de régulation esdgmlu métabolisme lipidique.

« AMPK : Cette protéine kinase, activée par une augmentatio rapport
AMP/ATP, représente ainsi un senseur du métaboligmergétique. En inactivant par
phosphorylation 'ACC, TAMPK permet la diminutiale la concentration en malonyl-CoA et
ainsi une orientation du métabolisme vers l'oxyataplutdét que vers la synthese des acides
gras. Par ailleurs, 'AMPK est a l'origine d'autrégulations du métabolisme énergétique qui
sont résumées dansHgyure 14.

* PDK4 : Le complexe enzymatique de la pyruvate déshydiasge(PDH) est
responsable de la transformation du pyruvate etylaCéA, reliant ainsi la glycolyse au
cycle de Krebs. L'activité de ce complexe est mgupar des kinases, les pyruvate
déshydrogénase kinases dont il existe quatre ime®r(PDK 1 a 4). La phosphorylation du
complexe de la pyruvate déshydrogénase par les|BDéhd inactif. Dans ces conditions, la
principale source d'acétyl-CoA devientflaoxydation. L'activation des PDK et par la méme
I'inactivation du complexe PDH entraine une origatadu métabolisme vers ['utilisation des
acides gras préférentiellement a celle du gluch®xpression et l'activité des différentes
isoformes de la PDK sont tissus-spécifiques (Bowdiatey et al, 1998). Les isoformes
PDK 2 et 4 sont fortement exprimées dans le faecdeur et les muscles squelettiques
(Holnesset al, 2003). L'activité des PDK est inhibée par I'ABPle pyruvate et est activée
par le NADH et I'acétyl-CoA (Patel et Korotchkir006). L'expression de PDK2 et surtout
de PDK4 est augmentée en cas de jelne et cheatdesmdus diabétiques par un traitement a
la sreptozotocine (Harrieet al, 2001, Sugden et Holness, 2003) et diminuée par
'administration d'insuline (Wt al, 1998, Wuet al, 2000). L'expression de PDK4 est
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régulée par PGQl ERRx et PPAR: (Ma et al, 2005, Zhanget al, 2006, Huanget al,
2002).

* Réqulateurs transcriptionnels :

Au niveau transcriptionnel, la régulation du métamoe lipidique est assurée par des facteurs
de transcription clés dont I'activation est dépeatelde I'état nutritionnel et/ou hormonal.

* PPAR : Les récepteurs nucléaires PPAR (peroxisome pratde activated
receptor) sont des facteurs de transcription que iois activés par leurs ligands naturels,
incluant les acides gras, forment un hétérodimeee XR (retinoid X receptor) pour réguler
la transcription de leurs génes cibles. Trois typesPPAR existent, PPAR PPAR3/S et
PPARy, codés par trois génes différents. Les deux ptudi€s sont PPAR et PPAR.
PPARux est exprimé dans les tissus métaboliguement aetgsque le tissu adipeux brun, le
foie, les muscles et les reins (Braissamtal, 1996, Suet al, 1998). PPAR régule
I'expression de genes impliqués dans le métabollgritkque, incluant le métabolisme des
lipoprotéines et du cholestérol (Fruchattal, 2001), mais surtout celle de génes impliqués
dans l'oxydation des acides gras. Dans le foietiva@ion de PPAR entraine une
augmentation de l'expression de FATP (fatty aaadport protein) impliguée dans l'entrée
des acides gras et de I'ACS responsable de I'tiotivdles acides gras a longue chaine
(Schoonjangt al, 1995, Motojimeet al, 1998). PPAR induit I'expression d'enzymes clés de
'oxydation peroxysomale des acides gras telles Igum®yl-CoA hydratase et I'acyl-CoA
oxydase (Dreyeet al, 1992). Au niveau de Ig-oxydation mitochondriale, PPARInduit
I'expression de la CPT | (Bradst al, 1989), de l'acyl-CoA déshydrogénase spécifigee d
acides gras a chaine moyenne (Guétlal, 1994), IHMG-CoA synthase impliquée dans la
cétogenése (Rodriguest al, 1994). Au niveau de la machinerie transcriptelle PPAR
interagit avec PGGilet ERRx (Vegaet al, 2000, Huss et Kelly, 2004).

PPARy existe sous deux isoformes ety2. L'isoformeyl est exprimée dans de nombreux
tissus (foie, muscle squelettique, colon, rétirae,r cellules hématopoiétiques) alors que
l'isoformey2 est exclusivement exprimée dans le tissu adipEBARy régule I'expression
des genes clés impliqués dans la différenciatida &nction du tissu adipeux (Rosenhal,
1999). Par ailleurs, PPARsemble jouer un réle dans la régulation de lagigm@se hépatique
(Matsusueet al, 2003, Yuet al, 2003, Gavrilovaet al, 2003). Il existe des ligands

synthétiques des PPAR utilisés en pharmacologienmerhypolipidémiants (les fibrates,
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ligands de PPAR) et comme antidiabétiques (les thiazolidinedioftggiséazones), ligands de
PPARY).

« SREBP-1c : SREBP-1c est un facteur de transcription appanteaala
famille SREBP (sterol regulatory element bindingtpm) initialement découverte par son
implication dans la régulation des genes codantr s enzymes impliquées dans le
métabolisme du cholestérol (Wangal, 1993, Briggset al, 1993, Yokoyamat al, 1993,
Hua et al, 1993). Il existe trois isoformes des facteursEBR : SREBP-1a, SREBP-1c
(également nommé ADD1 pour adipocyte determinatow differentiation factor 1) et
SREBP-2. L'isoforme SREBP-2 est codée par le g8REBP-2tandis que les isoformes
SREBP-la et SREBP-1c sont codées par un méme §&EBP-1via deux promoteurs
différents. Les trois isoformes SREBP sont syntiéés sous forme de précurseurs liés a la
membrane du réticulum endoplasmique (RE) et présenine structure commune composée
d'un fragment N-terminal d'environ 480 acides aminéntenant le domaine de liaison a
I'ADN de type bHLH-LZ (basic helix-loop-helix leuw zipper), d'une région centrale de 80
acides aminés consituée de deux domaines transaeaitas séparés par 31 acides aminés
situés dans la lumiére du RE et un domaine régulafeterminal d'environ 590 acides
aminés. Hormis le fait que la capacité d'activatienSREBP-1a est nettement supérieure a
celle de SREBP-1c (Shimaret al, 1997), ces deux isoformes se distinguent par leu
expression tissulaire. En effet, SREBP-1c est foet®t exprimé dans le foie, le tissu adipeux,
les glandes surrénales, le cerveau et les musSlem¢muraet al, 1997, Ducluzeaet al,
2001, Guillet-Deniatet al, 2002), alors que SREBP-1a est principalementimépdans les
lignées cellulaires et les tissus présentant ue fapacité de prolifération cellulaire tels que
la rate et l'intestin (Shimomurt al, 1997). Les signaux qui conduisent a I'expressibn
l'activation des différentes isoformes sont égalgnukistincts. Les isoformes SREBP-l1a et
SREBP-2 sont induites dans des situations ou laesdration en cholestérol cellulaire est
diminuée et vont ainsi réguler I'expression de gaelant pour des enzymes impliquées dans
le métabolisme du cholestérol (Brown et Goldsté®97, Brown et Goldstein, 1999). Les
mécanismes a l'origine de l'activation des isofar®@8RBREBP-1a et SREBP-2 sont bien décrits
(Brown et Goldstein, 1997, Brown et Goldstein, 19%ang et al, 2002) : Dans des
conditions ou la concentration en cholestérol taille est normale, les précurseurs de
SREBP-la et SREBP-2 sont maintenus au niveau daeelabrane du RE par un facteur
senseur de la concentration en cholestérol (SCREBP cleavage activating protein) et une
protéine d'ancrage (Insig : insulin induced genddhturfft et al, 1998). Lorsque les

concentrations en cholestérol diminuent dans leamlmnanes cellulaires, les concentrations en
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précurseurs de SREBP-1a et SREBP-2 sont augmern&ekactivation de leur transcription.
Parallelement, SCAP se dissocie d'Insig et estest@récurseurs SREBP dans I'appareil de
Golgi ou ils sont clivés par deux protéases distim¢S1P : site 1 protease et S2P : site 2
protease) (Sakait al, 1998). La forme mature issue de ce clivage padi étre transloquée
dans le noyau et activer la transcription de semg&ibles. Contrairement a SREBP-1a et
SREBP-2, I'expression de SREBP-1c et sa présemtldanoyau ne sont pas augmentées
dans des situations ou la disponibilité en chotebst diminuée (Shengt al, 1995). Chez
les rongeurs, l'expression de SREBP-1c est réequiéde statut nutritionnel dans le foie
(Horton et al, 1998), dans le tissu adipeux blanc (Kenhal, 1998a) et dans le muscle
squelettique (Bizeaat al, 2003, Commerfore@t al, 2004). En effet, dans des adipocytes et
hépatocytes isolés, la transcription de SREBP-Lindsite par l'insuline (Kiret al, 1998a,
Foretz et al, 1999a). En parallele de linduction de la traijpsion de SREBP-1c, le
précurseur situé dans la membrane du RE et la fomatire nucléaire sont augmentés
(Azzout-Marnicheet al, 2000). D'autres études ont également mis erege@l'induction de
I'expression de SREBP-1c par l'insuline dans kut&dipeux et les muscles chez I'homme
(Ducluzeatet al, 2001, Sewteet al, 2002). En outre, I'expression de 'ARNm de SRHEBP
est diminuée dans le foie de rats rendus diabé&tigae un traitement a la streptozotocine et
normalisée par un traitement par l'insuline, conéint ainsi le réle de l'insuline dans la
régulation transcriptionelle de SREBP-1c (Shimonwtral, 1999b). Les effets de l'insuline
sur I'expression de SREBP-1c sont mediés par mdépendante de la phosphatidylinositol-3
kinase (PI-3 kinase) (Azzout-Marnichet al, 2000, Fleischmann et lynedjian, 2000). A
l'inverse de l'insuline, le glucagon inhibe la samption de SREBP-1ga I'AMPc (Foretzet

al., 1999a). Concernant, la libération de la formeéumsade SREBP-1c, des étudesivo ont

mis en évidence qu'une déplétion en stérol ne eqoas le clivage du précurseur de SREBP-
1c (Shenget al, 1995). En effet, le clivage du précurseur de BRECc est sous le contrble de
l'insuline (Hegartyet al, 2005), mais les mécanismes impliqués ne sonepesre élucidés.
Cependant, SCAP et les protéines Insig sont im@figdans la régulation du clivage de
SREBP-1c (Matsudat al, 2001, Engelkingt al, 2004, Engelkingt al, 2005, Engelkingt

al., 2006). Par ailleurs, I'isoforme Insig-2a estdarent exprimée dans le foie et est régulée
négativement par l'insuline de maniéere sélectivab@ét al, 2003), suggérant ainsi que cette
protéine puisse étre responsable de la régulatiortlidage de SREBP-1c dépendant de
I'insuline et indépendant du cholestérol. Une f@dorme mature transloquée dans le noyau,
SREBP-1c induit I'expression de la glucokinase (G&p)atique (Foretat al, 1999b, Kim SY

et al, 2004) et I'expression d'enzymes de la lipogetass que I'ACC, la FAS, I'élongase a
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longues chaines (ELOVLG6), la stéaroyl-CoA désaturhgSCD1) et la GPAT (Shimaret
al., 1999, Mooret al, 2001, Foufelle et Ferré, 2002, Horttral, 2003, Dentiret al, 2005b,
Gonzalez-Baret al, 2007) Figure 15).

» ChREBP : Le facteur de transcription ChREBP (carbohydrasponse
element binding protein) agit en partie en syneayiec SREBP-1c. ChREBP est exprimé de
maniére ubiquitaire mais son ARNm est trés abondans les tissus lipogéniques tels que le
foie et le tissu adipeux (Yamashégal, 2001, lizukeet al, 2004). Le facteur de transcription
ChREBP est une protéine de 94,6 kDa composée depis domaines fonctionnels dont un
signal de localisation nucléaire (NLS : nuclearalaation signal), un domaine de liaison a
'ADN de type bHLH-LZ, ainsi que des domaines righen proline inervenant dans les
intéractions protéine/protéine. L'activité du fact€hREBP est régulée positivement par le
glucose et négativement par 'AMPc (Kawaguehgl, 2001). Le mécanisme a l'origine de
l'activation de ChREBP par le glucose n'est pasdotent élucidé. Cependant, une étude a
mis en évidenceia l'utilisation d'une protéine de fusion ChREBP-Gfgeeen fluorescent
protein) que ChREBP est rapidement relocalisé doptgsme vers le noyau en réponse a de
fortes concentrations de glucose (Kawaguathal, 2001). Ce résultat a été confirimévivo
sur la protéine ChREBP endogene dans le foie dassalimentées avec un régime riche en
carbohydrates, en utilisant une technique de stparaes protéines cytoplasmiques et
nucléaires (Dentinet al, 2005a). Ainsi, le modéle actuellement proposécemant
I'activation de ChREBP repose sur une translocatimiéaire et une activation médiées par
des déphosphorylations en réponse a une augmentkgia concentration de glucose (Postic
et al, 2007). Lorsque les concentrations en glucosefadries, ChREBP est localisé dans le
cytoplasme et phosphorylé sur la sérine 196 adia@ndomaine NLS et sur la thréonine 666
localisée dans le domaine de fixation a 'ADN. @esx résidus sont des sites potentiels de
phosphorylation par la PKA (protéine kinase A) (Hshimaet al, 2003). Lorsque les
concentrations en glucose augmentent, le flux deogle entraine la formation de xylulose-5-
phosphate (Xu5P), un intermédiaire de la voie aggrgses phosphates. Le Xu5P en activant
la PP2A (protein phosphatase 2 A), entraine la ogptorylation de ChREBP sur la sérine
196 provoquant ainsi sa translocation dans le noyau PP2A déphosphoryle ensuite
ChREBP sur la thréonine 666 permettant ainsi sitin sur le promoteur de ses genes cibles
(Kabashimaet al, 2003). ChREBP régule la transcription de seggdibles en formant un
hétérodimere avec MIx (Max-like protein X) (Stoeckmet al, 2004). Ainsi, ChREBP active
la transcription du géne codant pour la pyruvateage hépatique (L-PK : liver-pyruvate

kinase) ainsi que, comme SREBP-1c, la transcript®mgenes codant pour des enzymes de la

-28-



lipogenese, telles que I'ACC, la FAS, la SCD1EtLOVL6 (Kawaguchi et al., 2001, Dentin
et al, 2004, lizukaet al, 2004, Ishiiet al, 2004, Maet al, 2006, Wanget al, 2006).
L'importance du facteur ChREBP dans la régulatienlad lipogenése a été démontrée en
utilisant un modele de souris dont le gélieREBPa été invalidé (lizukat al, 2004). En
effet, dans le foie de ces souris l'expression éeeg lipogéniques (ACC et FAS) est
diminuée, conduisant a une diminution du contentriglycérides hépatiquegigure 15).

* LXR : Les récepteurs nucléaires LXR (liver X recepiest ) sont activés
in vivo par les oxystérols et autres dérivés du métabelidm cholestérol (Lehmaret al.,
1997). Le récepteur nucléaire LXR forme un hétérneade avec RXR afin d'activer la
transcription de ses genes cibles incluant dessgeéodant pour des enzymes du métabolisme
du cholestérol et des acides gras. LXR réguleésgion de genes lipogéniques tels BAS,
ACC et SCD1(Schultzet al, 2000, Lianget al, 2002, Chuet al, 2006), mais participe
eégalement a la transcription de SREBP-1c et ChREBRnet al, 2004, Cha et Repa, 2007)

comme illustré dans laigure 15.

e Réqulateurs hormonaux :

Les difféerents facteurs cités précédemment sons $ewcontréle de différents régulateurs
hormonaux permettant le bon fonctionnement du nodtabe. Parmi ces régulateurs
hormonaux l'insuline dont la sécrétion varie ercfmm de I'état nutritionnel et les adipokines
telles que la leptine et l'adiponectine sont desméhts majeurs dans la régulation du
meétabolisme énergétique. En effet, longtemps cénsidomme un lieu de stockage passif des
triglycérides, le tissu adipeux est égalementrégltee de la production de facteurs régulateurs
du métabolisme énergétiqgue appelés adipokines. iRasmadipokines les plus étudiées, la
leptine et I'adiponectine, jouent un réle essemtaals la réegulation du métabolisme lipidique
notamment en activant 'AMPK (Minokosgi al,, 2002, Yamauctet al, 2002).

2. Contribution de lI'augmentation de la lipogenese adléveloppement de

la stéatose hépatique : réle de l'insulinorésistarec

L'insulinorésistance du tissu adipeux a été suggécémme étant a l'origine du
développement de la stéatose hépatique. En e#felipdlyse accrue au niveau du tissu

adipeux en état d'insulinorésistance entraine wigenantation de l'apport d'acides gras au
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niveau hépatique. En paralléle, I'hyperinsulinémee I'hyperglycémie induites par
l'insulinorésistance pourraient favoriser la lipogse hépatique.

a) Voies de signalisation de l'insuline et insulinorésance

L'insuline est une hormone sécrétée par les cslfupancréatiques en période post prandiale,
jouant un rdle anabolique essentiel dans la miseésrrve et l'utilisation des substrats
énergeétiques, glucidiques et lipidiques, en augargrientrée du glucose dans les cellules, la
synthese du glycogene et la lipogenése et en dantna glycogénolyse, la néoglucogenése
et la lipolyse. L'insuline exerce également uneulagn du meétabolisme protéique en
augmentant la synthése protéique et en inhibgmbliolyse. L'ensemble de ces effets résulte
de la liaison de linsuline a son récepteur spfifi présent a la surface des cellules
principalement au niveau du foie, du tissu adipetustes muscles. Le récepteur a l'insuline est
formé de deux chainas extracellulaires reliées par des ponts disulf@redeux chainef
transmembranaires qui, au niveau de leur domaitracellulaire, possedent une activité
catalytique tyrosine kinase. La fixation de linsal a son récepteur permet une
autophosphorylation des domaines tyrosine kinasmgtéant ainsi I'activation du récepteur.
L'activité tyrosine kinase est alors responsabl&agihosphorylation de protéines substrats du
récepteur, les IRS (insulin receptor substrates}. deux voies majeures de signalisation qui
en découlent sont celle de la PI-3 kinase et aidle MAPK (mitogen activated protein
kinases) [Figure 16). La fin du signal insulinémique implique une degmtion de I'hormone
faisant suite a l'internalisation membranaire deamexes insuline/récepteur. La majorité des
récepteurs sont recyclés au niveau de la membiamgtist que d'autres sont dégradés et
d'autres nouvellement synthétisés afin de maintenirstant le pool de récepteur a la
membrane. Parallelement une inactivation du signallinémique est obtenue par le
déphosphorylation des résidus tyrosine du réceptedie ses substrata l'action de tyrosine
phosphatases telles que PTP1B (protein tyrosinsgitatase 1B) et LAR (leukocyte common
antigen-related molecule) et par phosphorylatiomésdédus sérine ou thréonine du récepteur
et de ses substratta des sérine/thréonine kinases telles que les PiKalefp kinases C), la
JNK (c-Jun NH2-terminal kinase), la MAPK et IBK(inhibitor of nuclear factokB kinase

B). Dans le muscle et le tissu adipeux I'effet pgatde l'insuline est une augmentation de
I'entrée cellulaire du glucosaa la translocation a la membrane des transportaugdutose
GLUT 4 (glucose transporter 4). Dans le tissu agigénsuline permet également l'inhibition

de I'HSL responsable de la dégradation des triglyee et ainsi de la libération d'acides gras
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libres dans la circulation sanguine. Au niveau die,fl'insuline permet l'inhibition de la
production hépatique de glucose en inhibant laagigaolyse et la néoglucogenése.

Dans les situations d'obésité, une altération devdee de signalisation a linsuline,
insulinorésistance, peut se manifester, initiansidie développement d'un diabete de type 2.
La premiére hypothése concernant le développenmeiitndulinorésistance a été émise par
Randleet al en 1963 et reposait sur le réle possible devidién de la concentration en
acides gras libres sanguins observée en cas dileésie diabete de type 2. Cette équipe a
démontré que les acides gras et le glucose eritraiencompétition au niveau de leur
oxydation dans le muscle cardiague de rat et aiainsduit le terme de "cycle glucose-acide
gras" pour décrire cette relation de compétitiomeste glucose et les acides gras. En effet, ils
observerent que I'oxydation des acides gras étginantée en comparaison de |'oxydation du
glucose en réponse a une concentration éleveei@esagras libres et postuléerent que cette
augmentation de l'oxydation des acides gras ainu#it de celle du glucose était a l'origine
du développement de l'insulinorésistance. Au niveellulaire, cela se manifeste par une
augmentation des rapports acétyl-CoA/CoA et NADFHNAD® en cas d'augmentation
d'oxydation des acides gras conduisant a une tidnbde la pyruvate déshydrogénase.
Parallelement I'augmentation de la concentratiomatyl-CoA aboutit a une augmentation
de la concentration en citrate qui inhibe la pho$pittokinase et ainsi entraine
'accumulation de glucose-6-phosphate qui lui-méningbe I'hexokinase aboutissant a une
accumulation du glucose et ainsi a une diminutien'ehtrée du glucose dans les cellules.
Une série d'études réalisées par I'équipe de ShulRaderet al, 1996, Dresneet al, 1999,
Griffin et al, 1999) a remis en question cette hypothése. Dunam clamp
hyperinsulinémique-euglycémique chez des sujetsssk maintien d'une forte concentration
en acides gras libres pendant cing heures indudif@nution de sensibilité a l'insuline
attendue (diminution du captage et de I'oxydatiorgldicose et diminution de la synthése de
glycogene), mais plutét qu'une augmentation defeentration intracellulaire de glucose-6-
phosphate prédite par I'hypothese de Randle, unaudliion de ce parameétre a été observée
(Rodenet al, 1996). Afin de déterminer si la diminution dedancentration en glucose-6-
phosphate est due a une diminution de I'entrée ldooge ou a une diminution de la
phosphorylation du glucose, cette méme équipe aum@el concentration en glucose
intracellulaire en cas d'infusion d'acides graslewlycérol ("control"). Les résultats obtenus
montrent une diminution de la concentration en gbgcau cours de l'infusion d'acides gras
comparée a celle de glycérol suggérant ainsi qgéfaut d'entrée du glucose dans la cellule

serait I'étape limitante a l'oxydation du glucoBeegneret al, 1999). En outre, l'activité de la
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P1-3 kinase était diminuée dans les conditiondubion d'acides gras illustrant un défaut dans
la signalisation a l'insuline probablement a I'mgde la diminution du captage du glucose.
Ce défaut de signalisation a l'insuline semble étrea des phosphorylations de sérines au
détriment de tyrosines sur IRS-1 (Dreseeal, 1999, Griffinet al, 1999, Yuet al, 2002).

En effet, dans des modéles animaux d'insulinoa¥sist IRS-1 présente une hyper-
phosphorylation sur des sérines (Hiroswhal, 2002, Yuet al, 2002, Kim JKet al, 2004,
Um et al.,, 2004, Furukaweet al, 2005). En outre, l'insulinorésistance induite pae
alimentation riche en lipides est abolie dans desléles ou l'activité de sérine/thréonine
kinases (JNK, IKi8, S6 kinase 1, PK®)} est inhibée, soit par invalidation génique, soit
pharmacologiquement (Yuaat al, 2001, Hirosumet al, 2002, Kim JKet al, 2004, Um et
al., 2004, Furukawaet al, 2005). Ces kinases, en phosphorylant IRS-1 &gr sirines,
peuvent induire soit une dissociation d'IRS-1 aleaécepteur et/ou avec la PI3-kinase
(Mothe et Van Obberghen, 1996, éfial, 1999, Aguirreet al, 2002, Moeschedt al, 2004),
soit augmenter la dégradation d'IRS-1 (Egaival, 2000). Le mécanisme d'activation de ces
sérine/thréonine kinases suite a une augmentagoiapport en lipides reste a préciser. La
guantité de triglycérides intracellulaires dansiescle squelettique est corrélée avec le degré
d'insulinorésistance (Krssait al, 1999, Perseghiet al, 1999) et la diminution de cette
guantité de triglycérides musculaires entraine aungmentation de la sensibilité a l'insuline
(Oral et al, 2002, Rosat al, 2003). Cependant il semblerait que les triglig®s soient plus
un marqueur de l'insulinorésistance qu'une causefiet, les athlétes entrainés, malgré une
augmentation du contenu en triglycérides muscidapeésentent une sensibilité a l'insuline
augmentée (Goodpastet al, 2001, Russel, 2004). Les espéces lipidiquesorssibles de
I'inhibition de la signalisation a l'insuline semai plutbt les intermédiaires lipidiques tels que
le diacylglycérol, les acyl-CoA et les céramidesh(iBitz-Peiffer, 2000, Itanet al, 2002,
Cooneyet al, 2002, Summers, 2006).

Quels que soient les mécanismes mis en jeu lordédaloppement de l'insulinorésistance
périphérique, cela conduit a une diminution detdé&ndu glucose dans les cellules des tissus
adipeux et musculaires, a une augmentation de palye adipocytaire et a une

hyperinsulinémie.

b) Insulinorésistance du tissu adipeux : lipolyse acer

Chez les patients avec une NAFLD, le contenu eglytiérides hépatiques semble étre

dépendant principalement de la disponibilité emesigras libres sanguins. En effet, selon
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une étude utilisant des radioisotopes, les trigiges hépatiques sont constitués a 59 % des
acides gras libres sanguins (Donnedly al, 2005). L'augmentation de la concentration
sanguine en acides gras libres est essentiellechentau fait que le tissu adipeux, devenu
insulinorésistant, n'assure plus sa fonction decksige de triglycérides. En effet,
l'insulinorésistance du tissu adipeux a pour comsBce majeure une augmentation de
I'nydrolyse des triglycérides par I'HSL qui ne syilus d'inhibition par l'insuline (Sanyat

al., 2001, de Almeidat al, 2002, Lewiset al, 2002). L'entrée des acides gras dans le foie
n'étant pas un phénomene régulé, dépend directetadatconcentration en acides gras libres
plasmatiques. L'augmentation de la lipolyse adifgioy a ainsi des conséquences directes sur
I'entrée des acides gras dans le foie. L'importalecee défaut de régulation de la lipolyse
adipocytaire dans le développement de la stéatgsatique est confirmée par le fait que chez
des souris dont le géne codant pour 'HSL a ététive le contenu en triglycérides
hépatiques est diminué (Vosteilal, 2003, Parlet al, 2005). Par ailleurs, la localisation du
tissu adipeux est déterminante dans cette hypottf@sgmentation d'apport d'acides gras
libres provenant de la lipolyse adipocytaire. lisex deux types de tissus adipeux selon leur
localisation, le tissu adipeux sous-cutané etskautiadipeux viscéral. Le tissu adipeux viscéral
est plus fortement associé aux NAFLD et au syndramé&tabolique. En effet, une
augmentation de 1 % du tissu adipeux sous-cutangsesciée a une augmentation de 21 %
du contenu en lipides hépatiques alors qu'une anigitinen de 1 % du tissu adipeux viscéral
est associée a une augmentation de 104 % du coetehipides hépatiques (Thomesal,
2005). Le tissu adipeux viscéral, par sa localisathais également par des caractéristiques
fonctionnelles différentes de celles du tissu agkpsous-cutané joue un rble essentiel dans le
dévelloppement de la stéatose hépatique. D'undetsisu adipeux viscéral est directement
relié au foievia la circulation sanguine portale, d'autre partddgocytes du tissu adipeux
viscéral sont plus résistants a l'action anti-jtigue de l'insuline mais plus sensibles aux
effets lipolytiques des catécholamines que lescayigs sous-cutanés (Lafontan et Girard,
2008, Girard et Lafontan, 2008).

c) Augmentation de la lipogenése hépatique : role deyperinsulinémie et de
I'hyperglycémie

Parallelement a I'augmentation de la disponibééacides gras libres due a l'augmentation
de la lipolyse adipocytaire, I'hyperinsulinémie dthyperglycémie induites par
I'insulinorésistance périphérique vont entrainex angmentation de la lipogenése hépatique.
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Selon une étude utilisant des radioisotopes, Igh/dérides synthétisés a partir des acides
gras issus de la synthéde novoreprésentent 30 % des triglycérides hépatiquesriBity et

al., 2005). Par ailleurs, d'autres études ont miéuihence que l'augmentation de la synthese
hépatique des acides gras contribuait au développene la stéatose hépatique dans des
modeéles animaux d'obésité et d'insulinorésistaMart{n, 1974, Memonet al, 1994,
Shimomuraet al, 1999a). Chez I'hnomme, la contribution importadée la lipogenése au
développement de la stéatose hépatique est désolmesi admise (Diraisoset al, 2003,
Donnellyet al, 2005, Nakamutat al, 2005, Postic et Girard, 2008).

Un des facteurs impliqués dans cette augmentagda lipogenése hépatique est le facteur de
transcription SREBP-1c. En effet, I'nyperinsulinéméactionnelle a l'insulinorésistance du
tissu adipeux et des tissus musculaires va entraire activation du facteur de transcription
SREBP-1c dans le foie, conduisant ainsi a l'augatemt de la transcription des genes codant
pour des enzymes impliquées dans la lipogenéseniiraet al, 1999a). Le role essentiel
de SREBP-1c dans la lipogenése et le développedeeta stéatose hépatique a été mis en
evidence chez des souris surexprimant la formeveaate ce facteur dans le foie qui, en
conséguence, présentent une stéatose massive lhativaation de l'expression des genes
lipogéniques (Shimanet al, 1997, Bécarckt al, 2001). La démonstration inverse quant a
I'implication de SREBP-1c dans le développemenads#éatose hépatique a été réalisée chez
les sourisob/obmutées sur le gene codant pour la leptine utdis@eme modéle d'obésité et
d'insulinorésistance associees a la présence dtgatse hépatique. L'inactivation du gene
SREBP-1chez ces sourisb/oh conduit a une diminution d'environ 50 % du contesm
triglycérides hépatiques (Yahagfial, 2002).

Hormis I'hyperinsulinémie, une autre résultantelalegésistance périphérique a l'insuline,
I'hyperglycémie, semble jouer un réle non néglidealans I'augmentation de la lipogenese
hépatique. L'hyperglycémie entraine I'activationfacteur de transcription ChREBP qui en
synergie avec SREBP-1c va augmenter l'expressisngéees codant pour les enzymes
lipogéniques (Kawaguchi etl., 2001, Dentiret al, 2004, lizukaet al, 2004, Ishiiet al,
2004, Maet al, 2006, Wanget al, 2006). Le lien entre ChREBP et stéatose hépatesgi
eégalement suggére par le fait que son expresstaugmentée dans le foie des soobgob
présentant une stéatose massive (Desitial, 2006). Par ailleurs, l'implication du facteur
ChREBP dans le développement de la stéatose hépatigté mise en évidence en utilisant
comme modeéle un croisement entre sowti$ob et souris dont le gen€EhREBPa été
inactivé, résultant en une diminution du contenligdes hépatiques (lizuket al, 2006). De

maniére plus ciblée, linactivation spécifiqguemergpatique du facteur ChREBRia
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l'injection d'un adénovirus contenant un ARNi deREBP chez des sour@b/oly entraine
une diminution des triglycérides hépatiques contamté & une diminution de la lipogenese
(Dentinet al, 2006).

Un troisieme facteur de transcription pouvant pgrér au développement de la stéatose
hépatiquevia I'augmentation de la lipogenése semble étre RPARysiologiquement peu
exprimé dans le foie, PPARorésente une augmentation de son expression diasisyss
modeles murins d'obésité et de diabete développamtstéatose hépatique (Memeinal.,
2000, Rahimiaret al, 2001, Chacet al, 2000, Buranet al, 1997, Bedouchat al, 2001,
Inoue et al, 2005). L'importance de l'expression de PRARNS le développement de la
stéatose hépatique a été démontrée par des ex@Sriete délétion du gene PPAR
spécifiguement dans le foie dans deux modeles mudifierents d'insulinorésistance, les
sourisob/ob et les souris transgéniques lipodystrophiques RPHZL. L'absence d'expression
hépatique de PPARque ce soit chez les soudb/obou les souris A-ZIP/F-1 entraine une
atténuation de la stéatose hépatique (Matsesak 2003, Gavrilovat al., 2003). D'un point
de vue moléculaire le lien entre PPARt stéatose hépatique reste encore a preéciser.
Cependant, des études ont mis en évidence que SREPBBuvait activer la transcription de
PPARy ainsi que stimuler la production de ligands endegéde PPAR (Kim et al, 1998b,
Fajaset al, 1999).

L'ensemble de ces éléments souligne l'importancel’algmentation de la lipogenese
hépatique,via des facteurs clés tels que SREBP-1c, ChREBP etRPPMAduits par
I'hyperinsulinémie et I'hyperglycémie, deux résutés de linsulinorésistance du tissu
adipeux et des tissus musculaires. Cependant,rleepb d'une activation de la lipogeneése,
voie activée par linsulinevia SREBP-1c, dans des conditions d'insulinorésistaieste
difficile & appréhender. Hormis, I'hypothése chiogmue en faveur de l'apparition de
l'insulinorésistance dans un premier temps au nivkatissu adipeux et du muscle, il est
probable que la lipogenése puisse étre activédgsmvoies indépendantes de l'insuline. D'une
part, la lipogenése est régulée en partie par deedia ChREBP qui lui est activé par le
glucose. D'autre part, la transcription et l'expi@s de la protéine SREBP-1c sont
augmentées dans le foie de sowfigob malgré une insulinorésistance hépatique concernant
la production de glucose (Shimomuet al, 1999a, Shimomuraet al, 2000). Cette
observation peut s'expliquer par le fait que lastéace a l'insuline concernant la production
hépatique de glucose est la conseéquence d'uneudiarirde I'expression d'IRS-2 alors que la
transcription de SREBP-1c induite par l'insuline regdiée par IRS-1 dont l'expression n'est

pas affectée chez ces souris. Par ailleurs, ledl(Nfnor necrosis factar), une cytokine pro-
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inflammatoire dont la production est augmentée dlirdammation hépatique et adipocytaire
peut également activer SREBP-1c et ainsi augmédatépogenese hépatique (Eneét al,
2007). Enfin, des études récentes ont mis en éstdgne SREBP-1c, de par la localisation de
son précurseur, pouvait étre activé indépendamuohefiinsuline, suite au stress du réticulum
endoplasmique présent dans le foie stéatosiquaé(Far Foufelle, 2007, Ji, 2008). Le
réticulum endoplasmique (RE) est l'organite ceitalaspécialisé dans la maturation des
protéines membranaires et sécrétées. Toutes amterate I'homéostasie du RE telles que des
variations des concentrations calciqgues et unehegst élevée de protéines sécrétées
entrainent l'activation d'une réponse adaptativeR#ii nommée stress du RE ou UPR
(unfolded protein response) afin de limiter l'acalation de protéines non-matures dans le
RE (Foufelle et Ferré, 2007). Cette réponse phygique du RE est régulée par trois
protéines localisées dans la membrane du RE, las&fPERK (PKR-like ER kinase), la
kinase et endonucléase IRE1 (inositol requiringyerez1) et le facteur de transcription ATF6
(activating transcription factor 6) (Schroder etukaan, 2005). L'activation de ces trois
protéines est régulée par leur association avgudgeine chaperone BiP/GRP78 (binding
protein/glucose regulated protein 78). L'arrivéerae de protéines dans le RE entraine la
dissociation de ces protéines d'avec BiP/GRP78/gLs'associer aux protéines en cours de
maturation. Une fois séparées de BiP/GRP78, PERKR&L vont shomodimériser,
s'autophosphoryler et ainsi devenir actives. Laefac ATF6 va transiter par l'appareil de
Golgi ou il va étre activé par deux clivages protégues médiés par les protéases S1P et
S2P. Une fois activées, ces trois protéines vonmnettre d'augmenter la transcription de
géenes codant pour des protéines impliquées dansataration protéique. Dans le foie de
souris obeses et insulinorésistantes, la présenoesttess du RE a été mise en évidence en
association avec une forte concentration de la domature de SREBP-1c et avec une
lipogenese augmentée (Ozcanal, 2004). Les mécanismes a l'origine de l'activati
SREBP-1c causée par un stress du RE ne sont pagscdbependant, les protéases S1P et
S2P responsables des clivages de SREBP mais égaldméacteur ATF6 semblent étre un
lien potentiel entre le stress du RE et l'activatdu 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 développerme la stéatose hépatique est une

diminution de I'export des triglycérides hépatiqwesles VLDL. En effet, des études ont
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suggéré qu'en cas de NAFLD primaire, la sécrétienvtiDL pouvait étre diminuée en
conséguence d'une diminution de la quantité djappiotéine B (ApoB) hépatique nécessaire
a la synthése des VLDL (Charltet al, 2002, Muss@t al, 2003). Chez les patients atteints
de NASH, une diminution de la quantité d'ARNm cddpaur I'ApoB (Sreekumaet al.,
2003) a été mise en évidence, suggérant ainsi gudintinution de la synthese d'ApoB
pourrait étre due a une diminution de sa transongt/ou de la stabilité de son ARNm. Etant
donné que dans les conditions physiologiquesulims diminue la synthese et la stabilité de
I'ApoB, I'hyperinsulinémie consécutive a l'insuliésistance périphérique pourrait expliquer
la diminution de synthése d'ApoB (Taghibiglet al, 2000, Charltoret al, 2002). Il est
important de préciser que la diminution de synthétteu de sécrétion d'ApoB en cas de
NASH peut étre associée a une concentration plapmeatd’ApoB soit diminuée, soit
augmentée, et a un niveau élevé de triglycéricesnmhtiques (Charltost al, 2002, Musset

al., 2003). Au vu de ces données, force est de denstae le métabolisme des lipoprotéines
semble étre affecté de maniére complexe en casAdd D, que ce soit au niveau du foie

mais également au niveau des tissus extra-hépatique

4. Stéatose hépatique e-oxydation mitochondriale

Etant donné que la syntheste novo des acides gras est augmentée au cours du
développement de la stéatose hépatique, une dionndé laf-oxydationvia l'inhibition de

la CPT | par le malonyl-CoA, intermédiaire de lath¢se des acides gras, est logiguement
attendue. Cependant, malgré une lipogenése augmelatd3-oxydation mitochondriale
hépatique en cas de NAFLD semble étre augmentéeffey chez les patients avec une
NASH, lap-oxydation mitochondriale et la cétogenése sontrengées (Sanyat al, 2001,
Chalasaniet al, 2003, Mieleet al, 2003). De méme, chez les sowlsob présentant une
stéatose massive faoxydation mitochondriale hépatique est augmeriéady et al.,, 1985,

Li et al, 2003). Cependant les mécanismes a l'origineette augmentation de I'oxydation
mitochondriale des acides gras ne sont pas coi@eite augmentation paradoxale de{a
oxydation parallelement a une augmentation den#hegede novodes acides gras peut étre,
au moins en partie, expliquée par I'activation B&Ro consécutive a la grande disponibilité
d'acides gras au niveau du foie en cas de stéatwseniveau de lap-oxydation
mitochondriale, PPAR induit I'expression de la CPT | (Brady al, 1989), de l'acyl-CoA
déshydrogénase spécifique des acides gras a chayenne (Guliclet al, 1994), de IHMG-

CoA synthase impliguée dans la cétogenese (Rodrigual, 1994). Dans deux modeles

-37-



animaux présentant une stéatose hépatique mass\amurisob/obet les sourislb/db(souris
dont le gene codant pour le récepteur de la legsteinactivé), la quantité d'/ARNm de
PPARx est augmentée (Memaat al, 2000). En outre, l'activation de PPARuU niveau du
foie se ferait préférentiellement par les acides ggsus de la synthéde novo(Chakravarthy

et al, 2005), ce qui relie 'augmentation de la lipagena I'augmentation de faoxydation
dans le contexte du développement d'une stéatqedidnée. Le gene codant pour la CPT |
étant régulé transcriptionnellement par PRARaugmentation d'expression de PRAR
observée pourrait expliquer I'augmentation de fesgion de la CPT | elle-méme observée
dans le foie de modéles animaux présentant unms&ééBradyet al, 1985, Leeet al, 2001,
Patersoret al, 2004). En outre, dans des modeles animaux tetdiale type 1 ou 2, l'activité
de la CPT | hépatique semble augmentée en consggjuiime diminution de son affinité
pour son inhibiteur, le malonyl-CoA (Brady al, 1985, Cook et Gamble, 1987). Cependant
il existe d'autres données montrant une activittdd&PT | non modifiée et une diminution de
I'expression de la CPT | dans le foie de patieméx aine NASH (Perez-Carrerasal., 2003,
Nakamuteet al,, 2005).

Au vu de ces données, il apparait que la réguladenla B-oxydation au cours du
développement de la stéatose hépatique n'est pasednien comprise du fait de la diversité
des modeéles utilisés et du stade de NAFLD (stéatimsple ou NASH) auquel sont réalisées

les études.

5. Stéatose hépatique et insulinorésistance hépatique

L'insulinorésistance hépatique pourrait se margfestelon les mémes mécanismes que
l'insulinorésistance musculaire. L'activation deirse kinases induite par le stress cellulaire
selon plusieurs meécanismes, conduirait a linattma du signal insulinémique.
L'accumulation d'intermédiaires lipidiques pourraiinduire a l'activation de la PKQyui
serait responsable de la phosphorylation d'IRS-2 das sérines et ainsi aboutirait a
I'inhibition du signal insulinémique (Samuwtlal, 2004, Samuedt al, 2007). Par ailleurs, au
niveau des cellules de Kupffer, les acides gragdilactivent le toll-like receptor 4 (TLR4)
qui via la voie NFkB (nuclear factokB) entraine une augmentation des cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNE I'IlL-6 (interleukin 6) et I'IL-B (Shi et al, 2006). Ces
cytokines qui sont également produites par le tisglipeux peuvent participer au
développement de l'insulinorésistance (Basgardl., 2006, Shoelsoat al, 2007, de Luca et

Olefsky, 2008). Le TN&, via son récepteur, est capable d'activer des séni@eriime kinases
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telles que la JNK et I'IKB, qui vont phosphoryler les IRS sur des sérinemigber la
signalisation de [linsuline. L'IL-6 peut induireinBulinorésistance en activant SOCS3
(suppressor of cytokine signaling 3) qui inhibesilgnal insulinémique en se liant au récepteur
de l'insuline empéchant ainsi son interaction dgedRS et en induisant la dégradation par le
protéasome d'IRS-1 et IRS-2 (Emanuetlal, 2000, Senet al, 2003).

Par ailleurs, l'induction du stress du réticulundagiasmique dans le foie d'animaux obeses
(Ozcan et al, 2004), aurait pour conséquence l'activation devbie JNK qui, en
phosphorylant les IRS sur des sérines, inhibeaaignalisation de l'insuline.

Quel que soit le mécanisme impliqué, l'insulinastsice hépatique est caractérisée par une
augmentation de la production hépatique de glucose.

V. "Second hit": développement de la stéatohépatite

Si linsulinorésistance est I'élément clé du dguedment de la stéatose hépatique, le stress
oxydatif apparait comme jouant un réle fondament@hs la transition entre stéatose et
stéatohépatite. En effet, les patients et les aminateints de NAFLD présentent, dans le
foie, une augmentation des différents marqueurngsiens oxydatives au niveau des lipides,
des protéines et de I'ADN, tels que le malondiafdéh(MDA), le 4-hydroxynonenal (4-
HNE), les protéines nitrées et la 8-hydroxydéoxymsine (Sanyadt al, 2001, Seket al,
2002, Laurentet al, 2004, Sekiet al, 2005, Garcia-Ruiet al, 2006, ). Par ailleurs, un
marqueur sanguin du stress oxydatif, la thioredexast retrouvé augmenté en cas de NASH
alors que les facteurs antioxydants sont dimin@esn{daet al, 2003, Laurenet al, 2004,
Yesilova et al, 2005, Nobiliet al, 2005).

1. Mitochondrie : source et cible du stress oxydatif

La mitochondrie est a l'origine de la productionnd' grande partie des espéces oxygénées
réactives ou ROS (reactive oxygene species) cebslala production de ces ROS
mitochondriales est dépendante du fonctionnemenradhaine respiratoire. En effet, une
partie de l'oxygéne ne subit pas une réduction t&mpen HO et va former des ions
superoxydes (@) au niveau des complexes | et lll (Forman et Ax2R9, Lenazt al, 2002).

La p-oxydation des acides gras (Yamagishal, 2001, St-Pierret al, 2002) et I'oxydation

du glucose (Duet al, 2000) peuvent induire une production de ROS gvtdment en
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augmentant la quantité d'équivalents réduits ajosile transfert des électrons le long de la
chaine respiratoire. Une augmentation de la pramlucke ROS a été observée chez les souris
ob/ob ainsi que chez des rats alimentés avec un rég@fiei@ht en choline induisant une
NASH (Yanget al, 2000, Henslewt al, 2000). Cependant le site précis de production de
ROS n'a pas été mis en évidence. L'augmentatiota daoduction de ROS au niveau
mitochondrial pourrait s'expliquer par l'augmematde la-oxydation observée en présence
d'une NASH qui serait responsable d'une augmentall'arrivée d'équivalents réduits au
niveau de la chaine respiratoire.

Par ailleurs, plusieurs études ont rapporté unenaatption de I'expression hépatique et/ou de
l'activité du cytochrome P450 2E1 (CYP2E1l) chez dessonnes obéses (O'Shetaal,
1994), chez des patients obéses diabétiques de2typéang Zet al, 2003) et chez des
patients présentant une NASH (Weltngtral, 1998, Chalasart al, 2003). Le mécanisme
par lequel CYP2E1 est augmenté chez les patieetsawe obésité, un diabete ou une NASH
n'est pas encore clair, cependant l'insulinorasistgMoncionet al, 2002) et I'augmentation
de la cétogenese hépatique pourrait y contribugeftet, les corps cétoniques et notamment
'acétone sont des inducteurs du CYP2E1 (Gonzale25). L'augmentation d'expression et
d'activité du CYP2E1 représente une source potlnimportante de production de ROS
dans les hépatocytes (Chitturi et Farell, 2001,a8ehberget al, 2005), pas seulement au
niveau cytosolique mais également au niveau deitachondrie. En effet, en plus de sa
localisation dans le réticulum endoplasmique, CYP2Et retrouvé en quantité significative
dans la mitochondrie (Robgt al, 2001, Robiret al, 2002). Le CYP2E1 mitochondrial a été
montré comme pouvant produire des ROS et induire ane peroxydation lipidique (Raea

al., 2004). En outre, I'expression et l'activité depkotéine CYP2E1 mitochondriale sont
augmentées dans le foie de rats avec un diabétet ipar la streptozotocine (Raza al.,
2004). Au vu de ces différentes données, le CYP2idchondrial pourrait jouer un rble

dans la production de ROS au niveau mitochondrial.

a) Altérations mitochondriales et NASH

Plusieurs études ont mis en évidence que les notatrfes des patients atteints de NASH
présentaient des anomalies morphologiques et famailes. En effet, les mitochondries de
ces patients sont plus grosses, gonflées et pefgeatds inclusions paracristallines (Cadwell
et al, 1999, Sanyadt al, 2001). D'un point de vue fonctionnel, les atéisides complexes de

la chaine respiratoire (I, Il, Il et IV) sont dimiées de 30 a 50 % chez les patients présentant
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une NASH (Pérez-Carreras al, 2003). En outre, la synthése d'ATP semble étméndée
chez les patients présentant une NASH (Cortez-Rirab, 2003).

Les altérations mitochondriales observées en pcésde NASH peuvent avoir plusieurs
origines, elles peuvent notamment étre dues a ddugtion excessive de ROS et a une

augmentation de I'expression du TaNF

b) Peroxydation lipidique

L'augmentation de la production de ROS peut corduiiine peroxydation lipidique. En effet,
il a été montré que différents traitements induisame stéatose hépatique chez la souris,
augmentaient les TBARS (thiobarbituric acid reattaqui représentent les produits finaux
de la peroxydation lipidique, ainsi que la quantitéthane exhalé qui est un reflet de la
peroxydation lipidique (Letteroet al, 1996). Une augmentation de la peroxydation idpid

a également été mise en évidence chez des animvagxua régime carence en choline et
méthionine induisant une NASH (Lecleretjal, 2000) ainsi que chez des patients présentant
une NASH (Sanyakt al, 2001). Cette peroxydation accrue des lipidesatigpes entraine
une augmentation de la formation d'aldéhydes rféatels que le MDA et le 4-HNE qui
peuvent causer des Iésions mitochondriales, notaneneniveau du génome mitochondrial
(Hruszkewycz, 1988, Hruszkewycz et Bergtold, 1996meillierset al, 2002). Etant donné
gue I'ADNmt code pour 13 sous-unitées des compledesla chaine respiratoire, des
dommages de I'ADNmt pourraient induire un défaut fdactionnement de la chaine
respiratoire. En outre, les produits de la perokgddipidique incluant le MDA et le 4-HNE
peuvent directement attaquer et inactiver des cexegl de la chaine respiratoire tels que la
cytochromec oxydase (Chemt al, 1998, Cheret al, 2000). Les ROS et la peroxydation
lipidique peuvent également étre a l'origine derafions structurales mitochondriales
comme les inclusions cristallines dans des mitodhiea plus grosses, observées chez les
patients atteints de NASH (Matsuhashial, 1996, Wakabayashi, 2002, Sangahl, 2001).
Enfin, certains produits de la peroxydation lipiskgauraient un effet inducteur du pore de
transition de perméabilité (PTP : permeability siion pore) pouvant ainsi aboutir a la mort
cellulaire par apoptose (Kristat al, 1996). L'altération de la fonction mitochondeiakn
conséquence de la peroxydation lipidique, peut gmada une formation de ROS accrue

initiant ainsi un cercle vicieuw{gure 17).
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c) Augmentation de la production de TNg¢

Un autre facteur important dans le développemerd dgsfonctions mitochondriales
observées en cas de NASH, est le iNBne concentration sanguine élevée de dNFté
observée chez les patients présentant une NASHdZAfarreragt al, 2003, Kugelmast al,
2003, Huiet al, 2004). En outre, les concentrations de GiNfans le foie de sourab/obsont
environ 20 fois plus élevées que dans le foie deis@ontroles (Garcia-Ruiet al, 2006).
Les sources hépatiques du TaNsont probablement les hépatocytes et les celtlddsupffer
(Crespoet al, 2001). Le TNE est capable d'induire des modifications structsragt
fonctionnelles mitochondriales similaires a celdbservées en cas de NASH (Higuehial.,
1998, Sanchez-Alcazat al, 2000). Un traitement anti-TNiFchez la sourisb/oh augmente
l'activité des complexes |, II, lll et V ainsi qua p-oxydation et I'histologie hépatique
(Garcia-Ruizet al, 2006).

2. Lésions hépatiques

La production accrue de ROS entraine une augmentdis produits de la peroxydation
lipidique. Les ROS entrainent également l'augmiemade I'expression de cytokines telles
gue le TGR8 (transforming growth factds), I'lL-8, le TNFa et le Fas-ligand (Pessayetal.,
1999, Pessayret al, 2001). Ces cytokines et les produits issus deetaxydation lipidique

semblent étre impliqués dans le développementédasnis hépatiques de la NASH.

a) Inflammation, formation des corps de Mallory et aptse

Le TGF$, le 4-HNE et I'lL-8 étant des chemo-attractantardes neutrophiles humains, les
infiltrats de neutrophiles observés en cas de NASHIvent étre la conséquence de
laugmentation de ces molécules (Pessajral, 2001). Le TGH induit également la
transglutaminase, une enzyme associée au cytoiguedtalysant la formationedysine+y-
glutamyl a partir de la lysine d'une chaine polypikgue et de la glutamine d'une autre
chaine polypeptidique. L'induction de la transghitease par le TGB-pourrait conduire a la
polymérisation des cytokératines entrainant am$otmation de corps de Mallory (Pessayre
et al, 2001). Enfin, la voie de I'apoptose peut étrécia par 'augmentation de I'expression de

Fas-ligand et du TN observée chez les patients présentant une NASH.
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b) Fibrose

La fibrose hépatique résulte de l'activation ddtules de Kupffer et des cellules étoilées.
Apres avoir phagocyté les corps apoptotiques, édiales de Kupffer activées vont produire
du TGF$ qui va activer les cellules étoilées induisansaiaur transformation en cellules de
type fibroblastique produisant du collagéne. Lexipits de la peroxydation lipidique peuvent
€galement activer la fibrogenése en favorisantrdalyction de TGH par les macrophages
(Leonarduzziet al, 1997) et en augmentant directement la produd®rollagene par les

cellules étoilées (Parokt al, 1993).

V. Traitement des NAFLD

A ce jour il n'existe pas de traitement spécifiges NAFLD. Le développement des NAFLD
étant étroitement associé au syndrome métaboliquentation des investigations concernant
des traitements potentiels des NAFLD s'est faits las traitements des différents paramétres

associés au syndrome métabolique tels que I'ob&sigslipidémie et le diabete.

1. Restriction calorique et activité physique

Les modifications du style de vie, incluant unet@ate poids sur de longs termes par une
réduction de l'apport calorigue et une augmentatmiactivité physique, sont les bases d'une
thérapie efficace pour le syndrome métabolique. Bl&ires résultats d'études concernant les
patients atteints de NAFLD sont a prendre avecgutian étant donné la taille réduite des
groupes, une amélioration des tests biochimiqugmtiyties et de la stéatose hépatique,
consécutive a une perte de poids a court termeiggsa un exercice physique régulier, a été
mise en évidence (Palmer et Schaffner, 1990, W¢ab, 1997, Wang REt al, 2003). Une
étude a montré qu'une réduction de poids de 5 %blus) associée a une activité physique
réguliere (au moins deux fois par semaine), pendardn entrainait une normalisation de la
concentration d'ALAT (alanine aminotransférase) z(#u et al, 2005). En outre, une
intervention diététique intense peut permettre wiminution du tour de taille, de
l'insulinorésistance, des triglycérides sanguindest concentrations d'ALAT et ASAT ainsi
gu'une amélioration de I'histologie hépatique ofkez patients présentant une NASH (Huang
et al, 2005).
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Une intervention pharmacologique visant une pedepdids n'est envisageable qu'apres
n'‘avoir obtenu que peu ou pas de résultats suite Ghangement de style de vie. Une étude
pilote comprenant 10 patients obeses présentanNAsd et traités pendant 6 mois avec de
l'orlistat, inhibiteur des lipases pancréatiqguegasdtriques, a montré une perte de poids d'au
moins 10 % associée a une diminution des niveaamidbtransférases, de la stéatose
hépatique et de la fibrose (Harrisetnal, 2004).

Par ailleurs, une perte de poids induite chirulgiment entraine une diminution de la
prévalence du syndrome métabolique, de la stéatzatique et de la fibrose (Mateiral,
2005). Cependant, l'utilisation de techniques chioales afin d'obtenir une perte de poids est
a envisager avec précaution concernant le traitedenNAFLD. En effet, une perte de poids
trop rapide a la suite de ces interventions peutauiraire augmenter la stéatose hépatique
probablement en conséquence de l'augmentationcakssayras libres sanguins consécutive a

la lipolyse adipeuse accrue.

2. Agents hypolipidémiants

Le clofibrate et le gemfibrozil sont deux fibratégands de PPA& dont I'utilisation comme
traitements potentiels des NAFLD a été évaluédrdieement par du clofibrate de 16 patients
présentant une hypertriglycéridémie et une NASHpa's mis en évidence de changements
significatifs des concentrations en d'aminotrarasfés ou de I'histologie hépatique (Lawin
al., 1996). Cependant, un traitement de 4 semaines 46 patients présentant une NASH
avec du gemfibrozil entraine une diminution desceotrations d'ALAT, ASAT et GGT
(Basaranoglet al, 1999).

Dans trois études différentes, des patients avecNAFLD et une hyperlipidémie ont été
traités pendant 6 a 12 mois avec un inhibiteur 'HMG-CoA réductase, l'atorvastatine
(Horlanderet al, 2001, Kiyiciet al, 2003, Gomez-Dominguez al, 2006). Ce traitement a
induit une diminution des concentrations sériqueéamahotransférases ainsi qu'une

amélioration de I'histologie hépatique.

3. La metformine

La metformine est un agent insulino-sensibilisatgilisé couramment dans le traitement de
l'obésité et du diabéte de type 2. Dans des héga®isolés de rat, la metformine induit une
diminution de la lipogenese en activant 'TAMPK (Zhei al,, 2001). Chez des sounb/oh la

metformine induit une diminution de [I'hépatomégali@les concentrations en
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aminotransférases et de la stéatose hépatique HEiret al, 2000). La premiére étude
évaluant l'effet d'un traitement a la metforminezlldes patients présentant une NASH a
montré une amélioration des concentrations en dnamsférases et une diminution du
volume hépatique (Marchesiei al, 2001b). Dans un rapport préliminaire, un tragetrde 6
mois avec de la metformine entrainait une amélmmatles concentrations en enzymes
hépatiques (Naiet al, 2004). Cependant, aprés un an de traitemenalosence d'effets, que
ce soit sur les concentrations en aminotransféi@sesir le plan histologique, a été observée.
Une autre étude chez des patients présentant ur€ A montré qu'un traitement associant
metformine et une restriction des apports calosges particulier lipidiques, induisait une
amélioration des concentrations d'aminotransférasais sans amélioration de I'histologie
hépatique (Uygumet al, 2004). Une autre étude a montré une amélioral@snconcentrations
d'aminotransférases et de I'histologie hépatiquie suun traitement de 12 mois avec de la
metformine (Bugianeset al, 2005a). Au vu de l'importante disparité des Itésiil reste
encore a affirmer I'efficacité de la metformine coetraitement des NAFLD.

4. Les thiazolidinediones

Les thiazolidinediones (pioglitazone, rosiglitazpniégands de PPAR sont des agents
insulino-sensibilisateurs ayant des propriétés -iafflammatoires et anti-fibrotiques
(Buckingham, 2005). Le pioglitazone entraine umeiglition de la stéatose hépatique et de la
fiborose dans un modeéle de rats présentant unesébn@patique (Kawaguchkt al, 2004).
Dans la premiere étude humaine, un traitement duepioglitazone pendant 48 semaines
chez des patients non-diabétiques avec une NAShlu& par une biopsie) normalise les
concentrations d'aminotransférases et diminueéaaste et la fibrose (Promett al, 2004).
Dans une autre étude, des patients avec NASHdraitéc du rosiglitazone pendant un an
présentaient une amélioration des concentrati@mzgnes hépatiques et du degré de fibrose
(Neuschwander-Tetriet al, 2003). Cependant, une étude sur le rosiglitazoomme
traitement de la NASH a montré une augmentation riggies d'infarctus du myocarde
(Nissen et Wolski, 2007). Au vu de ces données datimence de lutilisation des

thiazolidinediones comme traitement des NAFLD @oitore étre évaluée.

5. Les anti-oxydants

Avec l'insulinorésistance, le stress oxydatif jaurerdle essentiel dans le développement des

NAFLD. Par conséquent des traitements avec diftérantioxydants (vitamine E, vitamine
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C, bétaine) ont été évalués chez les patientsnttdie NAFLD. Un traitement avec de la
vitamine E pendant un an entrainait une améliaratites concentrations d'enzymes
hépatiques mais pas de changement du degré desstéstt de fibrose (Hasegawa al.,
2001). La combinaison des vitamines E et C n'am&lpas les concentrations d'enzymes
hépatiques, ni le degré de stéatose mais diminfileréese (Harrisoret al, 2003). Etant donné

le role protecteur de la bétaine vis a vis deéatsise hépatique chez le va 'augmentation

de la S-adénosylméthionine, son efficacité dargleement de la NASH chez I'humain a été
évaluée. Apres un an de traitement avec de lan®tkds concentrations d'aminotransférases

et I'histologie hépatique étaient améliorées (Aldddket al, 2001).

6. L'acide ursodéoxycholique

L'acide ursodéoxycholique (UDCA : ursodeoxychol@da pourrait agir comme un agent
hépatoprotecteur en minimisant la toxicité des exidiliaires et en diminuant le stress
oxydant. Des études ont montré un effet bénéfiguéUDCA chez des patients atteints de
NASH. Cependant, la diminution des concentratideszymes hépatiques n'était pas toujours
associée a une amélioration de I'histologie hépat{taurinet al, 1996, Lindoret al, 2004,
Dufouret al, 2006).

A ce jour il n'existe donc pas de traitement spged des NAFLD, mais I'on peut supposer,
étant donné l'implication de la mitochondrie damsiéveloppement de ces pathologies, que
des molécules agissant sur la fonction mitocholerourraient étre des traitements
efficaces. Le rimonabant, antagoniste des réceptaux endocannabinnoides impliqués dans
la régulation du métabolisme énergétique et le émdrol, un polyphénol présentant une
action similaire a la restriction calorique, appesant comme des traitements pertinents de la

stéatose hépatique.

VI. Le rimonabant comme traitement des NAFLD

Le composant naturél®-tetrahydrocannabinof-THC) dérivé de la planteannabis sativa
est responsable des effets psychotropes de lausnaaijet a été utilisé en médecine bien avant
gue son mécanisme d'action soit découvert. Letsedfdi-emétiques et inducteurs de l'appétit

du cannabis sont connus depuis des siecles maits s2alement en 1964 qu'ils ont été
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attribués auA®-THC (Gaoni et Mechoulam, 1964). L'isolement dungipe actif de la
marijuana, leA®-THC, a été la premiére étape dans l'identificatiam systéme endogéne
désormais connu sous le nom de systeme endocanidirie récepteur cannabinoide 1
(CB1 : cannabinoid receptor type 1) cloné danseleeau de rat en 1988 (Devaeeal,
1988) est responsable de la plupart des effeta deatijuana au niveau du systéme nerveux
central. Un second récepteur, CB2 (cannabinoidptecgype 2), cloné en 1993 semble étre le
meédiateur des effets immunomodulateurs de la naargyMunrcet al, 1993). L'existence de
ligands endogenes de ces récepteurs, les endodaoidals, a été mise en évidence par la
découverte dWN-arachidonoyléthanolamine (anandamide) et du Zaatanoylglycérol (2-
AG) qui sont les deux principaux endocannabino(@evaneet al, 1992, Mechoularet al,
1995). Le systeme endocannabinoide est impliqué des régulations permettant le maintien
de I'homéostasie énergétiqguea des effets centraux mais également périphériques.
L'implication de ce systeme dans le développementl'abésité a, par conséquent, été
beaucoup étudiée et a donné lieu a la mise au g@intagonistes. Parmi ces antagonistes, le
rimonabant, est apparu comme étant un traitemécteé de I'obésité et des complications

associées méme si ses effets secondaires ne soenqme bien appréhendeés.

1. Le systéme endocannabinoide

Schématiquement, le systeme endocannabinoide regiosé des récepteurs CB1 et CB2, des
ligands endogénes (endocannabinoides) et des eszyteevenant dans la synthese et la
dégradation des endocannabinoides (Piomelli, 2DORetrocelliet al, 2004). Ce systeme a
été extrémement bien préservé au cours de I'évaleti est présent chez beaucoup d'especes
(De Petrocelliset al, 1999, Onaiviet al, 2002, McPartlanet al, 2006) a I'exception des
insectes (McPartlanet al, 2001).

a) Biosynthése des endocannabinoides

Les endocannabinoides sont synthétisés a partifadele arachidoniqueF{gure 18).
L'anandamide est synthétisée a partir de phospteipmembranaires selon deux réactions
(Di Marzo et al, 1994, Sugiurat al, 1996, Cadast al, 1997). La premiére réaction est
responsable de la formation dearachidonoyl-phosphatidyléthanolaming-ArPE) via le
transfert d'une chaine d'acyl-gras de la positiorl sle glycérophospholipides au groupe
amine de la phosphatidyléthanolamine. Cette réaqieut étre catalysée par ummans-N

acyltransférase (NAT) dépendante du calcium assaci@ membrane qui n'a pas encore été
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identifiée précisément et par une NAT indépendatiecalcium qui a récemment été
caractérisee comme étant une RLP-1 (lecithin-retingltransferase-like protein 1) (Jab al,
2007). La seconde réaction nécessaire a la syntte@skanandamide est une hydrolyse
enzymatique de IaN-ArPE catalysée par unbl-acyl-phosphatidyléthanolamine-selective
phospholipase D (NAPE-PLD) qui a récemment étéédofOkamotaet al, 2004). Le 2-AG
est synthétisé a partir des-1-acyl-2-arachidonoylglycérols (DAGSs) produits pagdrolyse
soit du phosphoinositol bis-phosphate @PI€atalysée par la Pi#3elective phospholipase C
soit de l'acide phosphatidique catalysée par Baguhosphatidique phosphohydrolase
(Piomelli, 2003, De Petrocellist al, 2004). Les DAGs sont ensuite convertis en 2-AG p
des lipases sélectives des DAGs (Steia al, 1997). Contrairement aux autres
neurotransmetteurs, les endocannabinoides sontigogshiles et ne peuvent donc pas étre
stockés dans des vésicules lipidiques intracetgaiPar conséquent ils sont synthétisés en
fonction de la demande suite a une augmentationladeconcentration en calcium
intracellulaire, & une dépolarisation membranaineeacore suite a l'activation de certains

récepteurs membranaires.

b) Dégradation des endocannabinoides

Apres leur synthése et libération, les endocanméth@s sont captés par les cellulés un
transport facilité faisant intervenir un transpartenembranaire qui a ce jour n'a pas encore
éte caractérisé (Beltramet al, 1997, Hillardet al, 1997). Une fois dans la cellule, les
endocannabinoides sont dégradés par des enzymafigsies de leur nature chimique. La
FAAH (fatty acid amide hydrolase) est essentielletmessponsable de I'hydrolyse de
'anandamide en acide arachidonique et éthanolaf@okmidet al, 1985, Hillardet al,
1995, Uedeet al, 1995, Cravatet al, 1996). Le 2-AG, quant a lui, est hydrolysé pas d
monoacylglycérol lipases en acide arachidoniquglyetérol (Goparajiet al, 1999, Dinhet
al.,, 2002). L'acide arachidonique, I'éthanolamine let glycérol sont recyclés en
phospholipides membranaires afin d'étre & nouvéiéisés, au moins en partie, dans la voie
de biosynthése des endocannabinoides.

c) Récepteurs aux cannabinoides et voies de signatisat

A ce jour, deux récepteurs aux cannabinoides énténtifiés, CB1 et CB2 qui appartiennent
a la famille des récepteurs a 7 domaines transnaralies couplés aux protéines G (RCPG)
et qui présentent deux caractéristigues majeuresvigtt et al, 2002). Premierement, les
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génes codant pour ces récepteurs ne posseédent'ipsiend (Howlettet al, 2002) et
deuxiemement, I'homologie entre CB1 et CB2 et fathle (environ 48 %) et cela méme
dans les régions qui sont extremement conservées les différents membres de la famille
des RCPG (Howletet al, 2002). La difference majeure entre les deuxpteees se situe
dans la partie extracellulaire qui est plus londe&4 acides aminés concernant CB1.

» Expression tissulaire des récepteurs aux cannabira®s

Le récepteur CB1 présente une plus grande expressplus large distribution tissulaire que
CB2 (Bakeret al, 2006). Le récepteur CB1 est surtout expriméiagan du systéme nerveux
central et représente ainsi le RCPG le plus expaméiiveau central. Son expression est
particulierement abondante dans certaines régiérabrales telles que les ganglions de la
base, I'hippocampe, le systeme limbique, I'nypathak et le cortex (Herkenhahal, 1990,
Tsou et al, 1998, Moldrich et Wenger, 2000, Lutz, 2002). Bde systeme limbique, le
récepteur CB1 est exprimé dans des régions contrBédtractivité pour la nourriture et la
motivation a la consommer, comme le noyau accumleass I'hypothalamus, le récepteur
CB1 est exprimé dans les noyaux controlant la palseentaire. Par ailleurs, le récepteur
CB1 est exprimé dans un grand nombre d'autres esganen particulier dans les organes
participant au maintien de I'hnoméostasie énergeétigls que le tractus gastro-intestinal (I1zzo
et al, 2001, Pinteet al, 2002), le foie (Osei-Hyiamaat al, 2005), le pancréas (Matiasal,
2006, Juan-Piceét al, 2006), le muscle (Cavuott al, 2007b) et le tissu adipeux (Catt
al., 2003b, Bensaidt al, 2003). Le récepteur CB2, quant a lui, est ppal@ment exprimé au
niveau du systeme immunitaire (Baketr al, 2006) et a récemment été trouvé exprimé a
faible niveau dans le cerveau (Goagal, 2006). De par leur localisation différente, les
récepteurs CB1 et CB2 semblent relayer des effésrehts. CB1 apparait comme étant
spécifigue des effets psychotropes et métaboligiess endocannabinoides alors que CB2

jouerait plutdt un réle immunomodulateur.

* VVoies de signalisation du récepteur CB1

Les récepteurs CB1 sont couplés a une protéine &j/de maniere similaire a celle des
récepteurs de la famille des RCPG, agissent sutivité cellulaire selon deux mécanismes
principaux, la régulation de canaux ioniques etl'detivit¢ de kinases intracellulaires
(Howlett et al,, 2002, Howlett, 2004, Diaz-Laviada et Ruiz-LIder2005). L'activation des

récepteurs CB1 entraine l'inhibition de canauxigats de type N et P/Q (Mackie et Hille,
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1992, Caulfield et Brown, 1992, Twitchedt al, 1997) et I'ouverture de canaux potassiques
ATP-dépendants (Mwet al, 1999) aboutissant & une inhibition de ['activiguronale et
d'autres activités cellulaires dépendantes du walciLa modification de l'activité de ces
canaux ioniques est probablement due a une inienadirecte avec les protéines Gi et Go du
récepteur CB1 (Wilson et Nicoll, 2002) mais peualément faire intervenir, au moins pour
les canaux potassiques, des seconds messagerse(Bolb, 2001, Azadet al, 2003).
L'activation des récepteurs CB1 entraine égalentemst modifications de cascades de
signalisation intracellulaire. Les protéines Gi/a décepteur induisent une inhibition de
'adénylate cyclase et ainsi une diminution dedacentration d'AMPc (Howlett al, 2002)
aboutissant a une diminution de l'activité de lIaAPRar ailleurs, I'activation des récepteurs
CB1 a des effets stimulants sur d'autres kinadles tgue les MAPK et FAK (focal adhesion
kinase) (Derkinderent al, 1996, Derkinderegt al, 2003).Via la modulation de I'activité de
ces kinases qui elles-mémes régulent de nombrexteuis de transcription tels que CREB
(CAMP response element-bindindgeGR1 (early growth response gene 1), c-Fos etnc-Ju
(Hoffman et al, 2003), l'activation du récepteur CB1 modulerdnscription de genes et a
ainsi des effets a plus longs termes. Enfin, Vation des récepteurs CB1 peut également
stimuler la PI-3 kinase et la protéine kinase Bwiétt, 2002) impliquées dans la régulation

du métabolisme énergétique et de la prolifératehulaire.

d) Pharmacologie des récepteurs aux cannabinoides

Plusieurs agonistes non spécifiques ont été syséiséf_Lambert et Fowler, 2005), notamment
des analogues structuraux dd-THC tels que I'HU210 et le nabilone. Des antagesis
spécifiques des récepteurs CB1 ont été synthd#ddg51, AM281, LY320135) avec parmi
eux le SR141716A ou rimonabant (Rinaldi-Carmenal, 1994) Eigure 18).

2. Effets du blocage des récepteurs CB1 par du rimonamt sur
I'hnoméostasie énergétique

Comme précisé précédemment le récepteur impligné e effets des endocannabinoides
sur la balance énergétique semble étre CB1, CBataya role immunomodulateur. Les
premiers résultats révélant I'impact des cannatt@sosur I'nomeéostasie énergétique et sur la
régulation du poids corporel ont été obtenus pas éides réalisées sur des fumeurs
chronigues de marijuana dans des conditions ceéasotliniquement. La consommation de
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marijuana entraine une augmentation de l'appéét,lad prise alimentaire et du poids
(Greenberget al, 1976). Alors que la prise alimentaire redevematmale au cours du
protocole, le poids continuait a augmenter. Ceglias laissaient penser a l'existence d'effets
indépendants de l'augmentation de la prise alinrersar la prise de poids. Ainsi une action
périphérique des cannabinoides sur le métabolismergétique a été postulée. Des
expériences de traitement avec un antagoniste émpteurs CB1 (rimonabant) chez des
rongeurs ont supporté ce postulat. En effet, l@mnabant induit une diminution de la prise
alimentaire précoce et transitoire associée a wrée pde poids qui elle est maintenue
(Tableau 9. Des résultats similaires ont été obtenus aveautire antagoniste des récepteurs
CB1 (AM-251) chez des souris avec un régime induisabésité (Hildebrandtt al, 2003).
Ces difféerentes données sont en faveur d'un eftipendant de la prise alimentaire sur le
meétabolisme énergétique périphérique. Ainsi le esyst endocannabinoidda CB1 est
impliqué physiologiquement dans la régulation derfiéostasie énergétique en régulant d'une
part la prise alimentaire et d'autre part le métabe énergétique au niveau périphérique. Il
est désormais bien admis que le blocage des réeepi®1 par du rimonabant entraine une
augmentation de la dépense énergétique totale ddmzats de poids normal (Kunz et al.,
2008), chez des sourid/ob(Liu et al, 2005) et chez des rats alimentés avec un régamne

en gras et en carbohydrates (Herlietgal, 2008a). De méme la dépense énergétique est
augmentée chez des rats non-obeses traités avewtum antagoniste CB1, 'AVE1625
(Herling et al, 2007) ainsi que chez des sujets humains obgsgsstavec du taranabant qui
est également un antagoniste CB1 (Adatyal, 2008). Par ailleurs, les études cliniques
concernant l'action du rimonabant ont montré quiiiduit pas seulement une perte poids,
mais améliore également différents parametres @ssaa syndrome métabolique tels que le
profil lipidique et la sensibilité a l'insuline (Bpréset al, 2005, Van Gaaét al, 2005, Pi-
Sunyeret al, 2006, Scheest al, 2006, Hollander, 2007). De méme chez la sowes ain
régime riche en gras, le rimonabant améliore lemrmpatres biochimiques et lipidiques
sanguins tels que les concentrations en leptingyliive, glucose, triglycérides et LDL-
cholestérol (Poirieet al, 2005). Les effets du blocage des récepteurs fgzB1e rimonabant
sur la prise alimentaire, le poids et autres pat@seassociés au syndrome meétabolique
reposent entre autres sur le fait que le systérdecamnabinoide est hyperactivé dans les
organes impliqués dans le maintien de I'homéostasiegétique lors du développement de
l'obésité (Engeli, 2008, Di Marzo, 2008). En effe§ concentrations sanguines d'anandamide
et de 2-AG sont augmentées chez des femmes oliasgaliet al, 2005, Monteleonet al,

2005). Le rimonabantia le blocage des récepteurs CB1 semble ainsi camtercles effets
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de I'hyperactivation du systéme endocannabinoideergbe dans le développement de
'obésité en agissant d'une part au niveau cemtriaicipalement en régulant la prise
alimentaire et d'autre part au niveau périphérgueégulant le métabolisme énergétique dans

différents organes clés.

a) Effets du rimonabant sur la prise alimentaire

L'activation des récepteurs CB1 par des agonisimsile la prise alimentaire méme chez les
animaux en état de satiété (Williaras al, 1998, Williams et Kirkham, 1999, Haat al,
2000). En revanche, le blocage des récepteurs GBlleprimonabant attenue les effets
stimulants des agonistes CB1 sur la prise alimentti diminue fortement la consommation
de nourriture palatable chez les animaux noadidibitum et de nourriture normale chez les
animaux en restriction calorique (Simiaedal, 1998, Colombet al, 1998, Rowlanctt al.,
2001, Williams et Kirkham, 2002).

Au niveau central, les endocannabinoides stimulantprise alimentaire selon deux
mécanismes :

* Les endocannabinoides agissent sur la motivatitnouver de la nourriture et a
s'alimenter, notamment en interagissant avec la ma@solimbique (Cotat al, 2003a). En
effet, la voie dopaminergique mésolimbique est iqu#le, entre autres, dans la motivation et
dans les activités hédoniques en renforcant pesint les comportements apportant du
plaisir. Les neurones dopaminergiques impliquéposseédent cependant pas de récepteurs
CB1, mais sont inhibés par des neurones GABAergique eux en possedent (Fride, 2002).
De ce fait, les endocannabinoides vont provoquer lemée de l'inhibition des neurones
GABAergiques et par conséquent activer les neurdapaminergiques.

 Suite a un jedne de courte durée, les endocarmidemrégulent de facon transitoire
I'expression ou l'action de médiateurs orexigénieanerexigénes, conduisant ainsi a une
stimulation de la prise alimentaire (Cott al, 2003a). Les effets centraux des
endocannabinoides ont en partie été mis en évidegcéutilisation de souris dont le gene
codant pour le récepteur CB1 a été invalidé (Cetaal, 2003b). Des expériences
d'hybridationin situ ont mis en évidence, dans différentes zones gpdthalamus de souris
contrOles, une colocalisation des ARNm de CB1 descARNm de la CRH (corticotropin-
releasing hormone), du CART (cocaine-amphetamigelaged transcript), de la pre-pro-
orexine et de la MCH (melanin-concentrating hormones souris CB1-/- surexpriment

ARNmM de la CRH (inhibiteur de la prise alimenggirdans le noyau paraventriculaire,
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suggérant ainsi que les effets centraux des endabaroides peuvent étre en partie relayés
par la CRH. A I'opposé, ces souris CB1-/- sousiexgmt 'ARNm de CART (neuropeptide
anorexigene) dans le noyau dorsomédian et dans Hgpothalamique latérale. Les auteurs
ont émis I'hypothese que cette diminution d'expoessle CART pouvait étre liee a la
diminution de la concentration de leptine plasmadicgui est un régulateur positif de
I'expression hypothalamique de CART. Chez des SALART-/-, le rimonabant ne diminue
pas la prise alimentaire, illustrant ainsi une uafice directe des endocannabinoides sur
I'expression et/ou la fonction du neuropeptide CARI Marzo et Matias, 2005). En
revanche, le niveau d'expression de 'ARNm du mmptide Y (NPY) n'est pas altéré chez
les souris CB1-/-, suggérant que l'effet des enuuadinoides sur la prise alimentaire est
indépendant du NPY.

Outre son action sur les neuropeptides centrawqgitaendocannabinoide semble moduler la
prise alimentaire en interagissant avec le nerLigagui connecte le tractus gastro-intestinal
aux noyaux du tronc cérébral impliqués dans le rétetde la satiété. Ainsi, un jeline de
courte durée chez le rat stimule la synthese ddamaide dans le duodénum qui pourrait agir
sur les fibres capsaicin-sensibles du nerf vague&giler la satiét&ia la cholecystokinine
(Kunos et Pacher, 2004).

b) Effets du rimonabant au niveau du tissu adipeux

L'effet du rimonabant sur le tissu adipeux se nemtéef selon deux meécanismes.
Premiérement, le rimonabant induit une diminutien'dffet des endocannabinoides, sécrétés
localement par les adipocytes, sur la lipogenéseleetstockage de triglycérides.
Deuxiémement, le rimonabant induit une augmentatmita libération de I'adiponectine dont

la sécrétion est inhibée par les endocannabinoides.

» Hyperactivation du systéme endocannabinoide dans fessu adipeux et obésité :

L'expression de plusieurs facteurs impliqués dansétabolisme est altérée dans les tissus
adipeux brun et blanc de souris nourries avec wime induisant une obésité et ces

altérations ne sont pas observées lorsque lestetrsCB1 sont bloqués soit génétiquement
soit pharmacologiquement (Jbilet al, 2005). Ces observations suggérent une
hyperactivation de la signalisation CB1 dans lsutisdipeux en cas d'obésité. En effet, le
niveau d'endocannabinoides et/ou des récepteurse€Bdugmenté dans le tissu adipeux de

rongeurs obéses (Bensatl al, 2003, Matiaset al, 2006). Par ailleurs, des préadipocytes
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murins (3T3-F442A) traités avec de fortes concdioima en insuline se différencient en
adipocytes hypertrophiés et présentent des coratems augmentées de récepteurs CB1, de
2-AG mais pas de lI'anandamide comparés a ceuxrdadipocytes (Matiast al, 2006). De
méme, des adipocytes isolés de tissu adipeux épmdidde souris obeses présentent des

concentrations augmentées de 2-AG mais pas d'améfeléMatiaset al, 2006).

* Rimonabant et lipogenése adipocytaire :

Le systeme endocannabinoide participe a la lipdgget au stockage de triglycérides dans le
tissu adipeux selon plusieurs mécanismes et cetsefbnt contrecarrés par le blocage des
récepteurs CBL1. En effet, des souris dont le gedart pour CB1 est inactivé présentent une
guantité de masse grasse plus faible et une géafgitmasse maigre plus élevée que des
souris sauvages (Co#t al, 2003b). Par ailleurs, le traitement par du rialmant de souris
nourries avec un régime riche en gras entrainelimieution de plus de 50 % de la masse du
tissu adipeux ainsi qu'une diminution de la taiés adipocytes (Jbilet al., 2005). Une autre
étude sur des rates Wistar nourries avec un régane en gras et en carbohydrates et traitées
avec du rimonabant a montré une diminution de lase@rasse par rapport a des rates, avec
le méme régime, non traitées mais également pamora@ des rates appariées aux rates
traitées pour la prise alimentaire, suggérant ainseffet indépendant de la diminution de la
prise alimentaire (Herlingt al., 2008b). Différents mécanismes ont été mis edeéwie pour
expliquer l'activation de la lipogenese et du stmekde triglycérides dans le tissu adipeux par
les endocannabinoides. Le traitement d'adipocyeid de souris C57BL/6N avec un
agoniste des récepteurs CB1, le WIN-55,212, ingloé augmentation de l'activité de la LPL
et cet effet est annulé par un traitement concaornasgec du rimonabant (Cogh al, 2003b).
Cette observation suggere que le blocage des stospEB1 par du rimonabant peut limiter
I'activité de la LPL et ainsi diminuer I'hydrolydes triglycérides et I'entrée d'acides gras dans
l'adipocyte. Par ailleurs, le systeme endocannadnstimule le captage du glucose, basal et
stimulé par l'insuline, augmentant ainsi I'entr@esdbstrat pour la lipogenede novodans
l'adipocyte (Gaspeet al, 2007, Paganet al, 2007) et cet effet est annulé par le rimonabant
(Pagancet al, 2007). Le systeme endocannabinoide sembleiaipsigué dans la lipogenése
adipocytaire, ce qui est appuyé par le fait queptession de 'ARNm de CB1 correle
positivement avec celle de 'ARNm de SREBP-1c (Btuét al, 2006). De méme, la
stimulation des récepteurs CB1 dans les adipocgteggine l'inhibition de l'activité de

'AMPK (Kola et al, 2005). L'augmentation des acides gras libregusaa observée lors du
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blocage des récepteurs CB1 chez des rats pouga@réent illustrer une augmentation de la
lipolyse adipocytaire (Herlingt al, 2007, Herlinget al,, 2008b). Dans le tissu adipeux blanc
de souris alimentées avec un régime riche en grastaitement par du rimonabant induit
I'expression d'’ARNm de genes impliqués dans l'ottgdades acides gras et la fonction
mitochondriale tels que la carnitine acyltransférda CPT I, I'enoyl-CoA hydratase, la sous-
unité IVa de la cytochromeoxydase et 'ANT (Jbilet al, 2005). Dans le tissu adipeux brun
des souris de la méme étude, le rimonabant entnaiiee augmentation de l'expression
d’ARNmM de genes codant pour des complexes de Taehaspiratoire incluant les complexes
I, Il et 'ATP synthase. Dans le tissu adipeux rbrde rats traités avec du rimonabant
I'expression de la protéine UCP1 est augmentéety(Met al, 2009). Par ailleurs, le
rimonabant entraine une augmentation de la biogemé®chondriale dans le tissu adipeux
blanc, en induisant I'expression de la NO syntleas®théliale (Tedescet al, 2008).

* Rimonabant et production d'adiponectine :

La stimulation des récepteurs CB1 par l'agonistarphcologigue HU210 ou par les
endocannabinoides sécrétés par les adipocytesirenuiae diminution de I'expression de
I'ARNm de l'adiponectine dans des adipocytes mBiF%-F442A et dans le tissu adipeux de
rats Zucker alors que le blocage des récepteurs @&1 du rimonabant induit une
augmentation de I'expression et de la sécrétiahiptaectine (Bensaidt al, 2003, Matia®t
al., 2006, Gary-bobet al, 2006). L'augmentation de la production d'adiptine par le
rimonabant pourrait contribuer a I'améliorationlaesensibilité a l'insuline observée avec un

traitement par du rimonabant.

c) Effets du rimonabant au niveau du muscle

Un traitement chronique de sounb/ob avec du rimonabant entraine une amélioration de
I'entrée du glucose dans le muscle soleus isolé dLial, 2005). Par ailleurs, la faible
expression du récepteur CB1 en condition physiglogidans le muscle soleus de souris
augmente quand les souris sont alimentées avesgime riche en gras (Pagotbal, 2006).
Quoi qu'il en soit, il reste a déterminer si I'effie rimonabant sur le muscle est un effet direct
ou un effet indirect médié par l'adiponectine. Ustede sur des cultures primaires de
myotubes issus de patients obéses ou non, a nuundrée traitement par un antagoniste des

récepteurs CB1 (AM251) induisait une augmentatienl'dxpression de 'AMP&L mais
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également une diminution de l'expression de la PBHggérant ainsi une augmentation de

I'oxydation du glucose (Cavuott al., 2007a).

d) Effets du rimonabant au niveau du foie

Un régime riche en gras chez des souris entraine hyperactivation du systeme
endocannabinoide illustrée par une augmentatida dencentration d'anandamide due a une
diminution de l'activité de la FAAH responsable da dégradation ainsi que par
'augmentation de I'expression du récepteur CBEi(Bgiamanet al, 2005). L'activationn

vivo des récepteurs CB1 avec l'agoniste HU210 chezsdess induit I'augmentation de
I'expression de genes codant pour des facteursgongsl dans la lipogenese tels que SREBP-
1c, ACC1 et FAS (Osei-Hyiamagt al, 2005). Dans cette méme étude, lI'augmentation de
I'expression de ces génes, n'est pas retrouveedelsesouris dont le géne codant pour CB1 a
éte inactive, suggérant ainsi que I'effet obsest@épendant des récepteurs CB1. La synthése
d'acides gras mesuréevivo chez la souris sauvage (CB1+/+)revitro dans des hépatocytes
isolés est stimulée par un agoniste des récep@Bits(HU210) et cet effet est annulé par un
traitement avec du rimonabant (Osei-Hyianearal., 2005). Chez les souris CB1-/-, cet effet
n'est pas retrouve, illustrant également un effétlign par le récepteur CB1. Par ailleurs, les
souris sauvages (CB1+/+) alimentées avec un régohe en gras développent une stéatose
hépatique, ce qui n'est pas le cas pour les s@Bi/- (Osei-Hyiamaret al, 2005). De
méme le blocage des récepteurs CB1 par du rimohaamue la stéatose hépatique chez
des rats Zucker obeses (Gary-Bahal, 2007). Récemment Osei-Hyiameinal. (2008), ont
montré que le traitement de souris avec un agodegaécepteurs CB1 (HU210) entraine une
diminution de l'activité de la CPT | et que ceteefést contrecarré par du rimonabant. Le
rimonabant, en inhibant la lipogeneése et en actiVamydation des acides dans le foie,
participe a la diminution de I'accumulation de lyregrides hépatiques associée a un régime

riche en gras.
Le blocage des récepteurs CB1 par ses actions phaglticentrales et périphériques, sur

différents organes, permet non seulement une diomuwdu poids mais également une

améelioration du profil lipidique et de la sensitdla I'insuline [Figure 19).
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VIl. Le resvératrol comme traitement des NAFLD

Le resvératrol (3,5,4'-trihydroxystilbene) est wiyphénol de la classe des stilbenegre

20) initialement isolé a partir de racines de vérdtianc {eratrum grandiflorum puis a
partir de racines dBolygonium cuspidatunune plante utilisée dans la médecine chinoise et
japonaise traditionnelle (Takaoka, 1940, Nomonairal, 1963). En outre, le resvératrol est
présent dans certains fruits tels que le raisig, fdres et les cacahuetes. Initialement
caractérisé comme une phytoalexine (composantuexmjoduit par les plantes en réponse a
une infection ou a d'autres stress tels qu'unefioiv de nutriments), le resvératrol n'attirait
gue peu d'intérét, jusqu'au moment ou il fut p@sml'il pouvait étre la clé du "paradoxe
francais" défini par les effets cardioprotectewsvih rouge (Sieman et Creasy, 1992, Kopp,
1998). Depuis de nombreuses études ont mis enr@adgue le resveératrol pouvait prévenir
ou ralentir la progression d'une large variété dihqlogies telles que le cancer (Jatal,
1997), les maladies cardiovasculaires (Bradamantal, 2004), les ischémies cérébrales
(Wanget al, 2002, Sinhat al, 2002) et pouvait €également améliorer la résteau stress et
augmenter la durée de vie de nombreux organisneds, ldvure aux vertébrés (Howez al.,
2003, Valenzanaet al, 2006). Chez la souris, le resvératrol prévienptise de poids et
améliore la sensibilité a l'insuline dans le cotged'un régime riche en gras (Baetral,
2006, Lagougeet al, 2006). Les mécanismes par lesquels le resvémtarce ces effets
bénéfiques ne sont pas encore completement identiilormis son activité antioxydante
intrinseque (Tadolinet al, 2000, Lopez-Vélert al, 2003), le resvératrol régule I'activité de

différentes enzymes, incluant la sirtuine SIRT1tdbaest activateur allostériqué&gbleau 5.

1. Les sirtuines

La restriction calorique permet d'allonger la dudie vie et de diminuer lincidence de
pathologies associées au vieillissement tellesnaldies cardiovasculaires, le diabéte et le
cancer dans des modéles animaux (Masoro, 2000,0Berdt Guarente, 2005). Méme si
l'effet bénéfique de la restriction calorique chies mammiféres est bien connu, les
mécanismes moléculaires impliqués ne sont pas @&bempént élucidés (Koubova et
Guarente, 2003). Cependant, une famille de pratéids conservées, les sirtuines, semblent
étre d'importants médiateurs des effets bénéfigieesa restriction calorique. Le premier
membre de la famille des sirtuines mis en évidertuez Saccharomyces cervisiagst la

protéine Sir2 (silent information regulator 2), umstone déacétylase dépendante du NAD
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(Imai et al, 2000, Landryet al, 2000, Smithet al, 2000).Les sirtuines déaceétylases
catalysent une réaction couplant la déacétylationedlysine a I'hydrolyse du NADLe fait
que le fonctionnement des sirtuines soit dépendanNAD" suggére que cette activité
enzymatique est directement liée au statut énenggtcellulaire (Andersort al, 2003,
Bittermanet al, 2002, Lin SJet al, 2000, Lin SJet al, 2002, Linet al, 2004). CheZ.
cerevisiagil existe quatre sirtuines (Hst1l-Hst4 : homolagyoé Sir two 1-4) en plus de Sir2,
alors que chez la souris et I'homme sept sirtummeseté identifiees (SIRT1-7Tébleau §.
Méme si, la sirtuine la plus étudiée est SIRT1plds en plus d'études montrent l'importance
des autres sirtuines dans la régulation de I'notagiesénergétique, notamment les sirtuines 3

et 4 localisées dans la mitochondrie.

a) SIRT1 et métabolisme

SIRT1 a été montrée comme jouant un rble régulaieyportant dans I'homéostasie
glucidique et lipidigue. Dans le tissu adipeux, BlRinhibe l'adipogenése a partir des pré-
adipocytes et diminue le stockage de triglycéridiess les cellules différenciées, en inhibant
la transcription de PPAR(Picardet al, 2004). En effet, SIRT1 en se liant a NCoR (naicle
receptor corepressor) et a SMRT (silencing mediatioretinoid and thyroid hormone
receptor) forme un complexe SIRT1/NCoR/SMRT quirirép la transcription de PPARen

se fixant sur les régions régulatrices transcniptales (Picarat al, 2004). Dans les cellules

B pancréatiques, SIRT1 est un régulateur positifadeécrétion d'insuline en augmentant la
synthese d'ATRia la répression du gene codant pour UCP2 (Moynétal, 2005, Bordone

et al, 2006). Dans le foie, SIRT1 régule la néogluc@égenen activant PG@let FOXO1,
tous deux impliqués dans la régulation de la tnapison de genes codant pour des enzymes
clés de la néoglucogenese (Rodgetsal, 2005, Fresca®t al, 2005). L'inactivation
spécifiguement hépatique du gene codant pour SlBittaine une hypoglycémie, une
diminution de la production hépatique de glucoses diminution du cholestérol sanguin et
une augmentation des acides gras libres hépatefuess changements sont corrélés a une
diminution de l'expression de génes codant pour peséines impliquées dans la
néoglucogenese, l'oxydation des acides gras etdmadation du cholestérol (Rodgers et
Puigserver, 2007).
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b) SIRT3 et métabolisme

Initialement, SIRT3 a été identifiée au niveau denlitochondrie, puis il a été démontré
I'existence d'une forme de SIRT3 nucléaire quitemtsloquée dans la mitochondrie en
situation de stress cellulaire (Onyangjoal,, 2002, Schweet al, 2002, Scheet al, 2007).
Chez la souris, la restriction calorique induit @ngmentation de I'expression de SIRT3 dans
les tissus adipeux brun et blanc (®hial, 2005). L'exposition au froid induit également
I'expression de SIRT3 dans le tissu adipeux brim €Bal, 2005). L'expression constitutive
de SIRT3 dans des adipocytes bruns (HIB1B) entrdgngmentation de I'expression de
PGCIn et d'UCP1 ainsi qu'une augmentation de la consdiomed'oxygéene mitochondriale
associée a une diminution du potentiel de membnaib@chondrial (Shiet al, 2005). Ces
données suggerent que SIRT3 est impliquée darggidation de la fonction mitochondriale
et par conséquent de la thermogenése adaptatigea@sissu adipeux brun. Récemment, une
hyperacétylation des protéines mitochondriale®arése en évidence chez des souris dont le
gene codant pour SIRT3 a été inactive (Lombetrdl, 2007). De maniere surprenante, les
souris SIRT3-/- de I'étude précédente malgre I'rggaylation des protéines mitochondriales
ne présentent pas de défauts métaboliques majBanss le foie de souris SIRT3-/-,
acétylation du complexe | de la chaine respirata@st augmentée et associée a une
diminution de la consommation d'oxygene mitochaadravec des substrats du complexe |
(glutamate + malate) suggérant ainsi que SIRT3rpdiétre impliquée dans la régulation du

fonctionnement mitochondri&ia la déacétylation du complexe | (Ahn Bitlal, 2008).

c) SIRT4 et métabolisme

SIRT4 est dépourvue d'activité déacétylase maissepté une activitt mono-ADP-
ribosyltransférase (Haigiet al, 2006, Ahujaet al, 2007). SIRT4 inhibe [lactivité
enzymatique de la glutamate déshydrogénase (GDH)n@ADP-rybosylation (Haigist al.,
2006). La GDH est impliquée dans la conversion tltagate ena-kétoglutarate, un
intermédiaire du cycle de Krebs. Dans les cellBlgmncréatiques, le cycle de Krebs permet
de connecter le statut nutritionnel a la sécrétiimsuline. En effet, le glucose et les acides
aminés entrainent une augmentation du flux du @jelKrebs et ainsi une augmentation de la
production d'ATP par la chaine respiratoire mitouraale. L'augmentation du rapport
ATP/ADP permet l'ouverture des canaux potassiqégentants de I'ATP, qui eux-mémes
une fois activés vont permettre l'ouverture desagancalciques voltage-dépendants,

aboutissant ainsi a la libération d'insuline pasaykose. L'inhibition de SIRT4 par un ARNi
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dans des cellules productrices d'insuline (INS-2E) associée a une augmentation de la
production d'insuline alors que la surexpressionStieT4 inhibe la production d'insuline
(Ahuja et al, 2007). De méme, des souris dont le géne codaunt BIRT4 a été inactivé,
présentent une diminution du taux d'ADP-rybosylatide la GDH associée a une
augmentation de son activité ainsi qu'une augmentde la sécrétion d'insuline stimulée par
les acides aminés (Haigit al, 2006). Cet effet de SIRT4 sur la sécrétion dline semble
opposé a celui de SIRT1 qui augmente la sécrétinautine. En fait, I'activité de SIRT4 est
diminuée dans les cellulgs pancréatiques au cours de la restriction calorigtieles ilots
pancréatiques isolés de souris en restriction icgler présentent une augmentation de la
sécrétion d'insuline stimulée par les acides anfiHégiset al, 2006).

SIRT4 est exprimée de maniere ubiquitaire et a gistment d'autres rbéles dans d'autres
organes que le pancréas. Dans le foie, la GDHaggaeta la régulation de la néoglucogenése
et est activée en situation de restriction cala@i(fdagopiaret al, 2003). Cette augmentation
de l'activité de la GDH au cours de la restrictiatorique peut étre due a une diminution de
I'expression de SIRT4. Par ailleurs, SIRT4 intdragec d'autres protéines mitochondriales,
I'ANTZ2, 'ANT3 et I'IDE (insulin-degrading enzymehais la conséquence biologique de ces
interactions reste a déterminer (Ahajal., 2007).

d) Sirtuines et régulation des acétyl-CoA synthétases

Chez les mammiferes, I'acétate provient de sowgregenes (fermentation bactérienne dans
I'intestin et source alimentaire telle que le vima) et endogenes (métabolisme de I'éthanal,
conversion de l'acétyl-CoA par l'acétyl-CoA hydesahydrolyse de I'acétylcholine par les
aceétylcholinesterases, déacétylation de lysinelggmidéacétylases) (Buckley et Williamson,
1977, Wolfe, 2005). L'acétate peut étre converti aetyl-CoA par des acétyl-CoA
synthetases (AceCS) dans le cytoplasme (AceCSliams la mitochondrie (AceCS2).
L'acétyl-CoA formé peut étre utilisé pour la syrshéles acides gras et du cholestérol ou peut
entrer dans le cycle de Krebs. Clgamonella enterica'activité catalytique des AceCS est
régulée par acétylation. En effet, 'hnomologue &aeh de Sir2 chez la levure, CobB,
déacétyle et ainsi active AceCS (Tsang et Escalateerena, 1998, Starat al, 2002,
Starai et Escalante-Semerena, 2004). Le mode ddatidg des AceCS découvert chez la
bactérie semble étre conservé chez les mammif&esweret al, 2006, Hallowset al,
2006). En effet, il a été mis en évidence que Ace€S activée par déaceétylation par SIRT1
et AceCS2 par SIRT3 (Schwetr al,, 2006, Hallowset al.,, 2006).
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L'expression d'AceCS1 est ubiquitaire mais est glesée dans les reins, les ovaires, les
testicules et le foie, organes dans lesquels slieneuite par SREBP (Luongt al, 2000,
Ikedaet al, 2001). L'activité de 'AceCS1 augmente en pal@lile la concentration d'insuline
en réponse a un régime riche en carbohydratest\dsaduire la synthése d'acides gras (Sone
et al, 2002). L'augmentation du niveau de SIRT1 dulanedne et la restriction calorique
peut conduire a l'activation par déacétylation '‘dedCS1 et ainsi fournir de l'acétyl-CoA
pour la synthése des acides gras. En effet, lxgrassion de SIRT1 induit une augmentation
de la synthése des acides gras a partir de l'acétidllows et al, 2006). Le fait que
I'expression de I'AceCS1 est diminuée dans le daiant le jedne (Sonet al, 2002), peut
expliquer pourquoi dans ces conditions, la syntlkeegdes gras est diminuée dans le foie.
L'AceCS2 est exprimée dans le coeur, les reinssahlescles squelettiques mais pas dans le
foie. Etant donné que les mitochondries hépatigoas un lieu de production d'acétata la
cétogenése, si I'AceCS2 était exprimée, elle géamiéren cycle futile dans lequel l'acétate
serait retransformé en acétyl-CoA a défaut d'éwpoee vers les tissus comme source
énergétique. La surexpression de I'AceCS2 entiireaugmentation de I'oxydation illustrée
par une génération de GQrujinoet al, 2001, Hallowset al, 2006). L'AceCS2 permet ainsi
la formation d'acétyl-CoA qui va entrer dans leleyde Krebs afin de fournir des coenzymes
réduits a la chaine respiratoire mitochondrialenddes conditions de restriction calorique et
de cétogenese, l'acétyl-CoA généré par la dégoaddis acides gras dans le foie est utilisé
afin de produire des corps cétoniques exportés lesrissus extra-hépatiques. L'expression
de I'AceCS2 est induite dans les tissus extra-fgpet dans des conditions de cétogenése et
son activité est potentiellement stimulée par SIRIE®s ces mémes conditions, afin de

permettre la transformation d'acétate en acétyl-Gaginoet al, 2001).

2. Resvératrol et stéatose hépatique

La restriction caloriqgue associée a l'activité pipys semble étre I'option la plus efficace afin
de traiter le syndrome métabolique et la stéatofeatique pouvant lui étre associée.
Cependant la restriction calorique est difficilemgettre en place et a maintenir chez les
patients présentant ces pathologies. Le resvérayaht une action mimant la restriction
calorigue, semble étre un traitement pertinentadstéatose hépatique (Ingranal, 2006,
Pearsoret al, 2008). En effet, le resvératrol entraine uneimition de I'accumulation de
lipides dans le foie que ce soit dans des modeéliesaaix ou cellulaires de stéatose hépatique
(Zanget al, 2006, Bauret al, 2006, Shangt al, 2008, Bujandat al, 2008, Ahn Xt al,
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2008, Houet al, 2008, Wanget al, 2009). L'action bénéfique du resvératrol sustéatose
hépatique se manifeste par une diminution de gbpése hépatique. En effet, le resvératrol
annule l'augmentation de I'expression des genelqués dans la lipogenese (SREBP-1c,
FAS, ACC), induite dans des modeéles animaux owleéles de stéatose hépatique (Ahet J
al., 2008, Shanget al, 2008, Wanget al, 2009). En outre, une étude récente a mis en
évidence que le resvératrol induisait une diminutile la synthese des acides grasitro
dans des hépatocytes de rats isolés (Gnoni etaRagia, 2009). Chez des souris soumises a
un régime riche en gras, la surexpression de SI&daine une diminution de la stéatose
hépatique ainsi qu'une diminution de l'expressien SREBP-1c (Pflugeet al, 2008),
suggérant ainsi que les effets du resvératrolalipbgenése seraient dépendants de SIRTL1.
En effet, l'inhibition de la lipogenése par le @strol est médiée par SIRT1 qui conduit a
l'activation de I'AMPKvia 'AMPK kinase, LKB1 (Howet al, 2008).

3. Resvératrol et fonction mitochondriale

Un des mécanismes par lesquels le resvératrol darait la stéatose hépatique pourrait
passer par une augmentation de la fonction mitatiale afin d'augmenter la consommation
de substrats énergétiques notamment des acideslUgragpremiere étude a mis en évidence
gue le resvératrol induit une diminution de l'atatign de PGCd associée a une
augmentation du nombre de mitochondries que cedaoi le foie de souris alimentées avec
un régime riche en gras (évalué par microscopietréi@que) ou dans les cellules HelLa
(évalué avec la sonde fluorescente Mitotrackeru(®a al, 2006). Une seconde étude a mis
en évidence une augmentation de la quantité d'ADims le muscle et le tissu adipeux brun
de souris alimentées avec un régime riche en grimaiges avec du resvératrol (Lagowge
al.,, 2006). La quantitée d'/ADNmt dans le foie de cesiris ne varie pas malgré une
augmentation de I'expression de P@Cans le muscle gastrocnémien de ces sourisdsaité
avec du resvératrol, 'ARNm et la protéine de PG€dnt augmentés ainsi que les ARNm de
NRF1 et TFAM. Par ailleurs, cette étude a mis adence une diminution de l'acétylation de
PGCX dans le muscle médiée par SIRT1. Le resvérateoEIRT1 semble ainsi augmenter

la biogenese mitochondriale.
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MATERIEL ET METHODES
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A — TRAVAUX SUR MODELES ANIMAUX

. Animaux et modeles

Les expérimentations animales ont été réalisées $es recommandations de la convention
européenne sur la protection des animaux vertéliigses a des fins expérimentales ou a
d’autres fins scientifiques. Les animaux ont étbengés a I'animalerie du centre hospitalier
universitaire d'Angers dans des pieces contrdléetempérature (20 £ 2°C) avec un cycle
jour/nuit de 12:12 h.

1. Rats Zucker

Les rats males de la souche Zucker obéf®f) et contrbles fa/+) ont été fournis par
Charles Rivers (L'Arbresle, France). Les animaux em un libre accés a l'eau et a la
nourriture standard (U-A-R A04; Epinay-sur-Orgeariae), dont la composition est détaillée
dans leTableau 7 Pour cette étude, les rats ont été sacrifiédge Ide 11 semaines. La nuit
précédant le jour d'expérimentation, la nourritarété retirée de la cage. Les rats ont été
anesthésiés par inhalation d'isoflurane et du sar@é prélevé en intracardiague. Apres
sacrifice par décapitation, le foie a été prélevpesé. Une partie a été congelée a -80°C et

une autre placée dans du tampon d'isolement febiolaftie A-11-2).

2. Rats nourris avec un régime riche en gras pendantiffiérentes durées

Les rats males de la souche Sprague-Dawley sarg @s I'élevage de I'animalerie du centre
hospitalier universitaire d'Angers. A I'age de Zisndes rats ont été mis sous régime riche en
gras (UPAE, Jouy-en-Josas) a base de 35 % de saiiffiableau 7. Les animaux ont eu un
libre acceés a l'eau et a la nourriture. Les ratsébd sacrifiés apres 0 (contrdles), 2, 4, ou 8
semaines de régime riche en gras. La nuit précdeaotr d'expérimentation, la nourriture a
éte retirée de la cage. Les rats ont été anesthgaiénhalation d'isoflurane et du sang a été
prélevé en intracardiaque. Apres sacrifice par pié#on, le foie a été prélevé et pesé. Une
partie a été congelée a -80°C et une autre plaaée @l tampon d'isolement froicf partie
A-11-2). Le tissu adipeux épididymaire ou fat pad a égalet été prélevé et pesé.
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3. Rats nourris avec un régime riche en gras et trai® avec du

rimonabant

Des rats males de la souche Sprague-Dawley agésnés ont été alimentés avec un régime
riche en grasTableau 7 pendant 13 semaines. Pendant les 3 dernieresreente régime
riche en gras, les rats ont été divisés en 3 gsoupe

* un groupe "rimonabant”, dans lequel les rats tntraités avec du rimonabam-|
piperidino-5-(4-chlorophenyl)-1-(2,4-dichlorophepyl-methylpyrazole-3-carboxamide]
(Sanofi-Synthelabo, Montpellier, France). L'adntirdgon du rimonabant a été faite par voie
orale, a raison de 10 mg/kg/jour dilué dans unetgol a 0,1 % de Tween 80 (Sigma Aldrich,
Lyon, France) de maniere a obtenir un volume fidell ml. Le traitement a été réalisé juste
avant le début de la phase "nuit" de I'animalddiee solution de rimonabant a été préparée
tous les jours juste avant le traitement.

* un groupe "pair-fed", dans lequel chaque rat a tagnéme quantité de nourriture
que le rat traité avec du rimonabant lui correspohainsi que le diluant (1 ml). Le fait que
les rats aient consommeé la totalité de la nougituété vérifié chaque jour.

* un groupe "témoin", dans lequel les rats ont seeid recu le diluant (1 ml).

Durant la période de traitement le poids et la eprislimentaire ont été mesurés
guotidiennement. La nuit précédant le jour d'expéritation, la nourriture a été retirée de la
cage. Les rats ont été anesthésiés par inhalatisoflgrane et du sang a été préleve en
intracardiaque. Aprées sacrifice par décapitatierfple a été prélevé et pesée. Une partie a été
congelée a -80°C et une autre placée dans du tadigotement froid ¢f partie A-11-2. Le

tissu adipeux épididymaire ou fat pad a égalemgnpi&levé et pesé.

Il. Isolement des mitochondries de foie

1. Principe

La procédure d'isolement des mitochondries repaselas technique de fractionnement

cellulaire par centrifugation différentielle adagpide la méthode de Krahenb@hlal. (1994).
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2. Réactifs

Tampon d'isolement :

Masse molaire Concentration finale Masse (Q)
(g/mol) (mM) gsp 1 L d'eau distillée
Saccharose 342,3 100 34,23
KCI 74,55 50 3,73
Tris base 121,14 50 6,06
EGTA 380,4 5 1,90

Le pH est ajusté a 7,4 avec de I'HCI 5 M et |le tamgst conservé a 4°C pendant 3 mois.

3. Protocole

Apres prélevement, le morceau de foie dédié ddisent des mitochondries est pesé et placé
dans du tampon d'isolement a 4°C. Toutes les éspasensuite réalisées dans une chambre
froide a 4°C. Le foie est finement haché a l'aide diseaux puis rincé trois fois avec du
tampon d’isolement (8 volumes). La préparationeesiuite homogéenéisée au Potter (7 allers-
retours, 1000 tours/min) dans du tampon d’isolenjeditml/g de tissu). L’homogénat obtenu
est centrifugé a 600 g pendant 10 min a 4°C. Leagygant est filtré sur une couche de gaze et
centrifugé a 7000 g pendant 10 min a 4°C. Le cefdtensuite repris dans 10 volumes de
tampon d’isolement et la suspension est centrifdg8800 g pendant 10 min a 4°C. Le culot
est repris dans un minimum de tampon d’isoleme@5(tnl par gramme de tissu) et conservé

dans la glace.

Dosage protéeique

1. Principe

La concentration en protéines de la suspensionchotadriale est dosée selon une méthode

colorimétrique utilisant Il'acide bicinchoninique GBAssay kit, Interchim, Montlugon,
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France). Ce dosage consiste en la réduction desddri en Cu par les liaisons peptidiques
des protéines. L'acide bicinchoninique chélateid®s CU avec une trés forte spécificité
aboutissant & la formation d'un complexe solublerécen violet. La réduction des ions<u
en CU par les protéines peut étre ainsi mesurée paurkecte I'absorbance a 562 nm. La
concentration en protéines de I'échantillon peutsaétre calculée a I'aide d'une gamme étalon

obtenue avec des concentrations connues de BS3 0250 mg/ml).

2. Protocole

Les échantillons sont dilués dans du tampon dhisete a deux concentrations différentes
(1/50 a 1/125). Une gamme de BSA (0,25 et 0,50 Mgést réalisée dans du tampon
d'isolement a partir de la solution stock de 2 nigldme solution de travail est préparée a
partir du réactif A (49 volumes) contenant I'acideinchoninique et du réactif B (1 volume)

contenant du sulfate de cuivre. Pour chaque édlmemtpoints de gamme et blanc (tampon
d'isolement), 50 pl sont ajoutés dans 1 ml de mwiwde travail. Aprés une incubation de 30
minutes a 37°C, l'absorbance est mesurée a 562vem un spectrophotométre (Thermo

Scientific, Perbio, Brebiéres, France).

V. Mesure de la consommation d'oxygene mitochondriale

1. Principe

La consommation d'oxygéne de mitochondries isoEstsmesurée par polarographie sur
l'oxygraphe Oxytherm (Hansatech intruments, Cergy Pontoise, France)posé d'une

chambre de mesure thermostatée (37°C) et d'unegatlecsensible a I'oxygéne (€lectrode de
Clark) reliée a un ordinateur permettant ainsi dgualiser la concentration d'oxygene

(nmol/ml) en fonction du temps (minutes).

a) Principe de I'électrode de Clark

L'électrode de Clark est composée d'une cathog#atine polarisée a -0,6 V et d'une anode
en argent reliées par un électrolyte (KCI 3 M) stlées de la cuve de mesure par une

membrane de téflon perméable a l'oxygene. Danarditions, les molécules d'oxygene
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présentes dans la cuve de mesure diffusent a srévemembrane et sont réduites a la cathode

selon la réaction suivante :

O, + 4H" + 46 — 2H,0

La réaction d'oxydation qui se produit de maniénecomitante au niveau de I'anode est :

4Ag + 4CI — 4AgCl + 4e

L'équation bilan de la réaction est alors :

4Ag + 4CT + O, + 4H" — 4AgCl + 2H,0

Le courant ainsi généré est proportionnel a la eotration d'oxygéne dissous dans le milieu.

b) Principe des mesures de consommation d'oxygéne

La consommation d'oxygéne mitochondriale est détgren en utilisant différentes
combinaisons de substrats et d'inhibiteurs de d@nehrespiratoire :

* Pyruvate + malate : Le pyruvate, une fois entré dans la mitochondest
transformé en acétyl-CoA par la pyruvate déshydragé (formation d'un NADH). L'acétyl
CoA peut alors entrer dans le cycle de Krebs etardr la formation de NADH. L'utilisation
d'une forte concentration de malate permet l'inioibide la succinate déshydrogénase et donc
la formation de FADH L'utilisation de pyruvate + malate comme substrpermet alors de
mesurer la consommation d'oxygene uniquement liea@ée des électronga le complexe |
(NADH).

» Succinate + roténone La roténone inhibe le complexe | évitant aindid& reverse
d'électrons vers le complexe | et le succinaterfiodes électrons au complexe |l.

« Palmitoyl-l-carnitine + malate : Le palmitoyl-I-carnitine peut entrer dans la
mitochondrie sans subir la régulation de la CPUrle fois dans la matrice le palmitoyl-I-
carnitine peut entrer dans le cycle flexydation et fournir ainsi du NADH (complexe |) et
du FADH, (ETF : electron transfer flavoprotein) a la chaiegpiratoire. L'acétyl-CoA issu de
la p-oxydation peut alors entrer dans le cycle de Kmgbantrainer la formation de NADH.

L'utilisation de palmitoyl-l-carnitine + malate come substrats permet alors de mesurer la
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consommation d'oxygene liée afleoxydation mais sans prendre en compte la régulatio
exercée par la CPT | sur I'entrée des acides gras.

e Palmitoyl-CoA + carnitine + malate : Pour rentrer dans la mitochondrie, le
palmitoyl-I-CoA doit passer par la CPT I. L'utiligan de ce substrat permet donc de mesurer
la consommation d'oxygéne liée aBkmxydation en prenant en compte la régulation edeerc
par la CPT | sur I'entrée des acides gras.

 TMPD + ascorbate + myxothiazole :Le myxothiazole inhibe le complexe lll. Le
TMPD (N,N,N’,N'-tetramethylp-phenylenediamine) est un transporteur d'électeotificiel
qui permet de transmettre les électrons fournisl'ascorbate au cytochronee L'utilisation
de TMPD + ascorbate + myxothiazole comme subspetmet d'évaluer la consommation

d'oxygene uniqguement due au complexe IV.

La consommation d'oxygéene mitochondriale est égaténtéterminée a différents états
respiratoires pour un méme substrat. Les étatsragsipes définis par Chance et Williams
(1956) selon I'ordre d'addition des différents tiégcsont les suivants :

 Etat 1 : mitochondries seules

 Etat 2 : ajout des substrats

 Etat 3 : ajout d'ADP en quantité limitée

* Etat 4 : la totalité de I'ADP a été convertie enPA

» Etat 5 : anoxie
L'état 2 est fonctionnellement identiqgue a I'étafed absence d'activité ATPasique), et le
dernier terme est classiquement utilisé pour lesxddlicholls et fergusson, 1992). L'état 4
peut également étre obtenu en ajoutant de I'oligomeyqui inhibe I'ATP synthase. Un autre
état respiratoire peut étre déterminé, I'état dgléoabtenu par I'ajout d'un protonophore tel
que le FCCP (carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoty@pylhydrazone). Le FCCP permet le
retour des protons dans la matrice sans passdiAp& synthase. Cet état découplé permet
ainsi d'évaluer la capacité maximale de la chaespiratoire (sans limitation par 'ATP
synthase). Un exemple de mesure de consommatioygéioe est présenté dang-igure 21
Le rapport de contrble respiratoire (RCR : respmatontrol ratio) est obtenu en divisant la
consommation d'oxygene a l'état 3 par la consonomatioxygene a l'état 4 (ou 2 ou 4-

oligomycine). Le RCR est un reflet du couplagealpHosphorylation oxydative.
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2. Réactifs

Les réactifs utilisés proviennent de chez Sigmaigld(Lyon, France). Une fois préparés les

réactifs sont aliquotés de maniere a n'utilisenmggeul aliquot par jour d'expérimentation.

Tampon de respiration :

Masse molaire Concentration finale Masse (g)

(g/mol) (mM) gsp 1 L d'eau distillée
KCI 74,55 120 8,95
KH,PO, 136,09 5 0,68
HEPES 238,3 3 0,71
EGTA 380,4 1 0,38
MgCl, 203,3 2 0,41
BSA - 0,3% 3

Le pH est ajusté a 7,4 avec du KOH 5 M et le tanggirconservé a -20°C pendant 6 mois.

Malate (0,5 M) : 670,5 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajustédaarec du KOH 5 M. La

solution est conservée a -20°C pendant 3 mois.

Pyruvate (0,5 M) : 550 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajusté aavgc du KOH 5 M. La

solution est conservée a -20°C pendant 3 mois.

Roténone (2,5 mM) :9,86 mg/10 mléthanol/DMSO (volume/volume). La solution est

conservée a -20°C pendant 3 mois.

Succinate (0,5 M) :590,5 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajustédaarec du KOH 5 M.

La solution est conservée a -20°C pendant 3 mois.

Palmitoyl-I-carnitine (4 mM) : 17,44 mg/10 ml éthanol. La solution est conseé20°C

pendant 3 mois.

Carnitine (100 mM) : 98,83 mg/5 ml eau distillée. La solution est comée a 4°C pendant 1

mois.
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Palmitoyl-CoA (4 mM) : 40,24 mg/10 ml éthanol 70 %. La solution est coréea -20°C
pendant 3 mois.

Myxothiazole (5 mM) : 2,44 mg/1 ml éthanol. La solution est conservée204C pendant 3

Mois.

Ascorbate (0,5 M) :49,5 mg/500 ul eau distillée. La solution est prép extemporanément.
TMPD (100 mM) : 8,21 mg/500 pl éthanol. La solution est préparéengporanément.

ADP (30 mM) : 15,04 mg/1ml eau distillée. La solution est prépagxtemporanément.
Oligomycine (1 mg/ml éthanol) :La solution est conservée a -20°C pendant 1 mois.

FCCP (0,8 mM) : Une solution de 8 mM est préparée en dissolvang 2enFCCP dans 1 ml
d'éthanol. La solution de 8 mM est diluée au 1&@onservée a -20°C pendant 1 mois.

Cytochrome ¢ (320 uM) : 19,8 mg/5 ml eau distillée. La solution est conéera -20°C
pendant 1 mois.

3. Protocole

Avant la premiere mesure, I'oxygraphe est caliblg @mpérature de 37°C a partir de deux
points :

* 100 % d'oxygene, obtenu par I'équilibration de I2dentampon de respiration a la
pression atmosphérique.

* 0 % d'oxygene, obtenu par I'ajout de dithionitesddium, un agent réducteur qui

consomme l'oxygene du milieu.

Apres avoir abondamment rincé la cuve de mesure ded'eau distillée, sont injectés dans
I'ordre (sous agitation constante et a 37°C) :

* le milieu de respiration (2 ml desquels on a gaitste volume de mitochondries
isolées)

* 0,5 mg/ml de mitochondries isolées

* les substrats et inhibiteurs adéquatshleau §

e 20 ul d'ADP (soit 300 uM)

4 ul d'oligomycine (soit 2 pg/ml)

* 6 ul de FCCP (soit 2,4 uM)
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L'ajout du réactif suivant se fait quand la peniéenue est suffisante pour étre quantifiée
(minimum 1 minute). Entre chaque mesure la cuvmesure est rincée 3 fois a I'eau distillée,
2 fois a I'éthanol 70% et 3 fois a l'eau distillégntégrité des mitochondries est évaluée en
ajoutant 50 ul de cytochrome (320 uM) apres linjection d'ADP. Si la consomroati
d'oxygene liée a l'injection du cytochromest supérieure a celle de I'ADP cela signifie que
le cytochrome est entré librement dans I'espace intermembrapetidenc que la membrane
externe est endommagée. Une augmentation supéredrg % entraine l'exclusion des

résultats.

4. Expression des résultats

La vitesse de consommation d'oxygene est déterneinéalculant la valeur des pentes dans
leur partie la plus linéaire. Les résultats en dmwi/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 syg#lBATP en fonction de la consommation
d'oxygene mesurées simultanément. Il permet d'ejgpréefficacité de la phosphorylation
oxydative. Ce rapport est déterminé a l'aide dustésye hexokinase" basé sur une
régénération de I'ADP (Fontairet al, 1996), permettant ainsi d'obtenir un état 3 stabl
L'intensité de I'état 3 peut étre modulée par dmscentrations croissantes d’hexokinase
aboutissant a I'obtention d'une cinétique de lah&ge d'ATP en fonction de la consommation
d'oxygene comprise entre I'état 4 (absence de &ymtd'ATP) et I'état 3 (synthése d'ATP
maximale). La réaction catalysée par I'hexokin&B€) st la suivante :

HK

v

Glucose + ATP Gl 6-Phosphate + ADP

L'ATP synthétisé est mesuré indirectement en énaliaaproduction de glucose-6-phosphate
durant la réaction. La glucose-6-phosphate déskyhase (G6PDH) permet la formation de
NADPH a partir du glucose-6-phosphate :
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G6PDH
Glucose-6-Phosphate + NADP » Gluconate-6-Phosphate + NADPH

La quantitt de NADPH formé lors de cette réactioautpalors étre mesurée au
spectrophotomeétre a la longueur d'onde de 340 nestetlirectement proportionnelle a la

guantité d'ATP synthétise.

2. Réactifs

Les réactifs utilisés proviennent de chez Sigmariéd(Lyon, France) excepté pour 'ATP
(Roche, Meylan, France). Une fois prépares lestiféaont aliquotés de maniere a n'utiliser

gu'un seul aliquot par jour d'expérimentation.

Tampon respiration : cf partie A-IV-2
Glucose (0,5 M) :90 mg/1 ml eau distilléd.a solution est préparée extemporanément.

Roténone (2,5 mM) :9,86 mg/10 ml éthanol/DMSO (volume/volume). Lausioin est

conserveée a -20°C pendant 3 mois.

Succinate (0,5 M) :590,5 mg/10 ml eau distilléke pH est ajusté a 7,4 avec du KOH 5 M.
La solution est conservée a -20°C pendant 3 mois.

ATP (8,4 mM) : 5,08 mg/1 ml eau distilléda solution est préparée extemporanément.

Hexokinase (5 U/ml) :Un flacon de 500 U est repris dans 5 ml d'eaulldistet la solution
obtenue est conservée en aliquots a -20°C pendamii€ Le jour de I'expérimentation, la

solution d'hexokinase a 100 U/ml est diluée au®/20

G6PDH (125 U/ml) :Un flacon de 500 U est repris dans 2 ml d'eaulidistet la solution
obtenue est conservée en aliquots a -20°C pendamii€ Le jour de I'expérimentation, la
solution de G6PDH a 250 U/ml est diluée au 1/2.

NADP" (7 mM) : 5,5 mg/1 ml eau distilléé.a solution est préparée extemporanément.
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3. Protocole

a) Mesure de la consommation d'oxygene

Dans la cuve de mesure sont injectés dans |'osdies (agitation constante et a 37°C) :

* le milieu de respiration (2 ml desquels on a gaitste volume de mitochondries
isolées)

* 80 ul de glucose (soit 20 mM)

* 4 pl de roténone (soit 5 uM)

* 20 ul de succinate (soit 5 mM)

* 0,5 mg/ml de mitochondries isolées

e 30 ul d'ATP (soit 125 uM)

* 4,13, 25 ou 70 ul d’hexokinase (soit de 10 arhidBml)
Lorsque la consommation d'oxygéne est stable (2tesnapres l'injection d’hexokinase), trois
prélévements de 200 ul sont réalisés dans la cevaasure a 30 secondes d'intervalle. Ces
prélevements sont immédiatement ajoutés dans unéosod'acide perchlorique (6 %) et
centrifugés a 8000 g pendant 3 minutes et a 4°Gukieageant est neutralisé avec du KOH 5

M et congelé a -80°C jusqu'au dosage de I'ATP.

b) Dosage de I'ATP

Dans un tube a hémolyse, sont mélangés :

« 830 pl de tampon de respiration

« 70 pl de NADP (soit 0,5 mM)

* 100 pl de surnageant
La densité optique est préalablement mesurée a4ét sera soustraite de la valeur finale.
La réaction enzymatique est initiée par l'ajout2dgl de G6PDH (soit 0,25 U/ml). Aprés

incubation a 37°C pendant 1 heure, la densité optast & nouveau mesurée a 340 nm.

4. Expression des résultats

La vitesse de consommation d'oxygéne est déterneinéalculant la valeur des pentes dans
leur partie la plus linéaire. Les résultats en dmwi/ml sont convertis en natomes/min/mg

protéines. Afin de s'affranchir de la respiratioikel a une activité ATPasique, la
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consommation d'oxygene liée a I'ajout d'ATP essBaiie de la valeur obtenue aprés ajout de
I'HK :

valeur réelle = pente HK — (pente aprés ATP — panéait ATP)
La quantité d'ATP synthétisé est déterminée entssyasnt les valeurs de DO avant et apres
I'ajout de G6PDH et en utilisant le coefficientdiection molaire du NADPH (soit 6220 M
! cm!) dans la loi de Beer-Lambert. La valeur de sysgh@ATP est finalement exprimée en
nmoles ATP/min/mg protéines. Pour chaque conceéotrat’hexokinase une valeur de
consommation d'oxygene et une valeur de synthédePdsont obtenues permettant ainsi la
construction de la droite représentant la cinétigiue rapport ATP/O. Comme pour la
consommation d'oxygene, la synthese d'ATP liée #odmation d'ADP par une activité
ATPasique est soustraite de la valeur obtenue destrmyant la valeur correspondant a la

mesure sans hexokinase).

VI. Mesure du potentiel de membrane mitochondrial

1. Principe

La mesure du potentiel de membrane mitochondriakedisée en parallele de la mesure de la
consommation d'oxygéne selon la méthode de Bra®@5)1 Son principe repose sur
'équilibration de part et d’autre de la membramgeine mitochondriale d’'une sonde
moléculaire chargée positivement, le triphenylmigthgsphonium (TPMB. Le TPMP,
étant une molécule lipophile, va diffuser passivehtans la matrice en fonction du potentiel
électrigue jusqu’a atteindre un équilibre commeiti@ar I'équation de Nernst :

AY = 2,3 (RT/F) log ((TPMP]int/[TPMP *]ex)
L’accumulation du TPMP dans la matrice est mesurée indirectement en rdiét@nt sa
concentration extramitochondriale & l'aide d’'unecélode sensible au TPMPLa force
protomotrice Ap) représente I'addition du potentiel de membraxi { différence de charge

électrique de part et d’'autre de la membrane ie)est du gradient de protondpH :
différence de concentration en protons de paraeitid de la membrane interne) :

Ap =AY - 2,3 RTApH
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L’ajout de nigéricine, catalyseur de I'antiporf/Kd*, permet de dissiper lapH et de le
transformer en potentiel électrique, rendant aitesi force protomotrice directement

proportionnelle au potentiel de membrane.

2. Réactifs

Les réactifs utilisés proviennent de chez Sigmarigid(Lyon, France) excepté pour I'ATP
(Roche, Meylan, France) et pour le TPMMMerck, Darmstadt, Allemagne). Une fois
préparés les réactifs sont aliquotés de maniéréutlliser qu'un seul aliquot par jour

d'expérimentation.

Tampon respiration : cf partie A-IV-2
Nigéricine (80 pg/ml éthanol) :La solution est conservée a -20°C pendant 3 mois.

TPMP™ (10 mM) : 178,6 mg/50 ml eau distillée. La solution est conée a température

ambiante pendant 3 mois.

TPMP™ (0,5 mM) : La solution de 10 mM fraichement préparée est dilag 1/26 et

conservée a -20°C pendant 3 mois.

Malonate (0,5 M) : 520,5 mg/10 ml tampon de respiration. Le pH egstaja 7,4 avec du

KOH 5 M. La solution est conservée a -20°C pen@anbis.

Malonate (0,1 M) : La solution de 0,5 M est diluée au 914 conservée a -20°C pendant 3

mois.

Roténone (2,5 mM) :9,86 mg/10 ml éthanol/DMSO (volume/volume). Lausioin est

conservée a -20°C pendant 3 mois.

Succinate (0,5 M) :590,5 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajustédaarec du KOH 5 M.

La solution est conservée a -20°C pendant 3 mois.
Oligomycine (1 mg/ml éthanol) :La solution est conservée a -20°C pendant 1 mois.
Glucose (0,5 M) :90 mg/1 ml eau distilléd.a solution est préparée extemporanément.

ATP (8,4 mM) : 5,08 mg/1 ml eau distillée. La solution est prépagxtemporanément.
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Hexokinase (5 U/ml) :Un flacon de 500 U est repris dans 5 ml d'eaulldistet la solution
obtenue est conservée en aliquots a -20°C pendardi€ Le jour de I'expérimentation, la

solution d'hexokinase & 100 U/ml est diluée au®dads de I'eau distillée.

FCCP (0,8 mM) : Une solution de 8 mM est préparée en dissolvang 2enFCCP dans 1 ml
d'éthanol. La solution de 8 mM est diluée au 1&@onservée a -20°C pendant 1 mois.

3. Protocole

La mesure de consommation d'oxygene est réaliséeursuoxygraphe Rank Brothers
(Cambridge, Angleterre) relié & une table tracabDtela méme maniére que pour l'oxygraphe
Hansatech, I'électrode est calibrée afin d'obtiesirvaleurs de 100 % et de 0 % d'oxygene.
Une électrode sensible au TPM@ournie par Martin D. Brand) est elle aussi rel&la table
tracante. Cette électrode contient une solutioT@BIP" & 10 mM et est conservée dans du
tampon de respiration contenant 2 uM de TPMP

a) Détermination de la relation entre la consommatiatpxygéne et le potentiel de
membrane en condition non-phosphorylante

Dans la cuve de mesure sont injectés dans |'osdres (agitation constante et a 37°C) :

* le milieu de respiration (2 ml desquels on a gaitste volume de mitochondries
isolées)

» 2 ul de nigéricine (soit 80 ng/ml)

* 4 ul de roténone (soit 5 uM)

» 2 ul d'oligomycine (soit 1 pg/ml)

* 0,5 mg/ml de mitochondries isolées
Aprés avoir été rincée a l'eau distillée, I'éledtraensible au TPMRest immergée dans la
cuve de mesure et est équilibrée par 4 additioosessives de 2 pl de TPMR 0,5 mM (soit
4 x 0,5 pM). La mesure démarre par l'addition dep2de succinate (soit 5 mM). La
consommation d'oxygene est inhibée progressiveparitajout de concentrations croissantes
et non-saturantes de malonate (de 0,1 mM a 5 Filyyre 22). Le potentiel électrique est
finalement dissipé par I'ajout de 6 pl de FCCPt(8gt uM) afin de déterminer la ligne de

base du potentiel.
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b) Détermination de la relation entre la consommatiatoxygéne et le potentiel de
membrane en condition phosphorylante

Dans la cuve de mesure sont injectés dans |'osdies (agitation constante et a 37°C) :

* le milieu de respiration (2 ml desquels on a gaitste volume de mitochondries
isolées)

* 2 pl de nigéricine (soit 80 ng/ml)

* 4 ul de roténone (soit 5 uM)

* 80 ul de glucose (soit 20 mM)

* 0,5 mg/ml de mitochondries isolées
Aprés avoir été rincée a l'eau distillée, I'éledtraensible au TPMRest immergée dans la
cuve de mesure et est équilibrée par 4 additioosessives de 2 pl de TPMR 0,5 mM (soit
4 x 0,5 uM). La mesure démarre par I'addition dguR@e succinate (soit 5 mM) suivie de
lajout de 30 pl d'ATP (soit 125 uM). La consommati d'oxygéne est stimulée
progressivement par l'ajout de concentrations sanies et non-saturantes d'hexokinase (4 pl,
9 ul, 12 ul puis 45 pl d'hexokinase a 5 U/ml seitl® a 175 mU/ml). Le potentiel électrique
est finalement dissipé par l'ajout de 6 pl de FC&ht 2,4 uM) afin de déterminer la ligne de

base du potentiel.

4. Expression des résultats

La vitesse de consommation d'oxygéne est déterngnéealculant la valeur des pentes en
mm/min dans leur partie la plus linéaire. La valear mm/min est ensuite convertie en
natomes/min/mg protéines en utilisant la differeacanm entre le 100 % et le 0 % d'oxygene
qui correspond a 406 natomes/ml (saturation dgggeme dans du tampon de respiration a
37°C et a la pression atmosphérique moyenridd8hPa).

Les déviations du tracé de I'électrode sensiblERMP" sont mesurées par rapport a la ligne
de baseRigure 22). Les concentrations en TPMBorrespondantes sont déterminées a l'aide
d'une droite de calibration construite en mesuestéviations du tracé par rapport a la ligne

de base obtenues suite a I'ajout des 4 doses gevDele TPMP et en appliquant I'équation :

Déviation (mm) = f(log[TPMP"])
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Cette droite de calibration permet d'obtenir ledems de concentrations en TPMP
extramitochondrial ([TPMRex). Les valeurs de potentiel de membrane en voits@atenues

en utilisant I'équation de Nernst :

AY = 2,3 (RT/F) log ([TPMPTint/[TPMP ] ex)

La concentration en TPMPRntramitochondrial est :

[TPMP Jint = ([TPMP iotate - [TPMP *]ext) x Bf / [mitochondries]

Avec : ¢ [TPMPiom = 4 x 0,5 uM = 2 pM, qui correspond a la concdittnatotale de
TPMP' ajouté dans la cuve de mesure.

» Bf (Binding factor) qui correspond & un facteuratgrection prenant en compte la
fraction de TPMP liée aux membranes et aux protéines. Pour le Bfiegst égale a 0,42
(1l/mg protéines) selon Rolfeet al (1994).

 [mitochondries] qui correspond a la concentragonmitochondrie isolée exprimée

en mg/ul.

Finalement on a I'équation :

AY = 2,3 (RT/F) log ([TPMP'ietate - [TPMPJex) 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 (mVeetvhaleurs de consommation d'oxygéne
(natomes/min/mg protéines) pour chaque concentrad® malonate ou d'hexokinase, une
courbe cinétigue peut alors étre réalisée en donditon-phosphorylante et en condition

phosphorylante respectivement.
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VIl. Dosage des activités enzymatiques mitochondriales

Les dosages des activités enzymatiques des corsplehelll et IV et de la citrate synthase
sont réalisés sur mitochondries isolées selondegptations de la méthode de Malgatal
(1999) et en accord avec les techniques de consé&# (Association Francaise contre les
Myopathies). Le principe des dosages des compld&da chaine respiratoire repose sur le
transfert d'électrons d'un donneur (substrat) aaoepteur. La mesure par spectrophotométrie
de la vitesse d'apparition de I'accepteur réduitl®ulisparition du donneur oxydé permet de
quantifier I'activité enzymatique associée.

Les réactifs utilisés proviennent de chez Sigmaiétd(Lyon, France) excepté pour I'ATP, le
NADH, la LDH et la PK (Roche, Meylan, France), pderdécylubiquinone (Tebu-bio, La
Perray-en-Yvelines, France) et pour le cytochromexydé (Acros Organics, Halluin,
France). Une fois préparés les réactifs sont alégude maniére a n'utiliser qu'un seul aliquot
par jour d'expérimentation.

Pour ces dosages, les mitochondries isolées stmedi dans un tampon spécifique de

maniere a obtenir une concentration de 1 mg/mlgGaaosage est réalisé en duplicate.

Tampon de dilution des mitochondries :

Masse molaire Concentration finale Masse fg).
(g/mol) (mM) gsp 100 ml d'eau
distillée
Saccharose 342.,3 280 9,58
Tris base 121,14 10 0,121

Le pH est ajusté a 7,4 avec de I'HCI 5 M et |le tamgst conservé a -20°C pendant 6 mois.

1. NADH ubiquinone oxydoréductase (complexe I)
a) Principe

La réaction enzymatique catalysée par le complest la suivante :

NADH + H™ + ubiquinone — NAD" + ubiquinol
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Le principe du dosage consiste a mesurer l'oxydatio NADH, dont l'absorbance est
mesurée a 340 nm, en présence d'un analogue dgpiihdne, le décylubiquinone. Lors de la
mesure spectrophotomeétrique, la diminution de d&dimnce a 340 nm est alors
proportionnelle a I'activité du complexe |. Ce dysa&st realisé en présence et en absence de
roténone (inhibiteur spécifique du complexe I)nafiobtenir I'activité d'oxydation du NADH

spécifiqgue du complexe 1.

b) Réactifs

Tampon KH,PO,4 (100 mM), pH 7,5 :1,36 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajusté@: 7,
avec du KOH 5 M. La solution est conservée a -208@dant 6 mois.

BSA (50 mg/ml eau distillée) La solution est conservée a -20°C pendant 6 mois.

Décylubiquinone (25 mM) : 10 mg/1,25 ml DMSO. La solution est conservée @ G2
pendant 3 mois.

Roténone (2,5 mM) :9,86 mg/10 ml éthanol/DMSO (volume/volume). Lausioin est
conservée a -20°C pendant 3 mois.

NADH (10 mM) : 7,1 mg/1 ml eau distillée. La solution est prépaggtemporanément dans

un tube en verre et protégée de la lumiere.

c) Protocole

Dans un tube en verre, sont ajouteés :

* 390 ul d'eau distillée

* 500 pl de tampon KHPO, (soit 50 mM)

e 75 pl de BSA (soit 3,75 mg/ml)

* 4 ul de décylubiquinone (soit 100 puM)

e +/— 4 pl de roténone (soit 10 uM)

* 20 pul de mitochondries isolées (soit 20 pg/ml)
Ce mélange réactionnel est incubé a 37°C pendamn@tes. La réaction est ensuite initiee
par I'ajout de 10 pl de NADH (soit 100 uM). L'évibddun de I'absorbance a 340 nm est suivie
au spectrophotometre (Beckman DU 640B, Beckman t@&guRoissy CDG, France),

thermostaté a 37°C, pendant 2 minutes.
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d) Expression des résultats

Les variations d'absorbance sont mesurées, enidarati temps, sur la partie linéaire de la
cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/mg deof@ines) du complexe | est calculée en

utilisant la formule suivante :

ADO(r) - ADO:p 10°

£XapbH X SNnaDH Ghito

ADOy : variation de DO par minute sans roténone

ADO., : variation de DO par minute avec roténone

| : longueur de traversée du faisceau optique ersoinl

& napn | coefficient d'extinction molaire du NADH & 34thnen mM*.cmi?, soit 6,22
Snyapn : Nombre steechiométriqgue du NADH dans I'équatiofadéaction, soit 1

Omito : quantité de mitochondries ajoutée dans le mil&ctionnel en mg, soit 0,020

2. Succinate ubiquinone oxydoréductase (complexe II)
a) Principe

Le complexe Il catalyse deux réactions enzymatiguesessives :
succinate + FAD— fumarate + FADH,
FADH , + ubiguinone — FAD + ubiquinol

Le dosage du complexe Il fait intervenir un compatémique de couleur bleue, le

dichlorophenolindophenol (DCPIP), qui absorbe Iaikre a 600 nm. Lorsque le DCPIP est
réduit par l'ubiquinol, il perd sa couleur bleuen&ibsorbe plus la lumiére. Lors de la mesure
spectrophotométrique, la diminution de l'absorbaac@00 nm est alors proportionnelle a
l'activité du complexe Il. Dans ce dosage l'ubignim est remplacé par un analogue, le

décylubiquinone.
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b) Réactifs

Tampon KH,;PO, (100 mM), pH 7,5 :1,36 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajustéd 7,
avec du KOH 5 M. La solution est conservée a -208adant 6 mois.

BSA (50 mg/ml eau distillée) La solution est conservée a -20°C pendant 6 mois.

Succinate (200 mM) :236,2 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajustédaarec du KOH 5

M. La solution est conservée a -20°C pendant 3.mois

KCN (10 mM) : 6,5 mg/10 ml eau distillée. La solution est coméera -20°C pendant 1

mois.

Roténone (2,5 mM) :9,86 mg/10 ml éthanol/DMSO (volume/volume). Lausioin est
conservée a -20°C pendant 3 mois.

Antimycine A (1 mg/ml éthanol) : La solution est conservée a -20°C pendant 1 mois.

DCPIP (0,51 mM) : 1,48 mg/10 ml eau distillée. La solution est prépagxtemporanément

et incubée a 37°C.

Décylubiquinone (25 mM) : 10 mg/1,25 ml DMSO. La solution est conservée @ G2

pendant 3 mois.

c) Protocole

Dans un tube en verre, sont ajoutés :

* 500 pl de tampon KHPOy (soit 50 mM)

* 50 ul de BSA (soit 2,5 mg/ml)

* 150 ul de succinate (soit 30 mM)

* 100 pul de KCN (soit 1 mM)

* 5 ul d'antimycine A (soit 5 pg/ml)

» 2 ul de roténone (soit 5 uM)

¢ 195 pl de DCPIP (soit 100 puM)

* 5 pl de mitochondries isolées (soit 5 pg/ml)
Ce mélange réactionnel est incubé a 37°C pendamn@tes. La réaction est ensuite initiee
par I'ajout de 2 ul de décylubiquinone (soit 50 pMgvolution de I'absorbance a 600 nm est

suivie au spectrophotometre, thermostaté a 378Ddant 2 minutes.

-83 -



d) Expression des résultats

Les variations d'absorbance sont mesurées, enidarati temps, sur la partie linéaire de la
cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/mg deot@ines) du complexe Il est calculée en

utilisant la formule suivante :

ADO 10°
AS = X
EX%cpip X SNpcpip Chito

ADO : variation de DO par minute

| : longueur de traversée du faisceau optique ersoinl

& pepip: coefficient d'extinction molaire du DCPIP & 628, en mM-.cm?, soit 19,1
Snpcpip: Nombre stoechiométrique du DCPIP dans I'équagda déaction, soit 1

Omito - quantité de mitochondries ajoutée dans le milactionnel en mg, soit 0,005

3. Ubiquinol cytochrome c oxydoréductase (complexe 1l1)
a) Principe

La réaction enzymatique catalysée par le compliest la suivante :

cytochromec oxydé + ubiquinol— cytochromec réduit + ubiquinone

Le principe du dosage repose sur la mesure dedlactién du cytochrome qui une fois
réduit absorbe la lumiére a 550 nm. L'augmentatienl'absorbance a 550 nm est alors
proportionnelle a l'activité du complexe lll. Daos dosage l'ubiquinol est remplacé par un
analogue, le décylubiquinol. Ce dosage est réalisprésence et en absence d'antimycine A
(inhibiteur spécifique du complexe 1ll), afin d'ebir I'activité de réduction du cytochroroe

spécifique du complexe lll.

b) Réactifs

Tampon KH,;PO, (200 mM), pH 7,5 :2,72 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajustéd 7,

avec du KOH 5 M. La solution est conservée a -208fdant 6 mois.

BSA (50 mg/ml eau distillée) La solution est conservée a -20°C pendant 6 mois.

-84 -



EDTA (1 mM) : 29,2 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajusté aa¥é&c du NaOH 5 M. La
solution est conservée a -20°C pendant 6 mois.

KCN (10 mM) : 6,5 mg/10 ml eau distillée. La solution est com8era -20°C pendant 1

mois.

Cytochrome ¢ oxydé (1 mM) : 12,38 mg/l ml eau distillée. La solution est prépa

extemporanément.
Antimycine A (1 mg/ml éthanol) : La solution est conservée a -20°C pendant 1 mois.

Décylubiquinol (25 mM) : 20 mg de décylubiquinone sont dissous dans 4,77&@éttianol
absolu afin d'obtenir une concentration de 13 mklsphectre du décylubiquinone oxydé est
réalisé en diluant 10l de décylubiquinone dans 1 ml d’éthanol et emlidabsorbance entre
250 et 350 nm. Un pic a 275 nm doit apparaitre avecabsorbance proche de 2,6. A partir
de I'étape suivante, toutes les étapes doiventé&dhisées a I'abri de la lumiére. La solution de
décylubiquinone est réduite par quelques cristaexbdrohydrure de sodium puis 30
d’acide chlorhydrique fumant (& 37 %) sont ajoutEésrsque la solution est totalement
décolorée, elle est centrifugée pendant 15 miru#300 rpm. Le spectre du décylubiquinone
réduit (décylubiquinol) est réalisé en diluant,il@e décylubiquinone dans 1 ml d’éthanol et
en lisant I'absorbance entre 250 et 350 nm. Unap&85 nm doit alors apparaitre avec une
absorbance proche de 0,7. Le surnageant est répadideux tubes en verre et dans chacun
sont ajoutés 2,5 ml de tampon KO 100 mM/sorbitol 250 mM pH 7,4 et 1,5 ml de
cyclohexane. Apres agitation, les deux solutionst gegroupées dans un méme tube et
centrifugées pendant 10 minutes a 1000 g. La phigsérieure (organique) est recueillie dans
un tube, préalablement pesé, et est conservébéscliaté. L'extraction de la phase inférieure
est répétée deux fois par ajout de 1,5 ml de cealahe et centrifugation a 1000 g pendant 10
minutes. Les phases organiques sont regroupéesgbrées sous azote. Le tube contenant
I'extrait sec est pesé sur une balance de précims repris dans 2 ml de cyclohexane et
aliquoté par 5Qul dans des microvials. Les microvials sont alors iévaporer sous azote
puis bouchés rapidement et conservés a I'obscarit80°C. La masse de décylubiquinol
contenu dans chaque microvial est déterminée, astrayant le poids du tube contenant
I'extrait sec et le poids de ce méme tube vide.déeylubiquinol ainsi préparé peut étre
conserveé pendant 3 mois. Le jour de la manipulatiormicrovial est repris dans de I'éthanol

absolu de maniere a obtenir une concentration deM5
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c) Protocole

Dans un tube en verre, sont ajoutés :

e 220 ul d'eau distillée

* 500 pl de tampon KHPO, (soit 100 mM)

* 20 ul de BSA (soit 1 mg/ml)

* 50 ul d'EDTA (soit 50 uM)

* 100 pul de KCN (soit 1 mM)

* 100 pl de cytochromeoxydé (soit 100 pM)

e +/- 5 pl d'antimycine A (soit 5 pg/ml)

* 5 pl de mitochondries isolées (soit 5 pg/ml)
Ce mélange réactionnel est incubé a 37°C pendas¢@ihdes. La réaction est ensuite initiée
par I'ajout de 4 pl de décylubiquinol (soit 100 pMgvolution de I'absorbance a 550 nm est

suivie au spectrophotometre, thermostaté a 378Ddamt 1 minute.

d) Expression des résultats

Les variations d'absorbance sont mesurées, enidarati temps, sur la partie linéaire de la
cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/mg deofgines) du complexe Il est calculée en

utilisant la formule suivante :

ADO(a) - ADOy:p 10°
AS = X
| X € cytc X SNeyt e Ghito

ADOQyp : variation de DO par minute sans antimycine A

ADOQy.) : variation de DO par minute avec antimycine A

| : longueur de traversée du faisceau optique ersoinl

€ ot ¢ - Coefficient d'extinction molaire du cytochromeéduit & 550 nm, en miticm?, soit 18,5
Sngyto: NOomMbre stoechiométrique du cytochroeraans I'équation de la réaction, soit 1

Omito - quantité de mitochondries ajoutée dans le milactionnel en mg, soit 0,005
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4. Cytochrome c oxydase (complexe 1V)
a) Principe

La réaction enzymatique catalysée par le complest la suivante :

cytochromec réduit + % O, + 2 H" — cytochromec oxydé + HO

Le principe du dosage repose sur la mesure dedidion du cytochrome. Le cytochromes
réduit absorbant la lumiere a 550 nm, la diminutdm I'absorbance a 550 nm est alors

proportionnelle a I'activité du complexe IV.

b) Réactifs

Tampon KH,PO, (50 mM), pH 7 : 680 mg/100 ml eau distillée. Le pH est ajustéaadtc du

KOH 5 M. La solution est conservée a -20°C pen@anbis.

Cytochrome ¢ (1 mM) : 12,38 mg/l ml eau distillée. La solution est prépa

extemporanément.

Cytochrome c réduit (80 pM) :
La solution de cytochromeréduit est préparée extemporanément, de la maguérante :

e Diluer 800 pul de la solution de cytochrome(l mM) dans 9,2 ml de tampon
KH-PO, (50 mM, pH 7).

« Oxyder 1 ml de cette solution en y ajoutant 5 radadricyanure de potassium ("0 %
réduit") et réduire 1 ml de cette solution en yuggmt 5 mg de dithionite de sodium ("100 %
réduit")

* Lire la DO de ces deux solutions a 550 et 560 Inenrapport 550/560 nm doit étre
proche de 1,16 pour le "0 % réduit" et compris entret 10 pour le "100 % réduit". Afin
d'obtenir une réduction comprise entre 92 et 97ufie fourchette de DO a 550 nm est
calculée selon la formule suivante :

+ 92 % réduction : ((D&onm re— DOssonm oy X 0,92) + DQs0nm ox
« 97 % réduction : ((D&onm re¢— DOssonm oy X 0,97) + DQs0nm ox

» Ajouter, par fraction de 20 pl, le cytochromeéduit ("100 % réduit”) aux 8 ml de

cytochromec initiaux et lire la DO a 550 nm. Cette opératiat Epétée jusqu'a l'obtention

d'une DO comprise dans la fourchette déterminésgisiement.
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c) Protocole

Dans un tube a hémolyse, 998 ul de cytochraméduit sont incubés a 37°C pendant 3
minutes. La réaction est ensuite initiée par I'age 2 pl de mitochondries isolées (soit 2
pg/ml). L'évolution de I'absorbance a 550 nm estiswau spectrophotometre, thermostaté a

37°C, pendant 1 minute.

d) Expression des résultats

Les variations d'absorbance sont mesurées, enidarati temps, sur la partie linéaire de la
cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/mg deof@ines) du complexe IV est calculée en

utilisant la formule suivante :

ADO 10°

| X € cytc X SNeytc Ghito

ADO : variation de DO par minute

| : longueur de traversée du faisceau optique ersoiml

€ ot ¢ - coefficient d'extinction molaire du cytochromeéduit & 550 nm, en milcm’?, soit 18,5
Sngyt.: Nombre staechiométrique du cytochroer@ans I'équation de la réaction, soit 1

Omito - quantité de mitochondries ajoutée dans le miéactionnel en mg, soit 0,002

5. ATP synthase
a) Principe

Le dosage de l'activité de I'ATP synthase estgéaelon une méthode adaptée de Rastin
al. (1994). L'ATP synthase catalyse la synthése deR'A partir de I'ADP + Pi. Cette réaction
est réversible, aussi le principe de ce dosageistena mesurer l'activité ATPasique, en

mesurant la formation d’ADP a partir d'ATP, enisdiht le systéme enzymatique suivant :
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ATPase
ATB » ADP + Pi

ADP + phosphoenolpyruvate » ATP + pyruvate
pyruvate kinase

pyruvate + NADH » lactate + NAD'
lactate
déshydrogénase

L'absorbance du NADH est mesurée a 340 nm. La diioim de I'absorbance a 340 nm est
alors proportionnelle a I'activité de 'ATPase. disage est réalisé en présence et en absence
d'oligomycine afin d'obtenir l'activité spécifiquie 'ATPase. Dans les conditions de ce
dosage (présence de FCCP et pH basique), l'actd@él'ATPase est directement

proportionnelle a celle de I'ATP synthase.

b) Réactifs

Tampon G1:

Masse molaire Concentration finale Masse (m?l)

(9/mol) (mM) gsp 50 ml d'eau
distillée

MgClZ 203,3 5 50,82
KCI 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 a 8 avec de I'HCI 5 M et le tamgstrconservé a 4°C pendant 3 jours.

NADH (10 mM) : 7,1 mg/1 ml eau distillée. La solution est prépaggtemporanément dans

un tube en verre et protégée de la lumiere.
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Oligomycine (1 mg/ml éthanol) :La solution est conservée a -20°C pendant 1 mois.
FCCP (10 mM) : 2,5 mg/1 ml d'éthanol. La solution est conservé®aC pendant 1 mois.
Antimycine A (2,5 mg/ml éthanol) :La solution est conservée a -20°C pendant 1 mois.
Lactate déshydrogénase (LDH) La LDH est fournie sous forme de solution a 500U
Pyruvate kinase (PK) :La PK est fournie sous forme de solution a 500@I1U/

Tampon G2 .
Dans 5 ml de tampon G1, sont ajoutés :
¢ 1,5 ul de FCCP (soit 3 uM)
» 1 ul d'antimycine A (soit 0,5 pg/ml)
* 20 ul de LDH (soit 20 U/ml)
* 20 ul de PK (soit 20 U/ml)

Le tampon G2 est préparé extemporanément.

c) Protocole

La solution de mitochondries isolées a 1 mg/mlidisie au 1/1Den ajoutant 100 pl dans
900 ul d'eau distillée dans un tube Kimble. La sotua 100 pug/ml obtenue est alors soumise
a un cycle de sonication de 6 x 5 secondes avee@ihdes de repos entre chaque sonication.
La sonication est réalisée dans la glace.
Dans un tube en verre, sont ajouteés :

* 670 pl d'eau distillée

* 200 pl de tampon G2

e +/— 10 pl d'oligomycine (soit 10 pg/ml)

* 100 ul de la solution de mitochondries soniquéé (£ pg/ml)
Ce mélange réactionnel est incubé a 37°C pendamn@tes. La réaction est ensuite initiee
par I'ajout de 30 pl de NADH (soit 300 uM). L'éviddun de I'absorbance a 340 nm est suivie

au spectrophotometre, thermostaté a 37°C, pel@esgcondes.

d) Expression des résultats

Les variations d'absorbance sont mesurées, enidarati temps, sur la partie linéaire de la
cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/mg deines) de I'ATP synthase est calculée en

utilisant la formule suivante :
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ADO(0) - ADO0y 10°

AS

1]
x

£XapH X SNnaDH Ghito

ADOQq, : variation de DO par minute sans oligomycine

ADOy.y : variation de DO par minute avec oligomycine

| : longueur de traversée du faisceau optique ersoinl

& napn | coefficient d'extinction molaire du NADH & 34tnen mM*.cmi?, soit 6,22
Snyapn : Nombre steechiométrique du NADH dans I'équatiofadéaction, soit 1

Omito - quantité de mitochondries ajoutée dans le milactionnel en mg, soit 0,010

6. Citrate synthase
a) Principe

La citrate synthase, premiere enzyme du cycle @b rcatalyse la réaction suivante :

acétyl-CoA + oxaloacétate + bD — citrate + CoA-SH

Le dosage fait intervenir l'acide 5,5'-dithio-bis{@obenzoique) ou DTNB. Le DTNB réagit
avec les groupements thiols (-SH) du CoA-SH poumér du trinitrobenzéne (TNB) selon la

réaction suivante :

2 CoA-SH + DTNB— 2 TNB + C0oA-S-S-CoA

Le TNB est un composé jaune qui absorbe la lum&érdl2 nm. L'augmentation de

l'absorbance a 412 nm est donc proportionnellecévité de la citrate synthase.

b) Réactifs

Tampon Tris (1 M) : 12,11 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajustélaa®ec de I'HCI 5 M.

La solution est conservée a -20°C pendant 6 mois.

DTNB (1 mM) : 1,98 mg/5 ml tampon Tris (1M). La solution estgaie extemporanément
et protégée de la lumiére.
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Oxaloacétate (10 mM) : 6,6 mg/5 ml eau distillée. La solution est préparé

extemporanément.

Acétyl-CoA (10 mM) : 10 mg/1,2 ml eau distillée. La solution est congera -20°C pendant

1 mois.

Triton X 100 (10 %) : Le triton X 100 est dilué au 1/i@ans de I'eau distillée. La solution
est conservée a -20°C pendant 6 mois.

c) Protocole

Dans un tube en plastique, sont ajoutés :

» 750 pl d'eau distillée

* 150 ul de DTNB (soit 150 pM)

* 50 pl d'oxaloacétate (soit 500 uM)

» 30 ul d'acétyl-CoA (soit 300 uM)

* 10 pl de triton X 100 (soit 0,1 %)
Ce mélange réactionnel est incubé a 37°C pendamn@tes. La réaction est ensuite initiée
par I'ajout de 10 ul de mitochondries isolées (46itug/ml). L'évolution de l'absorbance a

412 nm est suivie au spectrophotometre, thermoata®@C, pendant 90 secondes.

d) Expression des résultats

Les variations d'absorbance sont mesurées, enidarati temps, sur la partie linéaire de la
cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/mg detgines) de la citrate synthase est calculée

en utilisant la formule suivante :

ADO 10°

AS

1]
x

I X € Tneg X SNTng Ghito

ADO : variation de DO par minute

| : longueur de traversée du faisceau optique ersoinl

& mng © coefficient d'extinction molaire du TNB & 412 nem mM*.cm’, soit 13,6
Snqng : Nombre stoechiométrique du TNB dans I'équatiola déaction, soit 1

Omito - quantité de mitochondries ajoutée dans le milactionnel en mg, soit 0,010
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VIIl. Analyse de I'expression des ARNm dans le foie

1. Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits a partir de 50 a 109 de foie en utilisant du TRIzol
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France). La quantitRM obtenus apres extraction est
déterminée en mesurant l'absorbance a 260 nm purketé de ces ARN est évaluée en

utilisant le rapport des absorbances mesurées atZ&D nm.

2. Reverse transcription
a) Principe

La reverse transcription (RT) consiste a synthétisd'ADN a partir d'une matrice d'ARN en

utilisant I'enzyme rétrovirale, reverse transcipta

b) Réactifs

Les réactifs utilisés proviennent de chez Invitro§g€ergy Pontoise, France) excepté pour les
amorces hexameres et les oligo dT (Promega, Chaidres, France) et pour la ribonuléase

H (NEB, Ozyme, Saint Quentin Yvelines, France).

c) Protocole

Les ARN sont dilués dans de I'eau DEPC afin d'obtepg d'’ARN dans un volume de 11,5
Ml auxquels sont ajoutés 0,5 pl d'oligo dT (0,5ul)get 0,5 pl d'amorces hexameéres (0,5
png/ul). Le mélange est ensuite chauffé a 65°C pdrileninutes et placé dans la glace.

Un mélange des réactifs nécessaires a la réadtionRT) est préparé :

Volume (pl) pour 1 tube

First-Strand Buffer 5X 4
Dithiothreitol (0,1 M) 2
dNTP (10 mM) 1

Reverse transcriptase

Superscript Il a 100 U 0,5
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Ce mélange (7,5 ul) est ajouté a chaque tube egowmiee d'huile est placée en surface. Les
tubes sont incubés a 25°C pendant 10 minutes, gd@°C pendant 60 minutes et enfin a
70°C pendant 15 minutes. La solution d'ADN obteasieensuite diluée au 1£1(A8 ul dans

162 ul d'eau DEPC). Les échantillons sont enswtaptétés avec 1 pl de ribonucléase H
(5000 U/ml) et incubés a 37°C pendant 20 minutes. échantillons sont conservés a -80°C

sous forme d'une dilution finale au 1760

3. PCR quantitative en temps réel
a) Principe

Cette technique, selon le méme principe qu'une BI@ssique, permet I'amplification mais
également la quantification de la séquence de I'Alk via I'utilisation d'un fluorochrome,
le SYBR Green, ayant la propriété de se lier & MBouble brin et de n'étre fluorescent que
sous sa forme liée. Au début de I'amplification, nelange réactionnel contient 'ADN
dénaturé, les amorces et le fluorochrome non kédBnt I'étape d’élongation, le nombre de
SYBR Green liés a I'ADN synthétisé augmente entmafirainsi une augmentation de la
fluorescence, qui est mesurée a la fin de chaqcle en utilisant un spectrofluorimeétre a la
longeur d'onde de 521 nm. Une courbe représergdhtdrescence en fonction du nombre de

cycles est ainsi obtenue.

b) Protocole

» Préparation des standards :Afin de pouvoir analyser de maniere quantitative
I'amplification du géne d'intérét, une gamme d'embre de copies connu d'amplicons du
gene cible est établie en réalisant une PCR classigpres purification et quantification par
lecture de la densité optique a 260 nm de I'ADN ldple nombre de copies est calculé
selon la notion qu'l pug d'ADN de 1000 paires dedawnrrespond a 9,4 x ‘t@opies. Les

échantillons sont ensuite dilués afin d'obtenir gasmme.

* PCR quantitative : Un mélange des réactifs nécessaires a la régdfionqPCR)

est préparé :
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Volume (ul) pour 1 tube
Eau DEPC 4
Amorce sens (15 uM) 0,5
Amorce anti-sens (15 uM) 0,5
Absolute gPCR Mix* 10

* Thermo Fisher Scientific, Saint-Herblain, France

Dans chaque tube, sont ajoutés 15 ul du Mix gPCRdtsoit de I'échantillon issu de la RT
PCR (dilué au 1/6), soit d'eau DEPC (blanc), soit de standard. lubsg sont ensuite placés
dans le rotor de l'appareil Corbett Rotor-Gene 62Qtagen, Courtaboeuf, France). Le
programme consiste en plusieurs cycles de PCR awec température d'hybridation
correspondant au Tm des amorces. A la suite duetecyicle de PCR, la température est
rapidement élevée a 95°C afin de dénaturer 'ADMNbt® brin, puis elle est abaissée a la
température de fusion, provoquant ainsi la refoionatd’ADN double brin. Quand la
température augmente, I'ADN double brin se dissactriisant la libération du SYBR Green
dans le milieu et une diminution progressive ddluarescence. Lorsque 50 % de I'ADN
double brin est dissocié, la fluorescence chutéabment : cette température correspond a la
température de fusion du produit synthétisé. Aipake la, une courbe représentant la
fluorescence en fonction de la température esiséeal Cette courbe permet de vérifier la
spécificité de la réaction de PCR. En effet, siOM des difféerents échantillons est dénaturé
en méme temps, cela signifie que seul 'ADN cibi@amplifié.

Une courbe de la fluorescence mesurée a la finhdgue cycle en fonction du nombre de
cycles est réalisée et permet en utlisant la gadendéterminer le nombre de copies du géne
cible. Le nombre de copies de chaque gene d'ingstéexprimé en fonction du nombre de
copies d'un gene de référence connu pour avoir axpgession constante, ici I'HPRT

(hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase).
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IX. Dosage de la quantité d’ADN mitochondrial

L'ADN total est extrait a partir de 50 mg de fore @ilisant le kit "EZ1 DNA" et |'extracteur
"BioRobot EZ1 DSP" (Qiagen, Courtaboeuf, France).quantité d’/ADN est déterminée en
réalisant une PCR quantitative en temps réel appdreil "Chromo4" (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France) pour un gene situé sur 'ADNn21Modant pour la sous unité 1 de la
NADH déshydrogénase (amorce sens 5- GGA CCT AA&C QAT AAC GA-3', amorce
anti-sens 5'-GCT TCA TTG GCT ACA CCT T8&) et un gene situé sur I'ADN nucléaire, la
B-globine (amorce sens 5-CTT CTG GCT ATG TTT CCCJ Tamorce anti-sens 5-GTT
CTC AGG ATC CAC ATG CA-3). Les résultats sont expes sous forme du ratio NOgE/

globine.

X. Dosage des triglycérides hépatiques

1. Principe

Les triglycérides hépatiques sont extraits seloméhode décrite par Xu at. (2006). Les

triglycérides sont dosés par une méthode enzynggtggion les réactions suivantes :

lipoprotéine dipe
triglycérides » glycérol + acides gras
glycérah&se
glycérol + ATP » glycérol-1-phosphate + ADP
glycérol phosphate oxydase
glycérol-1-phosphate + @ » dihydroxyacétone + HO,
peroxydase
H,0, + 4-AAP + ESPA » quinonéimine + HO

Le principe du dosage repose sur le dosage durglyssu de I'hydrolyse des triglycérides
par la lipoprotéine lipase. Le glyceérol est ensgt®sphorylé par la glycérol kinase pour
former du glycérol-1-phosphate qui va ensuite ékydé par la glycérol phosphate oxydase
pour aboutir a la formation de peroxyde d'hydrogédree peroxydase catalyse le couplage
entre le peroxyde d'hydrogéne, la 4-aminoantipy{hé\AP) et le sodium N-ethyl-N-(3-

sulfopropyl)m-anisidine (ESPA) pour aboutir a lanf@ation d'un colorant, la quinonéimine
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qui absorbe la lumiere a 540 nm. L'augmentatiobsdebance a 540 est donc directement

proportionnelle & la concentration de glycérol.

2. Réactifs

Les réactifs utilisés proviennent de chez Sigmaigid(Lyon, France).

Glycerol standart solution : solution contenant du glycérol a 0,26 mg/ml.

Free glycerol reagent :Un flacon est repris dans 40 ml d'eau distillée. sldution est
conservée a 4°C pendant 2 mois. Cette solutionierin®,75 mM d'ATP, 3,75 mM de
magnésium, 0,188 mM de 4-AAP, 2,11 mM de ESPA, U2Zbl de glycérol kinase, 2,5 U/ml
de glycérol phosphate oxydase et 2,5 U/ml de pelasg.

Triglycéride reagent : Un flacon est repris dans 10 ml d'eau distillée. dodution est

conservée a 4°C pendant 2 mois. Cette solutionesurz50 U/ml de lipoprotéine lipase.

3. Protocole

Un morceau de foie d'environ 100 mg est pesé pamans 1 ml d'éthanol. La préparation
est ensuite homogénéisée au Potter (7 allers-setd@00 tours/min). L'homogénat est
vortexé pendant 2 minutes et centrifugé a 15008rgiant 10 minutes. Le dosage est ensuite
effectué sur le surnageant.

Pour le dosage, 10 pl d'eau (blanc), de standadiémhantillon sont ajoutés dans 800 ul de
free glycerol reagent et incubés a 37°C pendantirtutes. L'absorbance initiale (Al) est
ensuite mesurée a 540 nm. La solution est récupéndelangée avec 200 ul de triglyceride
reagent. Le mélange est incubé a 37°C pendant 5Lraiosorbance finale (AF) est mesurée a
540 nm.

4. Expression des résultats

La concentration en triglycérides en mg/g de faiecalculée selon la formule :
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@tﬁantillon— (Aléchantillon X F) Vhomogénat
[TG] = [standard] x X difution X

Adard — (Alplanc X F) 1163

[standard] : concentration du standard en mg/oii, 0526

Al : absorbance initiale, correspondant au glykgrésent avant hydrolyse des triglycérides
AF : absorbance finale, correspondant au glycéésent apres hydrolyse des triglycérides

F : permet de rapporter I'Al mesurée dans 0,8 MiFamesurée dans 1ml. F =0,81/1,01 =0,8
fyiuion . facteur de dilution de I'échantillon dans leietilréactionnel, soit 100

Vhomogenai VOlume de I'homogénat en ml

Oroie : quantité de foie en g

XI. Dosages sanguins

Apres prélévement, le sang est centrifugé a 3006nglant 8 minutes. Le sérum est récupére
et congelé a -80°C. Tous les dosages sont réalisdes serums, excepté pour la glycémie.

1. Glycémie
La glycémie est mesurée immédiatement sur le seggye avec un glucometre et exprimée
en g/l.

2. Insuline, leptine, adiponectine
L'insuline, la leptine et l'adiponectine sont das¢mar ELISA (Enzyme-linked immuno-
sorbent assay) avec des kits LINCO (Millipore, $&mentin-en-Yvelines, France).

3. Acides gras libres

Les acides gras libres (AGL) sont dosés avec ur{\Wiko Unipath, Dardilly, France) et
lanalyseur automatique Cobas Mira (Roche, Meyl&mance), selon les réactions

enzymatiques suivantes :
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acyl-CoA synthétase

acide gras + ATP + CoA » acyl-CoA + AMP + PPi
acyl-CoAyotase
Acyl-CoA + O, » 2,3-trans-enoyl-CoA + HO,
peroxydase
2H,0, + 4-AAP + MEHA » chromogene + 3KHO

4-AAP : 4-amino-antipyrine et MEHA : 3-méthyl-N-éthN-(p-hydroxyéthyl)-aniline.

4. B-hydroxybutyrate

La concentration efi-hydroxybutyrate est dosée avec l'analyseur auiqm&tCobas Mira
(Roche, Meylan, France) en mesurant la formatioNA®H selon la réaction enzymatique

suivante :

p-hydroxybutyrate déshydrogénase
B-hydroxybutyrate + NAD™ » acétoacétate + NADH + H

5. Triglycérides

Les triglycérides sont dosés selon le méme pringpe les triglycérides hépatiques en

utilisant un test enzymatique et lI'analyseur autajua Modular (Roche, Meylan, France).

XIl. Expression des résultats et analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyer8teM (standard error of the mean). Pour
les comparaisons entre deux groupes, un testtuderd a été utilisé. Pour les comparaisons
entre plus de deux groupes, un test d'analyse mnga (ANOVA) suivi d'un test de Fisher
ont été realisés. Les différences sont considéréesne significatives lorsque est inférieur

a 0,05. Les tests statistiques ont été réalisadiksant le logiciel Stat View (SAS Institute,
Cary, NC, USA).
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B - TRAVAUX SUR MODELE CELLULAIRE

|. Modele : cellules HepG2 traitées avec du resveratro

1. Lalignée HepG2 et son entretien

La lignée HepG2 (ATCC HBB8065) a été obtenue a pdhtin hépatocarcinone humain. Elle
est cultivée en milieu DMEM (Institut de biotechogies Jacques Boy, Reims, France)
supplémenté avec 10 % de serum de veau feoetal ouIBStitut de biotechnologies Jacques
Boy, Reims, France), 1 % de glutamine (Gibco, hogén, Paisley, Angleterre), 100 U/ml de
pénicilline, 100 pg/ml de streptomycine et 0,25mig(Institut de biotechnologies Jacques
Boy, Reims, France). Les cellules sont cultivéessdies flasks de 75 érat entreposées dans
une étuve a 37°C contenant 5 % de,C®confluence, les cellules subissent une trypgina

Le tapis cellulaire est préalablement rincé aved 8e PBS 1X (Eurobio, Les Ulis, France) et
2 ml de trypsine 1X (Gibco, Invitrogen, Paisley, gieterre) sont ajoutés dans la flask. Les
cellules sont ainsi incubées a 37°C pendant 8 m#nuta réaction est arrétée par I'ajout de 8
ml de milieu contenant du SVF. Les cellules somhbgénéisées et repiquées au minimum au

1/10 dans une nouvelle flask.

2. Traitement des cellules HepG2 avec du resvératrol

Une solution de resvératrol (Sigma Aldrich, Lyomaice) a 50 mM est préparée dans du
DMSO, aliquotée et conservée a -20°C. Vingt qubhtreres avant confluence le milieu de
culture est changé et 20 pl de resvératrol pounm®0de milieu sont ajoutés, soit une
concentration finale de 50 uM. Les cellules témaoetoivent 20 pl de DMSO pour 20 ml de

milieu.
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Il. Mesure de la consommation d'oxygene cellulaire sur

cellules entieres non perméabilisées

1. Principe

La consommation d'oxygene cellulaire est mesurée pgmdarographie sur I'oxygraphe

Oxytherm Le principe de I'électrode de Clark est présdatés la partid\-1V-1-a.

La consommation d'oxygene peut-étre déterminéfé&elits états respiratoires :

e routine : La respiration de routine reflete la consommatikowxygene basale des
cellules avec les substrats présents dans le naiéeaaulture.

» oligomycine : La respiration apres l'ajout d'oligomycine (inkeéloir de I'ATP
synthase) représente la consommation d'oxygéeneorditon non-phosphorylante et est
principalement due a la compensation de la fuitprdeons.

e FCCP : Le FCCP permet de dissiper le gradient de protbasconsommation
d'oxygene est alors controlée par le systeme daibor et reflete ainsi la capacité maximale
de fonctionnement de la chaine respiratoire.

La mesure de ces différents états respiratoiramgteégalement de calculer des rapports de
contrdle respiratoire (RCR) :

* Le RCR correspond au quotient de la capacité respiratoiemale (FCCP) et de la
respiration en condition non-phosphorylante (oligome) et représente ainsi la part de la
capacité maximale de la chaine respiratoire néicesaala compensation de la fuite de
protons.

RCR = FCCP / oligomycine

e Le RCRp ou RCR phosphorylant est obtenu en soustrayantespiration
oligomycine a la respiration de routine et en d@iatspar la respiration FCCP. Le RCRp
représente la part de la capacité de la chaineasspe utilisée pour synthétiser de I'ATP.

RCRp = (routine — oligomycine) / FCCP

e L'UCR (uncoupling control ratio) correspond au quotigatla respiration FCCP et
de la respiration de routine et représente aingdarve de capacité respiratoire de la chaine.
UCR = FCCP / routine
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2. Réactifs

Les réactifs utilisés (oligomycine, FCCP, myxotloi@ proviennent de chez Sigma Aldrich

(Lyon, France).

DMEM + 5 % SVF + 1 % glutamine :
* 94 ml DMEM
* 5ml SVF

e 1 ml glutamine

DMEM + 1 % glutamine :
* 99 m|l DMEM

* 1 ml glutamine
Oligomycine (6 mg/ml éthanol) :La solution est conservée a -20°C pendant 1 mois.

FCCP (200 uM) :Une solution de 2 mM est préparée en dissolvang e FCCP dans 2 ml
d'éthanol. La solution de 2 mM est diluée au 1&@onservée a -20°C pendant 1 mois.

Myxothiazole (5 mM) : 2,44 mg/1 ml d'éthanol. La solution est conse&€20°C pendant 3

mois.

3. Protocole

a) Préparation des cellules

Le tapis cellulaire est préalablement rincé aveal 8le PBS 1X et 2 ml de trypsine 1X sont
ajoutés dans la flask. Les cellules sont ainsibées a 37°C pendant 8 min. La réaction est
arrétée par l'ajout de 8 ml de DMEM + 5 % SVF + Jftamine. Un comptage cellulaire est
réalisé sur cellule de Mallassez a partir de Ipsosion cellulaire diluée au 1f16ans du
PBS 1X (100 pl + 900 pl respectivement). La susipensellulaire est centrifugée a 900 rpm
pendant 5 minutes. Le surnageant est éliminé etliet cellulaire est repris dans 8 ml de
DMEM + 1 % glutamine. Un volume correspondant andilions de cellules est prélevé et
centrifugé a 900 rpm pendant 5 minutes. La susperllulaire restante est aliquotée sous
forme de culots secs de 5 millions de cellulessguit congelés a -80°C. Apres centrifugation
des cellules destinées a l'oxygraphie, le surndgesdréliminé et le culot est repris dans 1 ml
de DMEM + 1 % glutamine.
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b) Mesure de la consommation d'oxygene

Avant la premiére mesure, l'oxygraphe est calibféértie A-1V-3 avec du DMEM + 1 %
glutamine pour obtenir le 100 % d'oxygéne.

La suspension cellulaire préalablement obtenueleste dans la cuve. La respiration de
routine est mesurée jusqu'a l'obtention d'une peéguliere (environ 3 minutes).
L'oligomycine (1 pl a 6 mg/ml) est alors ajoutéenslda cuve de mesure. Aprés I'obtention
d'une pente réguliere, 1 pl d'oligomycine est aveau ajouté afin de s'assurer que la
premiere dose était bien en concentration saturéhte titration avec du FCCP (5 x 1 pl a
200 uM) est ensuite réalisée afin de détermineofeentration optimale en FCCP nécessaire
a la stimulation maximale de la chaine respiratolem effet au-dela d'une certaine
concentration, le FCCP devient toxique pour lekited et inhibe ainsi la respiration. Enfin, 2
pl de myxothiazole (5 mM) sont ajoutés. Le myxatbia en tant qu'inhibiteur du complexe
lll va inhiber entierement la respiration mitochaaté. La respiration résiduelle n'est donc
pas d'origine mitochondriale et sera retranchéevalburs obtenues précédemment. A la fin
de chaque mesure, 800 ul de la suspension celudaintenue dans la cuve de mesure sont
prélevés et congelés a -20°C. Un exemple de mesucensommation d'oxygene sur cellules

entiéres non perméabilisées est présenté danguee 23.

c) Dosage protéique

La suspension cellulaire décongelée est centrifagés0 rpm pendant 5 minutes. Une fois le
surnageant éliminé, le culot cellulaire est regass 800 pl de NaCl puis dilué au ¥ dans du

NaCl. Le dosage des protéines est décrit dangie gealll.

4. Expression des résultats

La vitesse de consommation d'oxygéne est déterneinéalculant la valeur des pentes dans
leur partie la plus linéaire. Les résultats en rimwi/ml sont convertis en nmol/min/mg de

protéines.
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Mesure du potentiel de membrane mitochondrial

1. Principe

Le potentiel de membrane mitochondrial est mesarétdisant une sonde fluorescente, le
DiOCg(3) (3,3-dihexyloxacarbocyanine iodide). Ce fludwome est un cation lipophile
sensible au voltage qui s'accumule sélectivemeamt tis mitochondries lorsqu'il est utilisé a
faible concentration. La fluorescence des cell@sismesurée par cytomeétrie en flux et les
cellules mortes sont exclues par marquage a l'eodarpropidium. La fluorescence obtenue
est proportionnelle au potentiel de membrane mandhal : plus ce dernier est élevé, plus la
sonde s'accumule dans la mitochondrie. Le KCI ptédans le tampon permet de dépolariser
la membrane plasmique et ainsi d'accentuer la fepéxi du fluorochrome pour la
mitochondrie. Pour une méme condition expérimentplatre tubes différents sont préparés.
Le tube avec les cellules seules sans R{B@Cpermet d'évaluer l'autofluorescence des
cellules. Les cellules incubées avec uniquemenbil@Cy(3) permettent de mesurer le
potentiel en condition phosphorylante. L'ajoutidanycine permet d'inhiber 'ATP synthase
et ainsi de mesurer le potentiel de membrane notwditial nécessaire a la compensation de la
fuite de protons. L'ajout de mCICCeafbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazopefymet la
dissipation du potentiel de membrane et la valeupatentiel de membrane obtenue reflete

ainsi l'incorporation non spécifique du fluoroch®aeans d'autres compartiments cellulaires.

2. Réactifs

Les réactifs utilisés (oligomycine, mCICCP, ioddees propidum) proviennent de chez Sigma

Aldrich (Lyon, France) et de chez Invitrogen (CeRpntoise, France) pour le DiQ@3).

Tampon PBS + 5 % SVF + 50 mM KCI
* 95 ml PBS 1X
* 5ml SVF
« 372,8 mg KClI

DiOCg(3) (80 nM) : Une solution a 800 uM est préparée (4,580 mg/1l0Cetimanol) et
conserveée a l'abri de la lumiere a -20°C pendanbis. Extemporanément, la solution a 800
UM est diluée au 1/16@uis a nouveau au 1/108ans du tampon PBS + 5 % SVF + 50 mM
KCI.

-104 -



Oligomycine (10 pg/ml éthanol) :Une solution a 5 mg/ml éthanol est préparée etemée
a -20°C pendant 1 mois. Extemporanément, la soliétid mg/ml est diluée au 1/5afans du
tampon PBS + 5 % SVF + 50 mM KCI.

mMCICCP (200 uM) : Une solution a 20 mM est préparée (4 mg/1ml éthastadst conservée
a -20°C pendant 1 mois. Extemporanément, la solidtia0 mM est diluée au 1/10@ans du
tampon PBS + 5 % SVF + 50 mM KCI.

lodure de propidium (50 pug/ml) : Une solution a 1 mg/ml PBS 1X est préparée puigdi
au 1/2@ dans du PBS 1X. La solution est conservée a 4hdgreg 6 mois.

3. Protocole

Aprées trypsination et comptage des cellules, unumel de la suspension cellulaire
correspondant a ¥ million de cellules est distridaés des tubes ependorf, & raison de 4
tubes par condition expérimentale. Les tubes sostite centrifugés a 1500 rpm pendant 2
minutes. Une fois le surnageant retire, le culdtrepris avec les réactifs suivants selon le
tube :

Cellules Cellules Cellules Cellules
. + DiOGCs(3) + DiOGCy(3)
seules + DIOGH(3) + oligomycine| + mCICCP
Tampon PBS
+5 % SVF 500 pl 375 ul 125 pl 350 pl
+ 50 mM KCI
DiOC4(3) (80 nM) 125 pl 125 pl 125 pl
Oligomycine (10 pg/ml) 250 pl
mCICCP (200 uM) 25 ul

Apres une incubation a 37°C pendant 30 minutes, 5@ tampon PBS + 5 % SVF + 50
mM KCI sont ajoutés dans les tubes qui sont enstetdrifugés a 1500 rpm pendant 2
minutes. Le surnageant est éliminé et le culotreystis dans 500 pl de tampon PBS + 5 %
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SVF + 50 mM KCI. La suspension cellulaire est tfarée dans des tubes adaptés au
cytometre de flux et 25 pl d'iodure de propidiuriCaug/ml sont ajoutés dans tous les tubes
excepté les tubes destinés a évaluer l'autofluenegcdes cellules (cellules seules). Les tubes
sont conservés a l'obscurité jusqu'a la mesure ytlametrie de flux, effectuée le plus
rapidement possible. L'aiguille reliée au cytometeeflux (FACScan, Becton-Dickinson, Le
Pont-De-Claix, France) est placée dans le tubeeeingt l'aspiration de la suspension
cellulaire qui va traverser une source d'excitationineuse et ainsi diffracter la lumiére selon
plusieurs axes. La lumiére diffractée selon un emglérieur a 12° est proportionnelle a la
taille de la cellule (FSC : forward scatter) etediffractée selon un angle de 90° est un reflet
du contenu cytoplasmique de la cellule (SSC : swter). Ces signaux optiques sont alors
intégrés par le logiciel d'analyse (Cell Quest Baft). La sonde DIOL3) est excitée a une
longueur d'onde de 488 nm et sa fluorescence estirge a 511 nm. La fluorescence de

I'iodure de propidium est mesurée a 610 nm.

4. Expression des résultats

Un graphique de SSC en fonction de FSC peut &oe tdans lequel chaque point représente
une cellule Figure 24). De méme un graphique représentant la fluoregcdecl'iodure de
propidium en fonction de la taille des cellules eetstruit afin de prendre en compte
uniquement les cellules vivantes. Un histogrammenaimbre de cellules en fonction de la
fluorescence du DiOL3) permet de calculer la moyenne de fluorescercé&adbopulation
cellulaire. La fluorescence obtenue en présend2i@€s(3) + MCICCP est retranchée a celle
mesurée en présence du DR} seul et a celle mesurée en présence de EIB)G
oligomycine. Les résultats obtenus sont alors ufietredu potentiel de membrane
mitochondrial en condition phosphorylante (Di§& seul) et en condition non-
phosphorylante (DiOg3) + oligomycine). En condition non-phosphorylantegladient de
protons est essentiellement utilisé pour competsefuite de protons, le potentiel de
membrane mitochondrial est donc supérieur a cditéerm en condition phosphorylante. La
fluorescence en présence d’oligomycine doit dome 8upérieure a celle en présence de
DiOCg(3) seul.

- 106 -



V. Dosage des activités enzymatiques mitochondrialesles

la LDH

Le principe du dosage des activités enzymatiquesdmplexes de la chaine respiratoire est
décrit dans la partie A-VII.

Les réactifs utilisés proviennent de chez Sigmaiéid(Lyon, France) excepté pour I'ATP, le
NADH, la LDH et la PK (Roche, Meylan, France), pderdécylubiquinone (Tebu-bio, La
Perray-en-Yvelines, France) et pour le cytochromexydé (Acros Organics, Halluin,
France). Une fois préparés les réactifs sont alé&gude maniére a n'utiliser qu'un seul aliquot
par jour d'expérimentation.

Les dosages sont realisés a partir de culots seaseltlles conservés a -80°C. Une fois
décongelé, le culot est repris avec 50 pl de tandppar million de cellules. Chaque dosage

est réalisé en duplicate.

Tampon A :

Masse molaire Masse

Concentration finale gsp 100 ml d'eau
(g/mol) T
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 a 7,2 avec de I'HCI 5 M et |le tamgst conservé a -20°C pendant 6 mois.

1. NADH ubiquinone oxydoréductase (complexe I)
a) Principe

La technigue de mesure de l'activité du complexr kcellules est adaptée de celle décrite par
Kuznetsov et Gnaiger (Mitochondrial Physiology Netkw 8.15, 2003). La réaction

enzymatique catalysée par le complexe | est préseafans la partie A-VII-1-a.
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Le dosage du complexe | fait intervenir un compatémique de couleur bleue, le
dichlorophenolindophenol (DCPIP), qui absorbe kaikre a 600 nm. Le DCPIP accepte les
électrons de l'ubiquinol formé permettant ainsi rdeycler ce dernier afin d'éviter son
accumulation qui entraine l'inhibition de l'actévidu complexe I. Lorsque le DCPIP est réduit
par l'ubiquinol, il perd sa couleur bleue et n'‘absoplus la lumiére. Lors de la mesure
spectrophotométrique, la diminution de l'absorbaac@00 nm est alors proportionnelle a
l'activité du complexe |. Ce dosage est réalisépetsence et en absence de roténone
(inhibiteur spécifique du complexe 1), afin d'olitefactivité de réduction de l'ubiquinone

spécifiqgue du complexe 1.

b) Réactifs
Tampon KH,PO,4 (100 mM), pH 7,4 :1,36 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajusté 7,
avec du KOH 5 M. La solution est conservée a -208fdant 6 mois.

BSA (50 mg/ml eau distillée) La solution est conservée a -20°C pendant 6 mois.

KCN (500 mM) : 325 mg/10 ml eau distillée. La solution est coméera -20°C pendant 1

mois.

Azide de sodium (1 M) :65 mg/1 ml eau distillée. La solution est conse&é20°C pendant

6 mois.
DCPIP (5 mM) : 14,51 mg/10 ml eau distillée. La solution est prépaextemporanément et
incubée a 37°C.

Ubiquinone-1 (2,5 mM) : Une solution de 39,9 mM est préparée en dissolt&nimg
d'ubiquinone dans 1 ml d'éthanol. Cette solutionenest conservée a -20°C pendant 1 mois a
I'abri de la lumiere. La solution a 2,5 mM est &g extemporanément en diluant 100 pl de

la solution mere dans 1,498 ul d'éthanol.

NADH (15 mM) : 10,64 mg/1 ml eau distillée. La solution est prépaextemporanément

dans un tube en verre et protégée de la lumiere.

Roténone (2,5 mM) :9,86 mg/10 ml éthanol/DMSO (volume/volume). Lausioin est

conservée a -20°C pendant 3 mois.

- 108 -



c) Protocole

Le tube contenant les cellules reprises dans Ipdam est immergé dans de l'azote liquide
pendant 3 minutes. La suspension cellulaire edtitensapidement décongelée a 37°C puis
centrifugée a 16000 g pendant 30 secondes. Undefsignageant éliminé, le culot est repris
avec 50 pl de tampon A par million de cellules.t€stuspension cellulaire est diluée alf 1/5
dans du tampon A et soumise a un cycle de sonicato6 x 5 secondes avec 30 secondes
d'intervalle entre chaque sonication. La sonicagisinréalisée dans la glace.
Dans un tube en verre, sont ajouteés :

» 25 pl d'eau distillée

» 815 ul de tampon KHPO, (soit 81,5 mM)

* 20 pl de BSA (soit 1 mg/ml)

* 2 ul de KCN (soit 1 mM)

» 2 ul d'azide de sodium (soit 2 mM)

* 15 ul de DCPIP (soit 75 uM)

* 40 pl d'ubiquinone-1 (soit 100 uM)
Ce mélange réactionnel est incubé a 37°C pendamnttes, puis 125 pl de la suspension
cellulaire (soit 0,5 million de cellules) sont afés. La réaction est ensuite initiée par l'ajout
de 20 pl de NADH (soit 300 uM). L'évolution de Balbance a 600 nm est suivie au
spectrophotometre, thermostaté a 37°C, pendanéenhdes. Sans arréter la lecture, 4 pl de
roténone (soit 10 pM) sont ajoutés en agitant dessuves. L'évolution de I'absorbance est a

nouveau suivie pendant 40 secondes.

d) Expression des résultats

Les variations d'absorbance sont mesurées, enidarti temps, sur la partie linéaire de la
cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/millicste cellules) du complexe | est calculée en

utilisant la formule suivante :

ADO(g) - ADO:g) 10°
AS = X
EXcpip X SNpcpip Qellules

ADO, : variation de DO par minute sans roténone
ADO., : variation de DO par minute avec roténone

| : longueur de traversée du faisceau optique ersoihl
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& pepip: coefficient d'extinction molaire du DCPIP & 628, en mM-.cm, soit 19,1
Snpcpip: Nombre stoechiométrique du DCPIP dans I'équagda déaction, soit 1

Oeellules : quantité de cellules ajoutée dans le milieutiéanel en million, soit 0,5

Les résultats en nmol/min/million de cellules samsuite 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 complexautlicellules est adaptée de celle décrite
par Jameset al. (1996). Les réactions enzymatiques catalyséeslep@omplexe Il sont
présentées dans la partie A-VII-2-a.

Le dosage du complexe Il fait intervenir le DCRiBi absorbe la lumiére a 600 nm. Lorsque

le DCPIP est réduit par l'ubiquinol, il perd saleom bleue et n‘absorbe plus la lumiere. Lors
de la mesure spectrophotométrique, la diminutionl'desorbance & 600 nm est alors
proportionnelle a I'activité du complexe Il. Ce dgs est réalisé en présence et en absence de
thénoyltrifluoroacétone (inhibiteur spécifigue danlexe II), afin d'obtenir I'activité de

réduction de l'ubiquinone spécifique du complexe I

b) Réactifs

Tampon KH,;PO, (100 mM), pH 7,5 :1,36 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajustéd 7,

avec du KOH 5 M. La solution est conservée a -208fdant 6 mois.

EDTA (20 mM) : 584 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajusté dav@c du NaOH 5 M. La
solution est conservée a -20°C pendant 6 mois.

BSA (50 mg/ml eau distillée) La solution est conservée a -20°C pendant 6 mois.

Succinate (500 mM) :590,45 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajust&daavec du KOH 5

M. La solution est conservée a -20°C pendant 3.mois

KCN (10 mM) : 6,5 mg/10 ml eau distillée. La solution est coméera -20°C pendant 1

mois.

Roténone (2,5 mM) :9,86 mg/10 ml éthanol/DMSO (volume/volume). Lausioin est
conservée a -20°C pendant 3 mois.
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Antimycine A (1 mg/ml éthanol) : La solution est conservée a -20°C pendant 1 mois.

DCPIP (5 mM) : 14,51 mg/10 ml eau distillée. La solution est prépaextemporanément et

incubée a 37°C.

Triton X 100 (10 %) : Le triton X 100 est dilué au 1/i@ans de I'eau distillée. La solution

est conservée a -20°C pendant 6 mois.

Ubiquinone-1 (2,5 mM) : Une solution de 39,9 mM est préparée en dissolt&nimg
d'ubiquinone dans 1 ml d'éthanol. Cette solutionenest conservée a -20°C pendant 1 mois a
I'abri de la lumiere. La solution a 2,5 mM est &g extemporanément en diluant 100 pl de

la solution mere dans 1,498 ul d'éthanol.

Thénoyltrifluoroacétone (40 mM) : 8,89 mg/1 ml éthanol. La solution est conservézaC

pendant 3 mois.

c) Protocole

Le tube contenant les cellules reprises dans Ipdam est immergé dans de l'azote liquide
pendant 3 minutes. La suspension cellulaire esiitensapidement décongelée a 37°C puis
centrifugée a 16000 g pendant 30 secondes. Unéefsignageant éliminé, le culot est repris
avec 50 pl de tampon A par million de cellules.

Dans un tube en verre, sont ajoutés :

» 160 pl d'eau distillée

* 500 pl de tampon KHPO, (soit 50 mM)

* 5 ul d'EDTA (soit 100 uM)

* 20 ul de BSA (soit 1 mg/ml)

* 40 ul de succinate (soit 20 mM)

* 200 ul de KCN (soit 2 mM)

* 4 pl de roténone (soit 10 uM)

* 4 ul d'antimycine A (soit 4 pg/ml)

« 16 pl de DCPIP (soit 80 uM)

* 2 ul de triton X 100 (soit 0,02 %)
Ce mélange réactionnel est incubé a 37°C pendanin@tes, puis 25 pl de la suspension
cellulaire (soit 0,5 million de cellules) sont ajés. La réaction est ensuite initiée par l'ajout

de 20 pl d'ubiquinone-1 (soit 50 uM). L'évolutioa Babsorbance a 600 nm est suivie au
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spectrophotometre, thermostaté a 37°C, pendanéeihdes. Sans arréter la lecture, 5 pl de
thénoyltrifluoroacétone (soit 200 uM) sont ajousdsagitant dans les cuves. L'évolution de

'absorbance est a nouveau suivie pendant 40 sesond

d) Expression des résultats

Les variations d'absorbance sont mesurées, enidarati temps, sur la partie linéaire de la
cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/milliate cellules) du complexe Il est calculée en

utilisant la formule suivante :

ADO(1) - ADO(s7) 10°

EXcpip X SNpcpip Qellules

ADOQy., : variation de DO par minute sans theénoyltriflizétone

ADOQy,) : variation de DO par minute avec thénoyltrifluacétone

| : longueur de traversée du faisceau optique ersoinl

& pepip: coefficient d'extinction molaire du DCPIP & 628, en mM-.cm?, soit 19,1
Snpcpip: Nombre stoechiométrique du DCPIP dans I'équagda déaction, soit 1

Oeellules - quantité de cellules ajoutée dans le milieutiéanel en million, soit 0,5

Les résultats en nmol/min/million de cellules samsuite convertis en nmol/min/mg de

protéines suite au dosage de protéines.

3. Ubiquinol cytochrome c oxydoréductase (complexe 1l1)
a) Principe

La réaction enzymatique catalysée par le compliat le principe du dosage sont présentés

dans la partie A-VII-3-a.

b) Réactifs

Tampon KH,;PO, (20 mM), pH 7,8 :272 mg/100 ml eau distillée. Le pH est ajusté& 7,

avec du KOH 5 M. La solution est conservée a -208fdant 6 mois.

BSA (50 mg/ml eau distillée) La solution est conservée a -20°C pendant 6 mois.
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EDTA (20 mM) : 584 mg/10 ml eau distillée. Le pH est ajusté dav@c du NaOH 5 M. La
solution est conservée a -20°C pendant 6 mois.

KCN (10 mM) : 6,5 mg/10 ml eau distillée. La solution est com8era -20°C pendant 1

mois.

Cytochrome ¢ oxydé (1 mM) : 12,38 mg/l ml eau distillée. La solution est prépa

extemporanément.
Antimycine A (1 mg/ml éthanol) : La solution est conservée a -20°C pendant 1 mois.

Décylubiquinol (25 mM) : cf partie A-VII-3-b

c) Protocole

Le tube contenant les cellules reprises dans Ipdamh est immergé dans de l'azote liquide
pendant 3 minutes. La suspension cellulaire esiitengapidement décongelée a 37°C puis
centrifugée a 16000 g pendant 30 secondes. Unéefsignageant éliminé, le culot est repris
avec 50 pl de tampon A par million de cellules.
Dans un tube en verre, sont ajouteés :

* 309 ul d'eau distillée

* 500 pl de tampon KHPO, (soit 10 mM)

* 20 pl de BSA (soit 1 mg/ml)

* 100 pl d'EDTA (soit 2 mM)

* 24 ul de KCN (soit 240 uM)

* 40 ul de cytochrome oxydé (soit 40 uM)

e +/— 4 pl d'antimycine A (soit 4 pg/ml)
Ce mélange réactionnel est incubé a 37°C pendaninftes, puis 5 ul de la suspension
cellulaire (soit 0,1 million de cellules) sont afés. La réaction est ensuite initiée par I'ajout
de 2 ul de décylubiquinol (soit 50 pM). L'évolutide I'absorbance a 550 nm est suivie au

spectrophotometre, thermostaté a 37°C, pendanhdtei

d) Expression des résultats

Les variations d'absorbance sont mesurées, enidarati temps, sur la partie linéaire de la
cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/milliafe cellules) du complexe lll est calculée en

utilisant la formule suivante :
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ADO(a) - ADOy:p 10°

AS

1]
x

| X €cytc X SNeyec Qellules

ADOQyp : variation de DO par minute sans antimycine A

ADOy.) : variation de DO par minute avec antimycine A

| : longueur de traversée du faisceau optique ersoinl

€ ot ¢ - Coefficient d'extinction molaire du cytochromeéduit & 550 nm, en miticm?, soit 18,5
Sngyt.: Nombre staechiométrique du cytochroer@ans I'équation de la réaction, soit 1

Jeellules : quantité de cellules ajoutée dans le milieutiéanel en million, soit 0,1

Les résultats en nmol/min/million de cellules samsuite convertis en nmol/min/mg de

protéines suite au dosage de protéines.

4. Cytochrome c oxydase (complexe 1V)
a) Principe

La réaction enzymatique catalysée par le complexet le principe du dosage sont présentés
dans la partie A-VII-4-a.

b) Réactifs
Tampon KH,PO,4 (100 mM), pH 6,5 :1,36 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajusté: 6,
avec du KOH 5 M. La solution est conservée a -208adant 6 mois.

BSA (50 mg/ml eau distillée) La solution est conservée a -20°C pendant 6 mois.

Laurylmaltoside (125 mM) : 63,83 mg/1 ml eau distillée. La solution est conéera -20°C

pendant 1 mois.

Cytochrome c (1 mM) : 12,38 mg/1 ml tampon KO, (100 mM, pH 6,5). La solution est

préparée extemporanément.

Cytochrome c¢ réduit (50 puM) : La solution de cytochrome réduit est préparée
extemporanément en diluant 500 pl de la solutiomydechromec (1 mM) dans 9,5 ml de
tampon KHPQ, (100 mM, pH 6,5). La réduction du cytochromest décrite dans la partie
A-VII-4-b.
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c) Protocole

Ce dosage est réalisé directement sur les celigieses dans le tampon A.
Dans un tube a hémolyse, sont ajoutés :

» 455 ul d'eau distillée

« 200 pl de tampon K#PO, (soit 20 mM)

* 20 ul de BSA (soit 1 mg/ml)

* 300 ul de cytochromeréduit (soit 15 uM)
Ce mélange réactionnel est incubé a 37°C pendanin8tes, puis 5 pl de la suspension
cellulaire (soit 0,1 million de cellules) sont afés. La réaction est ensuite initiée par I'ajout
de 20 pl de laurylmaltoside (soit 2,5 mM). L'évatatde I'absorbance a 550 nm est suivie au

spectrophotometre, thermostaté a 37°C, pendargé@hdes.

d) Expression des résultats

Les variations d'absorbance sont mesurées, enidarati temps, sur la partie linéaire de la
cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/milliate cellules) du complexe IV est calculée en

utilisant la formule suivante :

ADO 10°
AS = X
| X €& cytc X Sn cytc Qellules

ADO : variation de DO par minute

| : longueur de traversée du faisceau optique ersoihl

€ ot ¢ - coefficient d'extinction molaire du cytochromeéduit & 550 nm, en milcm?, soit 18,5
Sngyt.: Nombre staechiométrique du cytochroer@ans I'équation de la réaction, soit 1

Jeellules : quantité de cellules ajoutée dans le milieutiéanel en million, soit 0,1

Les résultats en nmol/min/million de cellules seamsuite 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 I'ATP symtledde 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 prépagxtemporanément dans

un tube en verre et protégée de la lumiere.

Oligomycine (1 mg/ml éthanol) :La solution est conservée a -20°C pendant 1 mois.
FCCP (10 mM) : 2,5 mg/1 ml d'éthanol. La solution est conservé®aC pendant 1 mois.
Antimycine A (2,5 mg/ml éthanol) :La solution est conservée a -20°C pendant 1 mois.
Lactate déshydrogénase (LDH) La LDH est fournie sous forme de solution a 500U
Pyruvate kinase (PK) :La PK est fournie sous forme de solution a 500@IU/

Tampon G2 : cf partie A-VII-5-b

c) Protocole

Le tube contenant les cellules reprises dans Ipdamh est immergé dans de l'azote liquide
pendant 3 minutes. La suspension cellulaire edtitengapidement décongelée a 37°C puis
centrifugée a 16000 g pendant 30 secondes. Unéefsignageant éliminé, le culot est repris
avec 50 pl de tampon A par million de cellules.t€stuspension cellulaire est diluée alf 1/5
dans du tampon A et soumise a un cycle de sonicago6 x 5 secondes avec 30 secondes
d'intervalle entre chaque sonication. La sonicagisiréalisée dans la glace.
Dans un tube en verre, sont ajoutés :

* 645 ul d'eau distillée

* 200 ul de tampon G2

e +/— 10 pl d'oligomycine (soit 10 pg/ml)
Ce mélange réactionnel est incubé a 37°C pendamn@tes, puis 125 pl de la suspension
cellulaire (soit 0,5 million de cellules) sont afés. La réaction est ensuite initiée par l'ajout
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de 30 pl de NADH (soit 60 uM). L'évolution de l'absance a 340 nm est suivie au
spectrophotometre, thermostaté a 37°C, pendas¢@ihdes.

d) Expression des résultats

Les variations d'absorbance sont mesurées, enidarati temps, sur la partie linéaire de la
cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/milliate cellules) de I'ATP synthase est calculée

en utilisant la formule suivante :

ADO(.) - ADO:0) 10°

£XapH X SNnaDH Qellules

ADOQy : variation de DO par minute sans oligomycine

ADQy,q) : variation de DO par minute avec oligomycine

| : longueur de traversée du faisceau optique ersoinl

€ napH | Coefficient d'extinction molaire du NADH a 34éhnen mM*.cm?, soit 6,22
SnyapH : hombre steechiométrique du NADH dans I'équatioladéaction, soit 1

Oeellules : quantité de cellules ajoutée dans le milieutiéanel en million, soit 0,5

Les résultats en nmol/min/million de cellules samsuite convertis en nmol/min/mg de

protéines suite au dosage de protéines.

6. Citrate synthase
a) Principe

La réaction enzymatique catalysée par la citratghsyge 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 ajustélaa®ec de I'HCI 5 M.

La solution est conservée a -20°C pendant 6 mois.

DTNB (1 mM) : 1,98 mg/5 ml tampon Tris (1M). La solution estgaie extemporanément
et protégée de la lumiére.
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Oxaloacétate (10 mM) : 6,6 mg/5 ml eau distillée. La solution est préparé

extemporanément.

Acétyl-CoA (10 mM) : 10 mg/1,2 ml eau distillée. La solution est congera -20°C pendant

1 mois.

Triton X 100 (10 %) : Le triton X 100 est dilué au 1/i@ans de I'eau distillée. La solution
est conservée a -20°C pendant 6 mois.

c) Protocole

Ce dosage est réalisé directement sur les celigeses dans le tampon A.
Dans un tube a hémolyse, sont ajoutés :
» 755 ul d'eau distillée
* 150 ul de DTNB (soit 150 pM)
* 50 pl d'oxaloacétate (soit 500 uM)
» 30 ul d'acétyl-CoA (soit 300 uM)
* 10 pl de triton X 100 (soit 0,1 %)
Ce mélange réactionnel est incubé a 37°C pendamn@tes. La réaction est ensuite initiee
par I'ajout de 5 ul de la suspension cellulairet 8d million de cellules). L'évolution de

'absorbance a 412 nm est suivie au spectrophotentBermostaté a 37°C, pendant 1 minute.

d) Expression des résultats

Les variations d'absorbance sont mesurées, enidarati temps, sur la partie linéaire de la
cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/milliode cellules) de la citrate synthase est

calculée en utilisant la formule suivante :

ADO 10°
AS

1]
x

| X € Tneg X SNTng Qellules

ADO : variation de DO par minute

| : longueur de traversée du faisceau optique ersoiml

¢ g | coefficient d'extinction molaire du TNB & 412 pem mMt.cm?, soit 13,6
Snqng : Nombre stoechiométrique du TNB dans I'équatiola déaction, soit 1

Oeellules - quantité de cellules ajoutée dans le milieutiéanel en million, soit 0,1
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Les résultats en nmol/min/million de cellules samsuite 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 déshydrogeeras réalisé selon la méthode décrite par
Hutteret al. (2004). La lactate déshydrogénase catalyse ldioéasuivante :

pyruvate + NADH + H* — lactate + NAD

Le principe du dosage consiste a mesurer l'oxydatioNADH dont I'absorbance est mesurée
a 340 nm. Lors de la mesure spectrophotométrigudinhinution de I'absorbance a 340 nm

est alors proportionnelle a l'activité de la laetdéshydrogénase.

b) Réactifs

Tampon Tris (100 mM) : 1,211 g/100 ml eau distillée. Le pH est ajustélaavec de I'HCI 5

M. La solution est conservée a -20°C pendant 6 .mois

NADH (15 mM) : 10,64 mg/1 ml eau distillée. La solution est prépaextemporanément

dans un tube en verre et protégée de la lumiere.
Pyruvate (1 M) : 110 mg/1 ml eau distillée. La solution est prépanéemporanément.

Triton X 100 (10 %) : Le triton X 100 est dilué au 1/i@ans de I'eau distillée. La solution

est conservée a -20°C pendant 6 mois.

c) Protocole

Ce dosage est réalisé directement sur les celigieses dans le tampon A.
Dans un tube a hémolyse, sont ajoutés :
* 940 pl de tampon tris (soit 94 mM)
« 10 pl de pyruvate (soit 10 mM)
* 25 pul de triton X 100 (soit 0,25 %)
Ce mélange réactionnel est incubé a 37°C pendaningtes, puis 5 pl de la suspension

cellulaire (soit 0,1 million de cellules) sont ajés. La réaction est ensuite initiée par l'ajout
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de 20 pl de NADH (soit 300 pM). L'évolution de kabbance a 340 nm est suivie au
spectrophotometre, thermostaté a 37°C, pendansd@ihdes.

d) Expression des résultats

Les variations d'absorbance sont mesurées, enidarti temps, sur la partie linéaire de la
cinétique. L'activité spécifique (nmol/min/milliate cellules) de la lactate déshydrogénase est
calculée en utilisant la formule suivante :

ADO 10°

EXiapH X SNnaDH Qellules

ADO : variation de DO par minute

| : longueur de traversée du faisceau optique ersoinl

& napn | Coefficient d'extinction molaire du NADH & 34tnen mM*.cmi?, soit 6,22
SnyapH : hombre steechiométrique du NADH dans I'équatioladéaction, soit 1

Ceellules: quantité de cellules ajoutée dans le milieutiéanel en million, soit 0,1

Les résultats en nmol/min/million de cellules samsuite 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 a partir d'un culot sec4lenillions de cellules en utilisant le kit "EZ1
DNA" et l'extracteur "BioRobot EZ1 DSP" (Qiagen, W@mboeuf, France). La quantité
d'ADN est déterminée en réalisant une PCR quanBtaén temps réel sur l'appareil
"Chromo4" (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France)rpon géne situé sur 'ADNmt, ND1

codant pour la sous unité 1 de la NADH déshydroggriamorce sens 5-CTT TGC GTA
GTT GTA TAT AGC C-3', amorce anti-sens 5'-CGC ATAA CTT AAA ACT TTA CAG-

3") et un géne situé sur I'ADN nucléaire Blglobine (amorce sens 5-CAA CTT CAT CCA
CGT TCA CC-3', amorce anti-sens 5'-ACA CAA CTG TGCTA CTA GC-3'). Les résultats

sont exprimés sous forme du ratio NPdlobine.
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RESULTATS ET DISCUSSION
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Fatty liver and insulin resistance in obese Zuckerats: no role for mitochondrial
dysfunction.
Mélissa Flamment, Matthieu Arvier, Yves Gallois]I€8 Simard, Yves Malthiery, Patrick
Ritz, Pierre-Henri Ducluzeau.

Biochimie, 2008, 90(9): 1407-13.
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Introduction de l'article 1 :

L'implication de la mitochondrie dans le développaides NAFLD est relativement bien
admise concernant le développement de la stéattifeéfizegricheet al, 2006). Cependant la
fonction mitochondriale dans des conditions de teg&a hépatique simple n'est que peu
étudiée. L'accumulation ectopique de lipides danfoie est due principalement a l'arrivée
massive des acides gras libres issus de la lipagsgocytaire et a I'augmentation de la
lipogenese hépatique (Donnelit al, 2005). Par ailleurs, la mitochondrie pourraiteét
impliquée dans le développement de cette stéakrseffet, des altérations de la fonction
mitochondriale pourraient contribuer a l'accumolatide lipides intracellulaires selon
plusieurs mécanismes :

e soit par une augmentation de l'efficacité de lagphorylation oxydative qui
entrainerait une diminution de I'oxydation des salts énergétiques associée a une synthése
d'ATP équivalente

* soit par une diminution des capacités oxydativess s/ariation de I'efficacité de la
phosphorylation oxydative

* soit par une diminution de la quantité de mitochas.

Afin d'évaluer ces hypothéses, nous avons utilisénodele de rat génétiquement obese par
une inactivation du gene codant pour le récepteutadleptine, le rat Zucker (Zucker et
Zucker, 1961). Le rat Zucker obése présente |dgrdiftes caractéristiques du syndrome
métaboliqgue et est couramment utilisé comme mod&tide pour la stéatose hépatique
(Leonardet al, 2005). Il a été mis en évidence que ce modéleatlee présentait pas de
fiborose en conséquence de I'absence du signahdégmdipokine qui interviendrait dans le
processus fibrogénique (lkejimat al, 2001, lkejimaet al, 2002, Leclerccet al, 2002,
Ilkejimaet al, 2007).

Dans ce modele de stéatose hépatique nous avadig &ufonctionnement de la chaine
respiratoire sur des mitochondries isolées. Nowmswmesuré le potentiel de membrane en
fonction de la consommation d'oxygene a I'état 8 kitat 4. Afin d'évaluer l'efficacité de la
phosphorylation oxydative nous avons réalisé unéticjue de la synthése d'ATP en fonction
de la consommation d'oxygene. Enfin, de maniénebuér la quantité de mitochondries ainsi
gue les capacités oxydatives, nous avons mesurackegtés enzymatiques de la citrate

synthase et de la cytochromexydase.

- 123 -



Available online at www.sciencedirect.com

ScienceDirect BIOCHIMIE

Biochimie 90 (2008) 1407—1413
www.elsevier.com/locate/biochi

Research paper

Fatty liver and insulin resistance in obese Zucker rats: No role for
mitochondrial dysfunction

Mélissa Flamment “*, Matthieu Arvier *, Yves Gallois ™, Gilles Simard ***,
Yves Malthiery abe Ppatrick Ritz #*9, Pierre-Henri Ducluzeau >4

4 INSERM, U694, CHU Angers, 4 rue Larrey, F-49033 Angers, France
® Univ Angers, F-49035 Angers, France
€ CHU Angers, Département de Biochimie et Génétique, F-49033 Angers, France
4 CHU Angers, Département d’Endocrinologie-Diabéte-Nutrition, F-49033 Angers, France

Received 4 March 2008; accepted 5 May 2008
Available online 15 May 2008

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 ¢ 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 ¢ 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.
© 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

Abbreviations: COX, cytochrome ¢ oxidase; CS, citrate synthase; ANT, ad-
enine nucleotide translocator; TG, triglyceride.
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E-mail address: mflamment@yahoo.fr (M. Flamment).

0300-9084/$ - see front matter © 2008 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

doi:10.1016/j.biochi.2008.05.003

evidences indicate that insulin resistance in skeletal muscle
could be due to reduced mitochondrial oxidative capacity
[2—7]. 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
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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 PKCg, 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-FO 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 between membrane 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 ¢ 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/+)
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, 5mM EGTA and 50 mM Tris—base, pH 7.4 (10 ml/g
tissue) followed by centrifugation at 600 x g for 10 min. The
supernatant was filtered through cheesecloth and centrifuged
at 7000 x g for 10 min. The pellet was resuspended in the iso-
lation medium (10 ml/g tissue) and centrifuged at 3500 x 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,
Montlugon, 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 (TPMP™"). Mitochondria (0.5 mg protein/ml) were incu-
bated in a respiratory reaction medium containing 120 mM
KCl, 5mM KH,PO,, 1 mM EGTA, 2 mM MgCl,, 3 mM
HEPES and 0.3% bovine serum albumin (w/v), pH 7.4, and
supplemented with 5 uM rotenone and 80 ng/ml nigericin.
The TPMP electrode was calibrated by sequential 0.5 pM
additions up to 2 uM TPMP, then 5 mM succinate was added
to start the reaction. After each run, 2 pM 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 (ul/mg of
protein)*1 [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 pg/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 uM 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 uM rotenone, 5 mM
succinate, 20 mM glucose and 125 uM ATP. The rate of oxida-
tive phosphorylation flux was modulated by different concen-
trations of hexokinase (10—175 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 x g, 3 min) and the
supernatant was removed and neutralized to pH 7 using KOH
(5 M). NADP (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 ¢
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 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (regen-
erated with Tris buffer, 1 M, pH 8.1), I 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 pg protein) or isolated mitochondria (10 pg 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 ¢ at 550 nm. An 80 pM
solution of reduced cytochrome ¢ (92—97% reduced using di-
thionite) in 50 mM KH,PO,, was preincubated for 5 min. The
reaction was initiated by adding the homogenate (30 ng pro-
tein) or isolated mitochondria (5 pg 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 x 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 NAD™
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 #-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 (4-14%,
P < 0.05) than that of lean Zucker rats. Liver relative weight
of obese Zucker rats was significantly higher (+17%,
P < 0.05) than that of lean Zucker rats. Liver triglyceride
content was significantly higher (+43%, 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) 453 £42 105.9 £ 9.9
Glucose (g/1) 1.1 £0.09 2.05+0.3*
Insulin (pU/ml) 12.05 £ 1.7 186.6 + 24.21
Leptin (ng/ml) 1.33 £0.18 421429
Adiponectin (pg/ml) 1.76 + 0.07 2.92 +0.17"
B-Hydroxybutyrate (pmol/l) 905.5 + 124.8 722.56 £ 175.8

Results are expressed as mean = SEM. *P < 0.05; TP < 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

To quantify 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 ¢ oxidase (COX) in isolated mitochondria
and liver homogenate allows us to determine the quantity of
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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 pg/ml) in liver mito-
chondria of lean (e) and obese (O) Zucker rats. Results are expressed as
mean = SEM.
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Fig. 2. Relationship between membrane potential and oxygen consumption in
state 3 respiration. Oxygen consumption was modulated by subsaturating ADP
concentrations generated by hexokinase (10—175 mU/ml) in liver mitochon-
dria of lean (e) and obese (O) Zucker rats. Results are expressed as
mean + SEM.

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
[2—7]. 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
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Fig. 3. Relationship between ATP synthesis and oxygen consumption. Oxygen
consumption was modulated by subsaturating ADP concentrations generated
by hexokinase (10—175 mU/ml) in liver mitochondria of lean (e) and obese
(O) Zucker rats. Results are expressed as mean = SEM. Linear regression
equations are y =2.07x — 67.12 (R2 =0.996) for lean and y=2.06x —
64.28 (R? = 0.998) for obese Zucker rats.
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Table 2
Mitochondrial enzyme activities
Lean Obese
Citrate synthase Homogenate 1922+ 8.5 177 £ 4.4
Mitochondria 3314 +£254 362.7 £21.3
Cytochrome ¢ oxidase = Homogenate 336.1 + 30.2 3582+ 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.

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 ¢ oxidase activities.

In order to evaluate basal proton leak within mitochondria we
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 of ADP in ATP. 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
apotential, in state 3 respiration, we measured 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 the mito-
chondrial energy efficiency, we measured oxygen consumption
and ATP 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 and ATP 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 accordance with the recent study which 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
at25 °C compared to 37 °C for our measurements. However mi-
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 the medium, 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 the mitochondrial mem-
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 ANT exerts a high flux control on respiration in liver
mitochondria, and that control strength of ANT on 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 ¢ 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
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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 falfa 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 [39—41],
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 [44—46]. 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 montrerdhs®nce d'altération de la phosphorylation
oxydative dans ce modéle animal de stéatose hépatigue ce soit au niveau de la fuite de
protons, de l'efficacité de la phosphorylation catyee (cinétique ATP/O) ou au niveau des
capacités oxydatives en elles-mémes. De méme,datitgi de mitochondries hépatiques ne
semble pas modifiée chez le rat Zucker obése adesuactivités enzymatiques de la citrate
synthase qu'elles aient été mesurées sur de I'orabde foie ou sur mitochondries isolées.
Le systeme de la phosphorylation oxydative semipisi @aréservé dans le foie stéatosique et
par conséquent ne participe pas a I'accumulatioaesske de lipides.

La fuite de protons avait déja été évaluée chezateZucker dans deux études qui
aboutissaient a des résultats différents. Rarasay (1996), ont mis en évidence que la fuite
de protons des mitochondries hépatiques des ratkeFZuobeses était diminuée en
comparaison de celle observée chez les rats Zuckepbeses. Brookes al (1998), ayant
réalisé une étude similaire ont montré une fuitgotgons équivalente chez les rats Zucker
obéses et non-obéses. Dans leur étude, Brostkak, expliquent la différence de fuite de
protons observée par Ramsatyal, par I'absence de BSA dans leur milieu de respirayui
permet de chélater les acides gras et ainsi dieasieliir de la fuite de protons inductible.
Tout comme Brookest al, nous avons utilisé de la BSA dans notre milieuakpiration de
maniére a évaluer uniquement la fuite de protosalbaet nous obtenons les mémes résultats.
Il semble ainsi que la fuite de protons basaleoitepsis modifiée chez le rat Zucker obese.
L'apport de notre étude réside dans la réalisatlone cinétique de la synthése d'ATP en
fonction de la consommation d'oxygéne qui perm@taduer I'efficacité de la phosphorylation
oxydative dans des conditions plus physiologiguesfficacité de la phosphorylation
oxydative n'est pas modifiée chez le rat Zuckersebde méme que la consommation
d'oxygéne a l'état 3 et la synthése d'ATP analyséesrément. Cependant, une étude a
montré que la consommation d'oxygene a l|'état B diminuée dans des mitochondries
isolées a partir de foie de rats Zucker obesesseicée a une diminution de la quantité de la
protéine ANT (Teodoret al, 2006). Par ailleurs, dans cette méme étudepriaammation
d'oxygene a l'état 4 avec du succinate comme suib&iit augmentée suggérant ainsi une
augmentation de la fuite de protons. Cependagstilifficile de comparer nos résultats avec
ceux obtenus dans cette étude du fait de condigapérimentales différentes. En effet, leurs
mesures de consommation d'oxygene et de potemrtielaibrane ont été effectuées a 25°C
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alors que les nétres ont été effectuées a 37°Cfohetionnement mitochondrial a des
températures non-physiologiques n'est pas le méma 3y°C (Dufouret al, 1996). La
contribution du "slip-redox” a la consommation ¢g&ne basale est dépendant de la
température d'expérimentation (Canttnal, 1995), pouvant ainsi expliquer I'augmentation
de la consommation d'oxygene a I'état 4 observé€&quadoroet al (2006).

Par ailleurs, I'état 3 de consommation d'oxygénelede étude a été obtenvia une
concentration saturante d'ADP. Dans ce cas, I'Ad#vellement synthétisé s'accumule dans
le milieu entrainant ainsi une augmentation du eapATP/ADP qui en retour va inhiber la
phosphorylation oxydative en parti& l'inhibition de I'ANT (Jacobust al, 1982). En effet,
ATP et ADP entrent en compétition pour se lier ANT afin de franchir la membrane
mitochondriale (Bohnensack, 1981, Balaban, 199@ntonné que dans I'étude de Teodoro
et al, une diminution de la quantit¢ d'ANT est obsendez le rat Zucker obeése,
accumulation d'ATP a l'état 3 peut étre respolesatune plus forte inhibition de la
phosphorylation oxydative. Dans notre étude nouissans le "systéeme hexokinase" afin
d'obtenir I'état 3 permettant ainsi une régéenéanat®DP a partir de I'ATP formé et par
conséquent limitant I'accumulation d'ATP. Au vu des résultats, la phosphorylation
oxydative évaluée en prenant en compte uniquenaectidine respiratoire et 'ATP synthase
n'est pas altérée chez le rat Zucker obese. Néasmes résultats de I'étude de Teodetro
al.,, semblent indiquer que dans ce modele, la phoglation oxydative pourrait étre
perturbée par une diminution de la quantité de TARQuoi qu'il en soit, nous avons mesure la
concentration eifi-hydroxybutyrate dans le serum afin d'évaluer deiéra indirecte -
oxydation hépatique et ce paramétre ne varie pas ks rats Zucker obeses ou non-obeses.
Par conséquent, qu'il y ait ou non une altératiansdle fonctionnement de la chaine
respiratoire, celle-ci n'a pas de répercution awoie de Ig-oxydation hépatique et donc sur
l'accumulation de lipides dans le foie.

Evidemment, le modeéle de stéatose hépatique, rekefupar son origine génétique a des
limites et n'est pas le plus pertinent physiologiment. Un des paramétres mettant en
evidence la différence entre ce modeéle et les matiavec un syndrome meétabolique réside
dans le fait que la concentration sérique en adigiime est augmentée dans ce modele (Oana
et al, 2005, de Assigt al, 2006, Doyoret al, 2006). La concentration d'adiponectine est
diminuée dans le cas de l'obésité et du diabétgpe2 (Huet al, 1996, Aritaet al, 1999,
Hottaet al, 2000) et est corrélé négativement aux risquetedeloppement de I'obésité et du
diabéte de type 2 (Lindsat al, 2002, Sprangeet al, 2003). L'augmentation paradoxale de

I'adiponectine dans ce modéle souligne la néced'sitifiser un modéle animal possédant les
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caractéristiques et les mécanismes a l'origineéheldppement de I'obésité et du syndrome
métabolique plus proches de ceux observés chandinu
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Introduction de l'article 2 :

Le développement de l'obésité et du syndrome miggaleoimplique, dans des proportions
variables selon les individus, des facteurs bigjogs, notamment génétiques,
comportementaux et environnementaux. La causeipailgcenvironnementale de l'obésité est
une augmentation de l'ingestion d'aliments, eniqudigr ceux riches en gras, associée a un
mode de vie sédentaire. Afin d'étudier la pathophygie de I'obésité et des complications
qui lui sont associées comme la stéatose hépatigest, indispensable d'utiliser un modéle
animal se rapprochant au mieux des caractéristiqaesette pathologie et ayant développé
une obésité selon des mécanismes similaires a cksarvés chez I'numain. Concernant
I'étude de l'implication de la mitochondrie dansiéeloppement des NAFLD associées au
syndrome métabolique, les modéles animaux utils@ést variés. Hormis, les modéles
d'obésité génétique tels que les rats Zucker etdegsob/oh un modeéle couramment utilisé
est le rat alimenté avec un régime carencé enreghat en meéthionine. L'absence de
méthionine dans l'alimentation entraine une dindmutde la synthese du glutathion et
diminue les défenses anti-oxydantes. La choline restessaire a la synthése de la
phosphatidylcholine contenue entre autres dan¥IlEd_. Par conséquent une déficience en
choline entraine un défaut de sécrétion des VLDairgti une accumulation de lipides dans le
foie. D'une part le mécanisme de développementditélatose dans ce modele n'est pas le
plus proche de celui observé dans le cas du syredrogtabolique. D'autre part ce modéle
présente une stéatohépatite associée a une fibtopar conséquent est un modéle plus
pertinent pour I'étude des mécanismes a l'origmdadransition stéatose/stéatohépatite. En
utilisant ce modeéle, les différentes études detation mitochondriale ont mis en évidence
une altération de la fonction mitochondriale ass®@ une augmentation du stress oxydant
pouvant ainsi créer un cercle vicieux dans legagdrbduction accrue de ROS entraine une
dysfonction mitochondriale conduisant a la formatie plus de ROS ableau 9.

Le modele animal qui nous a paru le plus prochia g@athogénése du syndrome métabolique
et de la stéatose hépatique est le rat nourri angégime modérément riche en gras (35 %).
De maniére a pouvoir évaluer la chronologie desifications éventuelles au niveau de la
fonction mitochondriale et du métabolisme lipidigele général, les rats ont été sacrifies a
différents temps de régime (2, 4 et 8 semaines)sida modele nous avons évalué la fonction
mitochondriale hépatique en mesurant la consommatioxygene avec différents substrats
respiratoires, la synthése d'ATP en fonction dedasommation d'oxygene et les activités
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enzymatiques des différents complexes de la chais@ratoire. Par ailleurs, la biogenése
mitochondriale a été évaluée en dosant la quatit®Nmt ainsi que I'expression des génes
clés impliqués dans cette voie. Enfin, nous avoasuré I'expression de différents genes clés

dans le métabolisme lipidique, au niveau de laggmnese et de I'oxydation des acides gras.
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Abstract

Aims: Mitochondrial dysfunctions play a critical role inon-alcoholic steatohepatitis
progression but are poorly studied during steatostgmtion. We aimed to determine the
sequence of liver mitochondrial regulations durtiihg first weeks of a moderate high fat diet
in rats.

Methods: Sprague-Dawley rats fed a high fat diet during Zndl 8 weeks. Mitochondrial
oxygen consumption, respiratory complex activityidative phosphorylation efficiency were
assessed on liver isolated mitochondria. Gene egjue related to liver metabolism and
mitochondrial function were also determined.

Results:At 2 and 4 weeks of high fat diet there was a dgwalent of fatty liver illustrated by
an increase of the hepatic triglyceride content amd increase of the expression of
mitochondrial glycerol-3-phosphate acyltransfer@sé€GPAT) and peroxisome proliferator-
activated receptoy (PPARy). Fatty liver development was associated with aentation of
the metabolism to the oxidation of fatty acid ithaged by the increase of pyruvate
dehydrogenase kinase 4 (PDK4) expression at 2 weekls the increase of serufi*
hydroxybutyrate concentration at 4 weeks but withalteration of mitochondria respiratory
chain activity. At 8 weeks, oxygen consumption wghalmitoyl-l-carnitine as respiratory
substrate was decreased. Moreover, ATP synthasétyaand ATP synthesis were increased
leading to an increase of ATP/O. However, mitoch@dliensity seems to be not affected.
Conclusions: This model of gradual high fat diet until 8 weekbowed that hepatic
metabolism and especially mitochondria can adaptfate the increase of fatty acid

availability.

Keywords: High fat diet, Fatty liver, Lipid metabolism, Mithondria, Oxidative

phosphorylation
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Abbreviations: HFD, high fat diet; RCR, respiratory control rat©S, citrate synthase; TG,
triglyceride; mtDNA, mitochondrial DNA; HPRT, hyparthine guanine phosphoribosyl
transferase; PG@landp, peroxisome proliferator-activated recepgaroactivator lo. andp;
TFAM, mitochondrial transcription factor A; NRF1luciear respiratory factor 1; ERR
estrogen-related recepton; SCD1, stearoyl-coenzyme A desaturase 1; mtGPAT,
mitochondrial glycerol-3-phosphate acyltransférd3@ARy andy, peroxisome proliferator-

activated receptoro. and y; CPT1, carnitine palmitoyltransferase 1; PDK4, ywate

dehydrogenase kinase 4.
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Introduction

Obesity and risk factors associated like type delies, cardiovascular diseases and
liver diseases have become a major health probletonly in industrialized but also in
developing countries [1-2]. The development of dgesesponds to a complex multi-
determinism involving biological factors, partlyrgeic, behavioral and environmental factors
and being involved in varying proportions in eactividual. The major environmental cause
of obesity is an increase of food intake especiatiif in fat combined with a decrease of
energy expenditure associated with a sedentastyite[3]. High fat diet (HFD) represents a
challenge for the different tissues implied in g@atic homeostasis which must maintain
whole body energy equilibrium. The liver is a kegan in energetic homeostasis as well as in
glucose and lipids metabolism and represents 20b&asdl metabolic rate [4]. Mitochondrion
represents the hub of metabolism by producing gniergcellular process but also is the end
point of the degradation of energetic metabolitgagose, fatty acids and protein). Now it is
well recognized that mitochondrial dysfunction agmsein the context of obesity and could
contribute to the onset of insulin resistance irsahel[5] and nonalcoholic steatohepatitis [6].

However animal studies in liver have been mainlydiwted on genetic animal
models [7] or with a diet deficient in choline anmgkthionine [8] and thus are quite different
from common non-alcoholic fatty liver disease hunpdaysiopathology. Studies using HFD
rodent models are more physiologic but are usysformed in endpoint condition [9-10]
and failed to describe the sequence of events ndgatlh metabolism alterations and
mitochondrial dysfunction. Indeed, body and esplciaver is constantly adapting to the
changes inherent at environmental variation suclpast-prandial state or fasting state in
order to maintain energy homeostasis. However vameanvironmental stress (e.g., diet rich

in fat) appears and persists, regulation mechafagmto maintain energy homeostasis.
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The aim of the present study was to describeeffects of a moderate excess fat
delivery on liver metabolism and especially mitogtinal function using a chronological
approach of HFD in rats. By functional and transtonal methods, we aimed to determine
mitochondrial regulations setting up and the seqeesf the different early steps associated

with fatty liver development.
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Materials and methods

Animals

The present investigation was performed in aceoréavith the guiding principles in
care and use of animals. Male Sprague Dawley rate waged individually in a temperature-
controlled room (20 £ 2°C) with a dark/light cya&12:12h. They were provided with water
ad libitum and a standard diet (U-A-R A04; SAFE|ray-sur-Orge, France) composed of (%
total weight) 16% protein, 3% fat, 60% carbohydratel 21% water, fiber, vitamins and
minerals. At 2 months old, the control group (withdigh fat diet) was sacrificed and others
groups were placed on a high fat diet (UPAE, Jawy@sas) composed of (% total weigh) 22
% protein, 35% fat (lard), 28% carbohydrate and is&ter, fiber, vitamins and minerals,

during 2, 4 or 8 weeks. All rats were fasted dutimg night before being killed.

Mitochondrial respiration

Liver mitochondria were isolated as previouslyaligged [7]. Oxygen was measured
with a Clark oxygen electrode in a glass cell 2iml/olume, thermostatically controlled at
37°C. Liver mitochondria (0.5 mg protein/ml) werecubated in a respiratory reaction
medium, consisting of 120 mM KCI, 5 mM KAQO;,, 1 mM EGTA, 2 mM MgC), 3 mM
hepes and 0.3% bovine serum albumin (w/v). Sulest@tcentrations were 5 mM pyruvate +
2.5 mM malate, or 4QM palmitoyl-I-carnitine + 2.5 mM malate, or 5 mMaainate + 5 uM
rotenone. The active state of respiration (statev&3 initiated by the addition of 3QM
ADP. The basal non-phosphorylating respiration (atate 4) was measured before addition
of ADP. Respiratory control ratio (RCR) was calteth 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 piestory reaction medium
supplemented with 5 uM rotenone, 5 mM succinatem®0 glucose and 125 uM ATP. The
state 3 of respiration was initiated by the additaf 175 mU/ml of hexokinase and ATP
production was monitored by glucose-6-phosphatm&tion, as previously described [11].
Oxygen consumption was recorded for 2 min, theeea#tiquots were taken from the
respiratory reaction medium and immediately plasegerchloric acid (6%), centrifuged
(8000 g, 3 min) and the supernatant was removedaanttalized to pH 7. NADP0.5 mM)
and glucose 6-phosphate dehydrogenase (0.25 U) thveneadded and ATP production was

monitored spectrophotometrically from NADPH contah840 nm.

Mitochondrial enzyme activities

The activities of citrate synthase (CS), complexl| lll and IV were measured
spectrophotometrically at 37°C in isolated mitoathda via an adaptation of the method
described by Malgat et al. [12]. CS activity wasasi@ed by monitoring the change in optical
density of 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) 412 mm. NADH ubiquinone reductase
(complex 1) was determined by monitoring the oxiolatof NADH at 340 mM. Succinate
ubiquinone reductase (complex II) was measured dilowing the reduction of 2,6-
dichlorophenolindophenol at 600 nm. Ubiquinone chitome c reductase (complex lll) was
determined by monitoring the reduction of cytocheomat 550 nm. Cytochrome ¢ oxidase
(complex 1V) activity was measured by monitoring thxidation of reduced cytochrome c at
550 nm. ATP synthase activity was measured by pledwassay using lactate dehydrogenase
and pyruvate kinase [13]. The assay was performeg4@ 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 determinedngsihe method described by Xu et
al. [14]. Briefly, 100 mg of liver tissue was honsmgzed in 1 ml of ethanol followed by a
centrifugation at 15,000 g for 10 min. TG were mead with a Sigma kit. Glucose
concentrations were measured with a glucometerun$emsulin concentrations were
measured using enzyme-linked immunosorbent assaylknco Research, St Charles, MO).
Serum free fatty acid angthydroxybutyrate concentrations were measured usiaymatic

assay kits on a Cobas Mira automatic analyzer (Roch

Mitochondrial DNA quantification

Total DNA was extracted from liver using EZ1 DNAs3ue kit and BioRobot EZ1
DSP (Qiagen). The content of mitochondrial DNA (iN#®) was calculated using real time
guantitative PCR by measuring the threshold cyat® r(ACt) of a mitochondrial encoded

gene (ND1) versus a nuclear encoded ggr@l¢bin).

Real time quantitative RT-PCR analysis

Total RNA was extracted with the Trizol Reagemtv{irogen). The levebf target
MRNAs was measured by RT followed by real-time R@kRg a LightCycler (Roche). A
standard curve was systematicalignerated with six different amounts of purifiedgtt
cDNA and each assay was performadduplicate. We measured hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transferase (HPRMRNA as a reference gene so that the results are
expressed aa ratio referred to the expression of HPRT. Primequence and RT-gPCR

conditions are available upon requested.
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Statistical analysis

Results are expressed as mean = SEM. The statisignificance of observed
variations was assessed using one-way ANOVA anterdiices between means were
subsequently tested by Fisher Post-hoc test.vAlue < 0.05 was considered significant in all

cases. All analyses were performed using Statvi@WSAS Institute, Cary, NC, USA).
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Results
Body weight and different biochemical parameters

Results showed significant effect of time of diet body weight (Table 1). Weight
increased after each periods of HFD. Relative fassn(epididymal fat pad) increased also
with time of HFD but remained stable between 4 &mwideeks of HFD. Insulin concentration
significantly increased at 2, 4 and 8 weeks of HE@mpared to control. Glycemia
significantly increased at 4 and 8 weeks of HFD paraed to control and 2 weeks of HFD.
NEFA concentration remained the same in all peraid4FD. Serunp-hydroxybutyrate used
as an indicator of livep-oxidation increased at 4 weeks compared to theetbther groups.
Liver steatosis, assessed by measuring liver tigglge content, increased dramatically at 2
weeks and 4 weeks of HFD compared to control buredsed 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 mitochaatrrespiratory activity, we
measured oxygen consumption with various substiatesates 3 and 4 (Table 2). Results
showed there was no difference in mitochondrialpira§on using pyruvate + malate
(complex 1) or Succinate + rotenone (complex Il)sabstrates in state 3 and 4 between the
four groups. Mitochondrial respiration using palogitl-carnitine + malate as substrate
(oxygen consumption associated witloxidation) significantly decreased at 8 weeks 6CH
in state 3 but not in state 4. Corresponding RAR thecreased at 8 weeks of HFD. We also
measured ATP synthesis in the same time of oxygesuwmnption (ATP/O) with Succinate +
rotenone as substrate in order to assess oxidptiesphorylation efficiency (Figure 2).
ATP/O significantly increased at 8 weeks of HFD pamed to control and 2 weeks of HFD

due to an increase of ATP synthesis.
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Mitochondrial enzyme activities

Citrate synthase activity significantly decreaaéd and 8 weeks of HFD compared to
control (Table 3). The activities of complex I, ll, and 1V remained the same in all periods
of HFD. ATP synthase activity significantly increalsat 2, 4 and 8 weeks compared to

control.

mMtDNA content and gene expression

To assess mitochondrial content, we measured mtRbdiftent (Figure 3). mtDNA
content remained the same whatever the week of HFD.

In order to evaluate the expression of key geneshmed in metabolism, we
performed real-time quantitative RT-PCR (Figure We measured gene expression of
peroxisome proliferator-activated receptorcoactivator 1 (PGC1y and 3, mitochondrial
transcription factor A (TFAM), nuclear respiratofgctor 1 (NRF1) and estrogen-related
receptora (ERRn) which are key genes in mitochondrial biogenesid tunction (Figure
4A). TFAM expression was significantly higher ati2d 4 weeks of HFD compared to control
and 8 weeks of HFD. PG@GZExpression significantly decreased at 8 weekskid idompared
to control and decreased but not significantly aind 4 weeks of HFD compared to control
(P=0.0955 andP=0.0673 respectively). However, ANOVA for PGEL &xpression was not
significant £=0.0768). ER expression decreased significantly at 4 weeks epetpto 2
weeks of HFD and decreased at 8 weeks comparedonmtrot but not significantly
(P=0.0654). NRF1 and PG@ZExpression remained the same in all periods of HFD

We also measured stearoyl-coenzyme A desaturaS€RL), mitochondrial glycerol-
3-phosphate acyltransferase (MtGPAT) and peroxispnudiferator-activated receptoy
(PPARy) expressions in order to evaluate fatty acid aiglyterides synthesis (Figure 4B).

SCD1 expression remained the same in all period$ileD. mtGPAT expression was
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significantly higher at 2 and 4 weeks of HFD conggato control and 8 weeks of HFD.
PPARy expression increased significantly at 4 and 8 weeknpared to control and increased
at 2 weeks but not significantl?£0.0672).

In order to evaluate fatty acid oxidation, we meadicarnitine palmitoyltransferase 1
(CPT1), peroxisome proliferator-activated receptqiPPARy) and pyruvate dehydrogenase
kinase 4 (PDK4) expressions (Figure 4C). CPT1 dnédHR® expressions remained the same
in all periods of HFD. PDK4 expression increase@ ateeks compared to the three other

groups.
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Discussion

Although significant progress in understanding tpathogenesis of liver lipid
accumulation has been achieved in years, the nutwbial adaptations during this process
remain to be characterized. In the current studyaineed to investigate liver metabolism by
specifically studying mitochondrial function in aodel of rats with different times of
moderate HFD in order to decipher a schema of eadiabolism adaptations setting up to
maintain energy homeostasis.

At 2 weeks of HFD, it seems there were no delmisrconsequences of the increase of
fatty acid supply on liver metabolism. The main axud surprising event at this state was the
increase of fatty acid storage into triglyceriddsicla was illustrated in the major part by the
increase of liver triglyceride content and in amotpart by the increase of the expression of
MtGPAT which is implied in the first and most lilkalate-limiting step of TG synthesis [15].
There was also an increase of the expression oRPPA addition to the major role as a key
factor in adipogenesis, increasing evidence hasodstrated that PPARplays a key role in
the development of fatty liver [16]. Several murim@dels of obesity and diabetes [17-19]
including model of HFD [20], which develop fattywdir, have an increase level of PPAR
expression in liver. Interestingly, the expressadrPDK4 which is an important regulation
point between glycolysis and fatty acid oxidati@i]was increased at 2 weeks. When PDK4
is activated, it inhibits pyruvate dehydrogenasmpiex, thus the principal source of acetyl
CoA becomes fatty acid oxidation. Therefore at 2kgeof HFD we showed an orientation of
the metabolism in order to use the fatty acid excé¢ mitochondrial level there was an
increase of the ATP synthase activity. Mitochonldfienction in liver is regulated by ATP
synthesis and not by the entry of the respiratoiyssates into the respiratory chain unlike

muscle [22]. We can hypothesize that the increds&Té synthase activity represents an
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adaptation of the mitochondria in order to allove thxidation of more substrates and/or to
supply more ATP in the case of an increase of gnieegds (e.g. Triglycerides synthesis).

At 4 weeks of HFD, there was not only storage igiytcerides but also an increase of
fatty acid oxidation. Indeed, with a serum indicad liver B-oxidation, B-hydroxybutyrate,
we showed that-oxidation increased at 4 weeks compared to theratoups. This increase
of fatty acid oxidation seems to be due to an m®eeof fatty acid entry in thgoxidation
without alteration of this pathway or of the mitocirial respiratory chain. This observation
was therefore a direct consequence of the increbaty acid availability. At 4 weeks the
increase of PDK4 was not maintained. PDK4 expressaegulated by PGG@land ERR
[23], and so the decrease of PGGIhd ERR expression observed at 4 and 8 weeks of HFD
could explain the decrease of PDK4 expressioneaséime periods of diet.

At 8 weeks of HFD we observed an inversion offtret regulation set up. Indeed, the
level of B-hydroxybutyrate decreased to be identical to thitrol group and on the other
hand, the decrease of respiration with palmitogdinitine at 8 weeks of HFD at state 3,
showed there was a decreas@-oixidation pathway. The fact that respiration withccinate
+ rotenone as substrate was not altered, indicatenal oxidation of FADKH by complex II,
suggests that the decrease of respiration is daa ionpaired3-oxidation and not a matter
with mitochondrial respiratory chain. This lastultsvas confirmed by the constant activities
of complex I, Il, Il and IV in all periods of HFDATP/O increased at 8 weeks of HFD due to
an increase of ATP synthesis with same oxygen eopsan. We can hypothesize that this
increase of oxidative phosphorylation efficiencyswa consequence of the decreasg-of
oxidation in order to maintain ATP synthesis to trtbe needs of the cell despite the decrease
of B-oxidation substrate availability for respiratoryhain. This increase of efficiency
associated with the pressure exerted by the hidistiates availability could lead to an

increase of ROS production and thus have a consequen the mitochondrial respiratory
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chain integrity [24-25]. In other side the decreage8 weeks of MtGPAT expression
compared to 2 and 4 weeks could illustrate a deered TG synthesis and explain the
decrease of liver TG at 8 weeks compared to 2 weélks$FD. Thus the association of the
decrease of fatty acid oxidation and the decredsd® synthesis could lead to an
accumulation of intracellular lipid metabolites whicould be deleterious for the cell.

In addition, we assessed mitochondrial biogenedis thhe measure of the expression
of key genes and with the measure of mtDNA contB@CI. expression decreased at 8
weeks of HFD and decrease at 2 and 4 weeks buigmificantly, but we did not observe
significant changes in a downstream target of PGGQIRF1. Recent evidence shows that
ERRo and PGCi interact to regulate mitochondrial gene expressibas implicating this
nuclear receptor as an important modulator of rhibocirial function [26-27]. Moreover
ERRo expression is regulated by PGC]28]. We showed that ERRexpression was
decrease at 4 and 8 weeks of HFD compared to 2saafaRFD in parallel of the decrease of
PGCXk expression. Another downstream target of P&QG& TFAM, which is key
transcriptional activator that translocates to thiochondria and activates mitochondrial
DNA replication and transcription. Surprisingly, veélowed that TFAM expression was
increased at 2 and 4 weeks of HFD. However, althdhgre was variation of expression of
PGCX, ERRy and TFAM, there were any consequences on the mtbbdident and thus on
the mitochondrial density which seems to be theesemnall periods of HFD.

In conclusion, in the first time of HFD (2-4 week#)ere was an increase of fatty acid
oxidation and an increase of triglycerides synth@siorder either use excess of fatty acid or
to produce energy or to store it in triglyceridelawever this first regulation set up to face
excess fat delivery do not continued and theresisifh which leads to a decrease of fatty acid
oxidation and triglyceride synthesis. It should gm@nted out that there is no alteration of

mitochondrial respiratory chain itself illustratdeht until 8 weeks mitochondria can preserve
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its functionality despite fatty acid overload. Thilés model of gradual high fat diet until 8
weeks allowed us to show that hepatic metabolischeampecially 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 + 28 465 + 16 534 + 15 589 + 18 <0.0001
Epididymal fat pad (g/100g) 0.47 + 004 1.0 +0.08 1.34+0.14 1.26 +0.12 <0.0001
Glycemie (g/l) 1.06 + 0.06 1.08 +0.16 1.33+0.16 1.33+0.08 0.0378
Insulin (ng/ml) 0.53 + 0.07 0.96 +0.16 0.82+0.18 0.90 + 0.0 0.0337
NEFA (umol/l) 762.5 + 44.3 866.2 + 196.3 555.8 89  726.2 +135.6 0.3720
B-hydroxybutyrate (umol/l) 651.8 + 54.7 751.5+80.7 1097.0 + 785 770.2+75.8 0.0021

NEFA, non-esterified fatty acid. Values are mea@EM. P values are from one-way ANOVA.
(n=6 except for insulin n=4-6).

a<b<c<d significantly different between each grdes0.05 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 4.70649 0.6787
RCR 3.49 +0.42 4.46 +0.94 4.94 +1.17 3.18460. 0.3841
Palmitoyl-I-carnitine + malate State 3 104.43+B.6 107.20 +8.82 116.26 + 8.48 66.79 + 17.99 0.0292
State 4 23.67 +1.72 21.26 + 1.24 22.92+1.72 926.5.07 0.5686
RCR 4.45 +0.2% 5.05 +0.32 5.24 +0.58 2.38 £0.48 0.0003
Succinate + rotenone State 3 159.47 + 14.30 16518156 183.03 + 26.76 162.27 + 11.09 0.7853
State 4 25.56 + 1.98 29.15 +1.91 28.79 +2.82 3B4.6.76 0.4810
RCR 6.22 +0.23 5.67 +0.23 6.38 + 0.69 5.32 0.7 0.4577

Values are express in natomO/min/mg protein.

Vatwesnean + SEMP values are from one-way ANOVA (n=6).

a<b<c<d significantly different between each grdes0.05 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+116 313.9+13.% 294.1+9.8 294.8+7.9 0.0214
Complex | 0.25 +0.02 0.26 +0.02 0.31+0.04 Q3107 0.3717
Complex Il 1.55 + 0.07 1.40 + 0.07 1.44 + 0.09 1460.09 0.2724
Complex Il 3.66+0.18 3.21+0.26 3.80 £ 0.31 8470.28 0.3732
Complex IV 8.53 + 0.36 8.95+0.39 8.42+0.41 86031 0.7641
ATP synthase 1.38+0.12 1.70 + 0.08 1.77 +0.09 1.66 +0.08 0.0391

CS activities are expressed in nmoles/min/mg pmotether results are the ratio of enzyme activitgt €S activity.

Values are mean + SEN®.values are from one-way ANOVA (n=8).

a<b<c<d significantly different between each grdeg0.05 with Fisher post hoc test

- 159 -



Figure legends

Figure 1: Liver triglycerides content

Liver triglycerides are expressed as mg/g liver snead on rats control and with HFD during
2, 4 and 8 weeks (n=6). Results are expressed as tW&EM.P for ANOVA is <0.0001.

*P<0.05 versus control arlé®<0.05 versus 2 weeks of HFD with Fisher post hst te

Figure 2: ATP synthesis/oxygen consumption ratio

ATP synthesis and oxygen consumption were measairédde same time with succinate +
rotenone as respiratory substrate with hexokingstems in liver isolated mitochondria from
rats control and with 2, 4 and 8 weeks of HFD (6y5Results are expressed as mean +

SEM.P for ANOVA is 0.0541. £<0.05 versus control and 2 weeks of HFD.

Figure 3: mtDNA content
mtDNA copy number was calculated as the ratio ofINDB-globin DNA level determined
by real-time PCR in liver of rats control and wiilrD during 2, 4 and 8 weeks (n=6). Results

are expressed as mean + SEHMor ANOVA is 0.8502.

Figure 4: Gene expression

Total RNA was extracted from liver of rats contesld with 2, 4 and 8 weeks of HFD (n=5-
6). Samples were analyzed by quantitative RT-P@,al PCR reactions were normalized
for HPRT expression. The ratio of mean expressmonontrol liver was used as 100%. (A)
Mitochondrial biogenesis and function-related geregression, (B) Fatty acid and
triglyceride synthesis-related genes expression, F@tty acid oxidation-related genes

expression.
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Results are expressed as mean + SHMD.05 versus controlP<0.05 versus control and
HFD 8 weeks, *P<0.05 versus HFD 2 week$P=0.0955, °P=0.0673, °P=0.0654 and

9P=0.0672 versus control.
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Figure 4
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Discussion de l'article 2 :

Avec ce modeéle de rats alimentés avec un régintine rém gras pendant différentes durées
nous avons pu mettre en évidence I'évolution derletion mitochondriale et du métabolisme
lipidique au cours du développement de la stéatose.

Apres 2 semaines de régime, nous observons une dmgmentation de la quantité de
triglycérides dans le foie associée a une augmentde I'expression des ARNm mtGPAT et
PPARy. En paralléle, I'expression du gene codant poukK4#£Bst augmentée ce qui peut
illustrer une orientation du métabolisme vers ldatjon des acides gras. Au niveau
mitochondrial, les consommations d'oxygéne ave@mdints substrats ainsi que les activités
enzymatiques des complexes I, I, lll et IV ne gatipas par rapport au groupe "control"”.
Seule l'activité de I'ATP synthase est augmentgartr de 2 semaines de régime et jusqu'a 8
semaines. Dans le foie, la fonction mitochondrege régulée par la synthese d'ATP et non
pas par l'arrivée des substrats de la chaine a¢spé contrairement au muscle (Rossigeiol
al., 2000). Nous pouvons supposer que cette augrntdiactivité de I'ATP synthase
représente une adaptation permettant I'oxydatioplwiede substrats dans le cas d'une grande
disponibilité de substrats.

Apres 4 semaines de régime, le contenu en trighyegr hépatiques reste stable. La
concentration ef-hydroxybutyrate dans le sérum est augmentée saigigéne augmentation
de l'oxydation des acides gras au niveau hépati@ire.revanche, l'augmentation de
I'expression de PDK4 observée a 2 semaines de eégast pas maintenue a 4 semaines. Ce
retour au niveau du groupe "control" de l'exprasste PDK4 peut s'expliquer par la
diminution de l'expression de PGkt ERRu a 4 semaines de régime étant donné que
I'expression de PDK4 est régulée par ces deuxuiec{@hanget al, 2006).

A partir de 8 semaines de régime en gras, nousnapse une inversion des premieres
adaptations mises en place, avec une diminutiof'odtgdation des acides gras et une
diminution de la synthese de triglycérides. En tefi@ concentration efi-hydroxybutyrate
dans le sérum redevient équivalente a celle du pgrolcontrol”. En paralléle, la
consommation d'oxygene mitochondriale avec du paimi-carnitine comme substrat est
diminuée. Etant donné que la consommation d'oxygéme du succinate comme substrat
n'est pas affectée, I'oxydation du FAPHar le complexe Il ne semble pas altérée. Cela
indique une diminution de la voie fleoxydation mitochondriale en elle-méme. Concernant

la synthése de triglycérides, l'expression de I'&Rde la MtGPAT redevient équivalente a
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celle des rats "control" et est associée a unendition du contenu en triglycérides
hépatiques. A 8 semaines de régime riche en goas abservons ainsi une diminution de
'oxydation des acides gras associée a une diromutie la synthese de triglycérides
hépatiques, suggérant une augmentation de I'acatiorud'intermédiaires lipidiques pouvant
étre déléteres pour le fonctionnement cellulairpagticiper a l'initiation d'une altération de la
voie de signalisation a l'insulinga l'activation de sérine/thréonine kinases. Paewaifi,
'observation d'une diminution de l'oxydation desidas gras et de la synthése des
triglycérides peut simplement étre le reflet d'wlinution de l'arrivée des acides gras au
niveau du foie consécutive a une diminution de if@olyse adipocytaire ou a une
augmentation du captage des lipides par les atigsss.

Au niveau de la fonction oxydative mitochondriake,8 semaines, nous observons une
augmentation du rapport de la synthése d'ATP scoigommation d'oxygene (ATP/O) due a
une augmentation de la synthése d'ATP pour une n@msommation d'oxygene. Cette
augmentation de l'efficacité de la phosphorylatapdative est probablement la conséquence
de la diminution de If-oxydation et permet le maintien d'une synthes@ B'Aécessaire au
fonctionnement cellulaire et cela malgré la dimiowitde la disponibilité des coenzymes
réduits pour la chaine respiratoire. Par ailledtaygmentation de [l'efficacité de la
phosphorylation oxydative pourrait entrainer ungnaentation de la production des ROS et
ainsi initier le cercle vicieux associé au dévemppnt du stress oxydatif observé dans la
stéatohépatite (Begriclet al, 2006). Cette hypothese est soutenue par lgdait'expression
de 'ARNm de la superoxyde dismutase 2 (SOD2)ugin@ntée a 8 semaines de régime riche
en gras Figure 25) illustrant la nécessité pour la cellule de luttentre une production
accrue de ROS.

Parallelement a l'analyse fonctionnelle mitochaaldri nous avons évalué la biogenese
mitochondriale en mesurant la quantité d'ADNmt iagjue I'expression de genes clés régulant
cette voie. L'expression de PGLdst diminuée a 8 semaines et a tendance a dimindiet 8
semaines de régime. De maniére surprenante, TFAMsgun géne cible de PG&présente
une augmentation de son ARNm a 4 et 8 semaine®gime. Cependant, ces variations
d'expression de génes contrblant la biogenése aitatriale n'ont aucune répercution sur la
guantité d'ADNmt qui reste la méme quelque soitlaée du régime riche en gras. Par
conséquent, la biogenése mitochondriale ne senadealpérée par un régime riche en gras.
Par ailleurs, l'activité de la citrate synthase distinuée a 4 et 8 semaines de régime.
L'activité de la citrate synthase peut étre u@issomme marqueur de la quantité de

mitochondries quand cette activité est mesuréarstachondries isolées et sur homogénat
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tissulaire, afin d'établir un rapport des deux \at&$ (activité par mg de protéines
mitochondrialesrersusactivité par mg de protéines tissulaires). Dartsenétude I'activité de

la citrate synthase n'a été mesurée que sur mitdcies isolées. Par conséquent, la
diminution d'activité observée illustre soit unendiution de la quantité de protéine soit une
diminution de l'activité du cycle de Krebs.

Avec ce modele de rats nourris avec un régime mrhgras pendant différentes durées, nous
avons mis en évidence que dans les premiers tefupsagport accru en lipides (2 et 4
semaines), le métabolisme hépatique était orieaténdniere a utiliser ou a stocker sous
forme de triglycérides l'excés d'acides gras. Cegitemiére adaptation est ensuite
complétement inversée et nous observons une dilmmde |'oxydation des acides gras mais
egalement une diminution du stockage des acides goas forme de triglycérides.
Concernant la fonction mitochondriale, celle-cish'seulement affectée au niveau de la
synthése d'ATP a 8 semaines de régime. La mitocteomrdt donc capable de subir une
arrivée massive de lipides en conservant un fomgément normal au moins jusqu'a 8
semaines de régime.

D'autres études de la fonction mitochondriale oétréalisées sur des modeles d'alimentation
riche en lipides. Ciapaitet al. (2007), en utilisant un modele de rats aliment&s an régime
riche en lipides (25 %) ont mis en évidence uneembs d'altération de la fonction
mitochondriale que ce soit au niveau fonctionneinfommation d'oxygene, potentiel de
membrane et ADP/O) ou au niveau de la densité mitodriale hépatique. lossaal (2000),

en réalisant une étude de la fonction mitochonelsair homogénat de foie de rats alimentés
avec un régime riche en gras (50 %) pendant 15t3D jours, ont mis en évidence une
diminution de la consommation d'oxygéne mitochadravec du glutamate + malate comme
substrats respiratoires mais une absence de variddi la consommation d'oxygéne avec des
substrats du complexe Il (succinate) et dg-laxydation (palmitoyl-I-carnitine + malate).
Etant donné que dans l'étude précédente, le pdageere lipides dans la nourriture est
largement supérieur au nétre (50v&sus35 %) et que les rats étaient jeunes (30 jours}ti
difficile de comparer cette étude avec la noétrautdnt plus qu'elle a été réalisée sur
homogenat de foie plutdt que sur mitochondrieséesal Plus récemment, la méme équipe
(Crescenzoeet al, 2008), a realisé une étude de la fonction miadniale hépatique en
utilisant des rats alimentés avec un régime riaghgras (50 %) pendant 7 semaines. Cette
étude a mis en évidence une diminution de la consation d'oxygene a I'état 3 et a |'état 4
avec différents substrats (glutamate + malate, ijp@trCoA + carnitine + malate, succinate

+ roténone) de mitochondries isolées ainsi qu'uméndtion de la fuite de protons. Dans leur
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étude l'activité de la citrate synthase mesurée msiiochondries isolées est également
diminuée. Cette alération de la fonction mitochdaldrest associée a une augmentation du
stress oxydatif illustrée par une diminution detiaté de l'aconitase (enzyme du cycle de
Krebs dont l'activité est étroitement régulée pes ROS) et une augmentation de la
peroxydation lipidique. Encore plus récemment, Maatt al (2009), ont étudié la fonction
mitochondriale chez des souris C57BL/6 alimenté&es an régime riche en lipides pendant 8
et 16 semaines et chez des souris controles reickevaréme quantité de nourriture standard
d'un point de vue calorique. Cette étude a momnigaugmentation de I'nypoxie (mesurée en
utilisant du pimonidazole) a 8 semaines mais sturtoul6 semaines. La consommation
d'oxygene mitochondriale a I'état 3 (glutamate Hateaet succinate) est diminuée a 16
semaines ainsi que le potentiel de membrane. Lidgtés du complexe | et de la citrate
synthase ne sont pas modifées alors que l'actdutécomplexe IV est diminuée. Ces
altérations de la fonction mitochondriale sont ag&ss a une augmentation de la sensiblité au
NO ainsi qu'a l'augmentation de protéines mitochafes nitrosylées. Enfin, une étude de
Chanet al (2008), de la réponse transcriptionnelle hépatid@ souris C57BL/6 soumises a
une alimentation riche en lipides pendant 2, 4 @tsémaines, a mis en évidence une
augmentation de l'expression des génes codantdesysrotéines impliguées dans |'oxydation
des acides gras et une diminution de l'expresseanggnes lipogéniques dans les premiers
temps de régime. Ce profil d'expression est engwersé a 10 semaines de régime riche en
lipides. L'ensemble de ces études met en évideriféredits résultats soulignant ainsi la
nécessité de prolonger l'investigation de la famcthitochondriale dans le développement de
la stéatose.

Notre étude présente plusieurs limites, notammeant'@bsence de rats "control" pour chaque
période de régime. Nous avons choisi de ne réalisen seul groupe "control” en partant du
principe que les rats utilisés étaient de jeunedtesl considérés comme matures et ainsi en
dehors de leur période de croissance ou d'une deerite vieillisement qui sont deux
phénomenes physiologiques pouvant influencer lanodisme et la fonction mitochondriale.
Par ailleurs, le fait de se baser exclusivement'expression des ARNm des facteurs étudiés
représente uniqguement un profil d'expression elorene pas d'information sur la présence
des protéines ou sur leur activité. Par conségpeunt renforcer cette étude il faudrait au
moins mesurer l'expression protéique des différdatseurs étudiés en particulier pour
clarifier I'évolution de la biogenese mitochondzial cours de la stéatose.

De par ses limites et les données obtenues, caitke &onne lieu a de nombreuses

perspectives. Il apparait nécessaire de réaliseteteps plus longs de régime et d'évaluer la
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stéatose mais aussi l'inflammation et le stresslatdyafin de discriminer les mécanismes
inhérents au premier hit et ceux inhérents au skbdret ainsi mieux cerner l'implication de
la mitochondrie dans la pathogénese des NAFLD aMaurs, I'évaluation de la sensibilité a
l'insuline notamment hépatique avec la mesure dadduction de glucose, l'analyse de la
voie de signalisation insulinémique ainsi que lescentrations en intermédiaires lipidiques
hépatiques tels que le diacylglycérol et les aayh@ longues chaines, permettrait de relier
les modifications de la fonction mitochondriale développement de l'insulinorésistance.
Enfin, au vu de l'importance présumée du stresRiEwans le développement de la stéatose
et de l'insulinorésistance hépatiques, il sembiéra@ssant d'étudier la relation fonctionnelle
entre la mitochondrie et le RE dans ce contexteeffat, une étude récente (Lieb al, 2009),

a mis en évidence un lien entre la fonction mitoch@le, le stress du RE et
l'insulinorésistance. Des cellules sk-Hepl onttéaéées avec de I'oligomycine afin d'induire
une dysfonction mitochondriale se manifestant pa@ chute du potentiel de membrane
mitochondrial associée a une déplétion en ATP leglki La dysfonction mitochondriale
induite par de l'oligomycine entraine une insul@sistance (diminution de la phosphorylation
sur tyrosines d'IRS1 et diminution de la phosprairgh d'Akt) et une augmentation de la
néoglucogenese illustrée d'une part par l'augnientde I'expression protéigque de la PEPCK
(phosphoenolpyruvate carboxykinase), de la gluésphesphatase, de PG&Llet une
diminution de la phosphorylation de FOXO1l et daupart par l'augmentation de la
production de glucose par les cellules. Cette itidaae la néoglucogenese est associée a une
agmentation du stress du RE illustrée par l'augatient de I'expression de facteurs impliqués
dans la réponse a ce stress tels que GRP78, CH®EBRChomologous protein) et une
augmentation de la phosphorylation d'elF2 (euk&éyitiation factor 2).Via l'utilisation
d'un chélateur de calcium (BAPTA-AM) mais égalemehinhiteurs du flux calcique
mitochondrial (ruthénium red) et du RE (ryanodide} auteurs ont mis en évidence que le
stress du RE est médié par une augmentation deékation de calcium par la mitochondrie
suite au traitement par de l'oligomycine et quegiaentation de la néoglucogenese est
meédiée par le calcium libéré par la mitochondriepat le RE. Ces effets dépendants du
calcium sont médiés par la p38-MAPK (utilisatiorurd'inhibiteur et d'un adénovirus
dominant négatif) qui entraine d'une part l'aciorate la néoglucogenese les facteurs de
transcription C/EBER (CCAAT/enhancer-binding proteim) et ATF2 et d'autre part le stress
du RE. En outre, la dysfonction mitochondriale imelupar de I'oligomycine entraine
l'activation de la JNKia le calcium, qui va augmenter I'expression de IR®k en inhibant

la signalisation insulinémique et en régulant iNgi& de FOXOL. L'utilisation d'une
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chaperone chimique (PBA : 4-phenyl butyric acid) diminue le stress du RE, réduit
l'activation de la p38-MAPK ainsi que la surexpressie PEPCK illustrant ainsi que le stress
du RE renforce les altérations induites par la alysion mitochondriale. Force est de
constater a la lumiére de ces résultats que lachotadrie et le réticulum endoplasmique, de
par leur relation physique et fonctionnelle, pd@pent ensemble au développement de

l'insulinorésistance hépatique.
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Effects of the cannabinoid CB1 antagonist, rimonabat, on hepatic mitochondrial
function in rats fed a high fat diet
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Introduction de l'article 3 :

Le rimonabant, antagoniste des récepteurs aux andabinoides CB1, induit une diminution
de la prise alimentaire et une perte de poids ddfésents modéles animaux (Colomébal,
1998, Ravinet Trillowet al, 2003, Vickerset al, 2003, Poirieet al, 2005). Par ailleurs, des
études cliniques avec des patients obeses onténguner le rimonabant n'induit pas seulement
une perte de poids mais également une diminutian diiéérents parametres associés au
syndrome métabolique tels que la dyslipidémieimsulinorésistance (Després al, 2005,
Van Gaalet al, 2005, Pi-Sunyeet al, 2006, Scheeast al, 2006, Hollandeet al, 2007). Il
semble qu'une part importante des effets métatesigu rimonabant soit indépendante de la
perte de poids (Després al, 2005, Van Gaatt al, 2005, Scheeest al, 2006). De plus, la
réduction de la prise alimentaire induite par lechbe génétique ou pharmacologique des
récepteurs CB1 est précoce et transitoire alordajperte de poids est maintenue et est plus
importante que celle attendue suite a la diminutlenla prise alimentaire (Colomlsa al.,
1998, Ravinet Trillouet al, 2003, Bensaiet al, 2003, Poirieret al, 2005, Doyoret al,
2006). Par ailleurs, des études récentes ont nmésidence que le blocage des récepteurs CB1
par du rimonabant induit une augmentation de ladgp énergétique chez des rats de poids
normal (Kunzet al, 2008), chez des sounb/ob(Liu et al, 2005) et chez des rats alimentés
avec un régime riche en gras et carbohydratesifidext al, 2008a). Les mémes résultats ont
été obtenus avec d'autres antagonistes CB1 tel$AWiE1625 (Herlinget al, 2007) et le
taranabant qui induit une augmentation de la dépéngrgétique chez des patients obéses
(Addy et al, 2008). L'ensemble de ces observations met etegee que le rimonabant agit
au niveau périphérique et pas seulement central.

Les récepteurs CB1 sont exprimés au niveau du dbiparticipent a la régulation de la
lipogenese (Osei-Hyiamaet al, 2005). L'activationin vivo des récepteurs CB1 avec un
agoniste chez des souris induit I'augmentation 'eéeression de genes codant pour des
facteurs impliqués dans la lipogenése tels que $REB ACC1 et FAS (Osei-Hyiamaet

al., 2005). Par ailleurs, la synthése d'acide grasungéein vivo chez la souris éh vitro dans
des hépatocytes isolés est stimulée par un agafasteécepteurs CB1 et cet effet est annulé
par un traitement avec du rimonabant (Osei-Hyiamtaal, 2005). Chez les souris CB1-/-,
ces effets ne sont pas retrouvés, illustrant wet effedié par le récepteur CB1. Par ailleurs, les
souris sauvages (CB1+/+) alimentées avec un régohe en gras développent une stéatose
hépatique, ce qui n'est pas le cas pour les s@Bi/- (Osei-Hyiamaret al, 2005). De
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méme le blocage des récepteurs CB1 par du rimohalramue la stéatose hépatique chez
des rats Zucker obeses (Gary-Bahal, 2007). Récemment Osei-Hyiamainal (2008), ont
montré que le traitement de souris avec un agodegaécepteurs CB1 (HU210) entraine une
diminution de l'activité de la CPT | et que ceteefést contrecarré par le rimonabant. Le
rimonabant, en inhibant la lipogenése et en actilaxydation des acides gras dans le foie,
participe a la diminution de I'accumulation de lyregrides hépatiques associée a un régime
riche en gras.

Au vu de I'ensemble des résultats concernantdiactu rimonabant au niveau de la dépense
énergétique et au niveau de l'accumulation deyt@gldes hépatiques, il apparait que la
fonction mitochondriale serait régulée par le rimoant. Par conséquent, nous avons décidé
d'étudier la fonction mitochondriale hépatique ctieg rats alimentés avec un régime riche en
gras et traités avec du rimonabant. Afin de diserémles effets de la diminution précoce de
la prise alimentaire des effets directs du rimonalmeus avons mis en place un groupe de
rats appariés pour la prise alimentaire avec ksstraités.
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Abstract

The aim of this study was to investigate the effettrimonabant treatment on hepatic
mitochondrial function in rats fed a high fat di8prague Dawley rats fed a high fat diet (35%
lard) during 13 weeks were treated with rimonalfd®mg/kg/day) during the 3 last weeks
and matched with pair-fed controls. Oxygen consumnptwith various substrates,
mitochondrial enzyme activities on isolated liveitaohondria and mitochondrial DNA
guantity were determined. Body weight and fat masse decreased in rats treated with
rimonabant compared to pair-fed controls. Moreogerum adiponectin level was increased
with rimonabant. Hepatic triglycerides content vimsreased while serum triglycerides were
decreased. An increase of mitochondrial respiraticas observed in rats treated with
rimonabant. Especially an increase of mitochondr@spiration with palmitoyl CoA
compared to respiration with palmitoyl-I-carnitiséating that the entry of fatty acids into
mitochondria via the carnitine palmitoyl transferals was increased in rats treated with
rimonabant. Moreover rimonabant treatment leads teduction in the enzymatic activity of
the ATP synthase whereas the quantity of mitochah@NA and the activity of the citrate
synthase were remained unchanged. To summarizenaipant treatment leads to an
improvement of hepatic mitochondrial function bygreasing substrates oxidation and fatty
acids entry into mitochondria for thgoxidation pathway and by increasing proton leak.
However this increase of mitochondrial oxidatiomagulated by a decrease of ATP synthase

activity in order to have only ATP required to ttedl function.

Keywords: rimonabant; high fat diet; mitochondria; liver; dative phosphorylation
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Introduction

The endocannabinoid system appears to be an eéseegulator of energy
homeostasis and endocrine function (36). This systemprises the cannabinoid receptor
(CB1 and CB2), the endogenous ligands (endocanoialsiyp and the machinery for their
biosynthesis and metabolism (12, 38). RimonabaiR-181716), the first selective CB1
antagonist, leads to a decrease of food intakebadg weight in various rodent models (40,
41, 49, 50) and recent clinical studies in obedepis have shown that rimonabant has not
only reduced body weight but also improved cardi@inelic risk factors such as waist
circumference, high-density lipoprotein, triglyaiand glycated hemoglobin (13, 20, 39, 45,
48). An important aspect of rimonabant action &t th large part of its metabolic effects is
independent of the body weight reduction (13, 45, Moreover the reduction of food intake
induced by CB1 blockade (KO or pharmacologically)earlier and only transient while
reduction of body weight is sustained and highantthat expected from the inhibitory effect
on food intake (4, 10, 14, 40, 41). So others patssthan reduction of food intake are
implied in the decrease of body weight. Indeed @Rfiression was demonstrated in various
peripheral tissues involved in the control of eyengmeostasis such as adipose tissue, liver,
pancreas and skeletal muscle (4, 7, 11, 25, 3238342, 46). Peripheral actions of the
endocannabinoid system comprise the control ogigoesis in the adipose tissue (32, 35, 53)
and liver (33) as well as the regulation of skeletascle oxidative pathways (6).

Moreover, an essential feature of rimonabant aatibich was recently highlighted by
different studies is that CB1 blockade leads tananease of total energy expenditure in lean
rats (28), in ob/ob mice (29) and in rats fed ahHigt and high carbohydrate diet (18). The
same finding was observed with others CB1 antagdikis AVE1625 which leads to an

increase of energy expenditure independent of physactivity and also increased fat
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oxidation in non-obese rats (17) or like taranabahtch induces an increase of energy
expenditure and fat oxidation in obese subjects (1)

Mitochondrial oxidative phosphorylation producessinof the energy in aerobic living
system by coupling oxygen consumption with ATP kgsts. In mammals, approximately
90%of oxygen consumption in the standard state ischaadrial (43). So we can speculate
that the increase of energy expenditure with rinbamé treatment may be due to an increase
of mitochondrial oxygen consumption especially e tiver level which represents 20% of
total body oxygen consumption (43).

The objective of the present study was to determwhether rimonabant effect on
energy expenditure involves an increase of livetoamondrial function. We investigated
mitochondrial function at three weeks of rimonaba@atment in order to assess its effect just
after the effect on food intake. In order to disgnate the effect of the early reduction of food

intake to the inherent effect of rimonabant we us@air-fed group of rats.
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Materials and methods
Animals and treatment

The present investigation was performed in aceuréavith the guiding principles in
care and use of animals. Male Sprague Dawley (n¥23e housed in a temperature-
controlled room (20 £ 2°C) with a dark/light cya&12:12h. They were provided with water
ad libitum and a standard diet (U-A-R A04; SAFE|rgy-sur-Orge, France) composed of (%
total weight) 16% protein, 3% fat, 60% carbohydratel 21% water, fiber, vitamins and
minerals. At 2 months old, all rats were provideithva high fat diet (UPAE, Jouy-en-Josas)
composed of (% total weigh) 22% protein, 35% fatd), 28% carbohydrate and 15% water,
fiber, vitamins and minerals, during 13 weeks.

At 10 weeks of high fat diet rats were divided lmee groups (n=9 per group) and
caged individually for the three last weeks. Oneugrreceived rimonabani{piperidino-5-
(4-chlorophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-methylpyole-3-carboxamide] (Sanofi-
Synthelabo, Montpellier, France). Rimonabant (1&mglay) was administered orally in
distilled water with 0.1% Tween 80 in a volume ofrl, just before the onset of the dark
phase. The rimonabant solution was freshly prepéoedeach day. Due to the fact that
rimonabant treatment induces a reduced food inta&ie;fed rats were used to discriminate
between the effect of a reduced food intake anetteet of rimonabant itself on the variables
measured. Each pair-fed rat received the same iguasit food as consumed by its
rimonabant-treated counterpart over the previoysasha received 1 mL of vehicle. A check
was also made to ensure that the previous ratidrbBan consumed and this was always the
case. The third group received only the vehiclerahwas the control group. During the
treatment period food intake and weight were maedadaily. At the end of the treatment,
following an overnight fast, rats were killed bycdeitation. Some blood was collected and

liver was removed rapidly and some tissue sample mwamediately used for respiratory
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measurements and the remainder was frozen in lijg@dand stored at -80°C for further

experiments. Epididymal fad pad was removed andhted.

Liver mitochondria preparation
Liver mitochondria were isolated by using a maddfion of the differential

centrifugation procedure of Krahenbuhl et(@l7) with all steps carried out at 4°C. Liver was
homogenized in an isolation medium containing 1080 sucrose, 50 mM KCI, 5 mM EGTA
and 50 mM Tris-Base, pH 7.4 (10 ml/g tissue) fokmlwby a centrifugation at 600 g for 10
min. The supernatant was filtered through cheesfeeod centrifuged at 7000 g for 10 min.
The pellet was resuspended in the isolation medildmml/g tissue) and centrifuged at 3500 g
for 10 min. The resulting pellet was resuspended minute volume of isolation medium.
Protein concentration was determined using thentimninic acid assay kit (Interchim,

Montlucon, France) with bovine serum albumin (B®&)standard.

Mitochondrial respiration

Oxygen was measured with a Clark oxygen electmdeglass cell 2 ml in volume,
thermostatically controlled at 37°C, with constatitring. Liver isolated mitochondria (0.5
mg protein/ml) were incubated in a respiratory teacmedium, consisting of 120 mM KClI,
5 mM KH,PQy, 1 mM EGTA, 2 mM MgCJ, 3 mM hepes and 0.3% bovine serum albumin
(w/v), pH 7.4. Substrate and inhibitor concentnasidor the different experiments were 5 mM
pyruvate + 2.5 mM malate, or 5 mM succinate + 5 pat&none, or 5 UM myxothiazol + 5
mM ascorbate + 0.5 mM TMPDN(N,N',N‘tetramethylp-phenylenediamine), or 4QM
palmitoyl-l-carnitine + 2.5 mM malate, or 40 uM paloyl CoA + 1 mM carnitine + 2.5 mM
malate. The active state of respiration (state & witiated by the addition of 3QO0M ADP.

The basal non-phosphorylating respiration ratedsta was obtained by addition of 2 pg/mi

- 180 -



oligomycin. Uncoupled state was obtained by thatemhdof 2.4 uM FCCP (carbonyl cyanide
p-trifluoromethoxyphenylhydrazone). Respiratory c¢ohtratio (RCR) was calculated by

dividing state 3 by state 4 respiration rates.

Mitochondrial enzyme activities

The activities of citrate synthase (CS), complexl| lll and IV were measured
spectrophotometrically at 37°C in isolated mitoaih@a via an adaptation of the method
described by Malgat et al. (30), and in agreemetit the Mitochondrial Diseases Group of
the Association Francaise de Myopathie. CS activiig measured by monitoring the change
in optical density of 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoacid) at 412 mm. NADH ubiquinone
reductase (complex I) was determined by monitothrey oxidation of NADH at 340 mM.
Succinate ubiquinone reductase (complex Il) wassomed by following the reduction of 2,6-
dichlorophenolindophenol (DCPIP) at 600 nm. Ubiguie cytochrome c reductase (complex
[II) was determined by monitoring the reductionaytochrome ¢ at 550 nm. Cytochrome ¢
oxidase (complex 1V) activity was measured by munmig the oxidation of reduced
cytochrome c at 550 nm.

ATP synthase activity was measured by a couplsdyassing lactate dehydrogenase
and pyruvate kinase (44). The assay was performed#t@ nm following the decrease in
absorbance resulting from NADH reduction. For thssay, isolated mitochondria were

sonicated in distilled water.

Mitochondrial DNA quantification
Total DNA was extracted from liver using EZ1 DNAs3ue kit and BioRobot EZ1
DSP (Qiagen). The content of mtDNA was calculatsthg real time quantitative PCR by

measuring the threshold cycle rattdt) of a mitochondrial encoded gene (ND1, forward 5
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GGA CCT AAG CCC AAT AAC GA-3', reverse 5-GCT TCATG GCT ACA CCT TG3))
versus a nuclear encoded gefes(obin, 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 thethod described by Xu et al.
(51). Briefly, 100 mg of liver tissue was homogaudzin 1 ml of ethanol followed by a
centrifugation at 15,000 g for 10 min. Triglyceridencentrations in the liver homogenate

were measured with a Sigma Kkit.

Serum adiponectin and triglyceride concentrations

Serum adiponectin  concentrations were measuredng usienzyme-linked
immunosorbent assay kit (Linco Research, St Charlek). Serum triglyceride
concentrations were measured using enzymatic dssay a Modulaf automatic analyzer

(Roche).

Statistical analysis

Results are expressed as mean + SEM. The staltisignificance of observed
variations were assessed using one-way ANOVA arifitrdnces between means were
subsequently tested by Fisher Post-hoc test.vAlue < 0.05 was considered significant in all

cases. All analyses were performed using Statvi@WSAS Institute, Cary, NC, USA).
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Results
Food intake, weight loss, fat mass, adiponectin ceatrations and triglyceride
concentrations

Food intake was dramatically decreased with rirbané from the first day of the
treatment (Figure 1a). But thereafter food intakegpessively returned at the same level as
that of control group at the end of the treatmdtercentage of weight loss was more
important in rimonabant-treated rats compared &dbntrol and pair-fed groups during all
the treatment (Figure 1b). However, weight of gad-rats progressively returned the same
level as that of control group at the end of tleatiment. Relative fat mass evaluated by the
epididymal fat pad mass was decreased significawtly rimonabant treatment compared to
control rats (p=0.0231 with Fisher post-hoc test)l avas decreased but not significantly
compared to the pair-fed group (p=0.0812 with Rigiest-hoc test) (Figure 2a). Adiponectin
concentration was increased with rimonabant treatrnet not significantly (p=0.0419 versus
control and p=0.0697 versus pair-fed, with a P @dlor ANOVA of 0.0832) (Figure 2b).
Liver triglyceride content was increased with rirmbant treatment (Figure 3a). Inversely,

serum triglyceride concentrations were decreasédnvmonabant treatment (Figure 3b).

Mitochondrial oxygen consumption

In order to evaluate mitochondrial function we sw@a&d oxygen consumption with
different respiratory substrates and at differezgpiratory states. State 3 represents the
phosphorylating state and state 4 represents thephasphorylating state in presence of
oligomycin. Uncoupled state with FCCP allows to laage maximal respiratory chain
capacity without the regulation of ATP synthase.tWWpyruvate/malate as respiratory
substrate (complex [), state 3 respiration was ifsogmtly increased with rimonabant

treatment compared to pair-fed group (Figure 4@ndérning state 4 and uncoupled state
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with pyruvate/malate there was no significant ddfece between the three groups. Oxygen
consumption with succinate/rotenone as respirasotystrate (complex Il) was significantly
increased at state 3 and uncoupled state in rinsontdbeated rats compared to control and
pair-fed groups (Figure 4b). At state 4, there waly an increase of oxygen consumption
with rimonabant compared to pair-fed rats. Oxygemscmption with an artificial substrate of
the complex IV (ascorbate/TMPD) was increased witihonabant whatever the respiratory
state (Figure 4c). With palmitoyl-I-carnitine asbstrate (Figure 5a) there was only an
increase of oxygen consumption at state 4 with mabant compared with pair-fed group.
With palmitoyl CoA as substrate (Figure 5b), statand 4 respirations were significantly
increased with rimonabant treatment compared tdraband pair-fed groups. Uncoupled
state respiration was significantly increased mamabant-treated rats compared to pair-fed
rats, but the increase compared to control rateissignificant (p=0.0997 with Fisher post-
hoc test). The ratio of oxygen consumption betweamitoyl CoA and palmitoyl-l-carnitine
as respiratory substrates (Figure 5c¢) allows tduewe the regulation of the entry of fatty acid
into mitochondria via the CPTI. This ratio was e&sed significantly with rimonabant at
state 3 and at FCCP state but not significantly.

RCR values were consistent with those of intaghcfional isolated mitochondria
(Table 1). RCR with pyruvate/malate as respiragrgstrate was increased with rimonabant
treatment due to the increase of oxygen consumgaticstate 3. RCR with other respiratory

substrates were unchanged.

Mitochondrial enzyme activities and mtDNA content
Results concerning mitochondrial enzyme activitiese presented in Table 2. Citrate
synthase, complex I, II, lll and IV activities wetfee same for the three groups. ATP synthase

activity was significantly decreased with rimonabemmpared to pair-fed and control groups.
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To assess mitochondrial content, we measured mtbdent (Figure 6). mtDNA content

remained the same between the three groups.

- 185 -



Discussion

An essential aspect of rimonabant effect is thduation of an early and transient
decrease of food intake associated with a sustaedhection of body weight (4, 10, 40, 41).
Moreover it seems that a large part of the metakeffiects of rimonabant is independent of
the body weight reduction (13, 45, 48). In our gtwdth a rats model of diet induced obesity,
we confirm an early and transient reduction of foatdke, illustrated a progressive tolerance
of the hypophagic effect of rimonabant. Despites ttilerance of hypophagic effect, body
weight was decreased compared to the control gemipvell as to the pair-fed group,
illustrating clearly an effect of rimonabant on lpodeight independently of the food intake
decrease. The same result was observed conceatingaks, which were more decreased in
rimonabant treated rats than in pair-fed rats. ifagority of studies using pair-fed group in
rimonabant treatment showed a food intake's indigreneffect of rimonabant treatment on
body weight and fat mass (16, 18, 19, 29).

Given the fact that energy expenditure is incréagigh rimonabant treatment (18, 28,
29), an effect on mitochondrial function was highinticipated. Effectively, oxygen
consumption of liver isolated mitochondria was glibp increased with rimonabant treated
rats compared to pair-fed and control group. Theeiase of oxygen consumption at state 4
with almost respiratory substrates seems to inglithat proton leak was increased with
rimonabant treatment. Indeed, at state 4, oxygesuwaption is only due to the maintain of a
membrane potential in order to compensate the pretk. The increase of proton leak leads
to more energy being dissipated as heat and sos léada decrease of oxidative
phosphorylation efficiency. Rimonabant treatmentdagreasing oxidative phosphorylation
efficiency could increase the quantity of energpsttates consumption to have the same
guantity of ATP synthesized. The increase of untmigtate (with FCCP) with rimonabant

showed that the maximal oxidative capacity wasdaased. Oxygen consumption at state 3
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was also increased illustrating an increase of dhelative capacity associated with
phosphorylation. Enzymatic activities of the reafory chain complex were not affected by
rimonabant treatment. Therefore, the increase wlabixe capacity observed with rimonabant
treatment appears to be functional. Moreover, rivodrial biogenesis, evaluated by the
guantification of mtDNA and the activity of citraggynthase, was not affected by rimonabant
treatment. Therefore the increase of hepatic mdandhal function observed under
rimonabant treatment was functional and not duartancrease of mitochondrial mass or
number.

Concerning mitochondrial oxygen consumption linkedthe B-oxidation, we used
palmitoyl-l-carnitine and palmitoyl CoA as respoat substrates. Respiration supported by
palmitoyl CoA reflects the activity of carnitine Ipatoyltransférase | and 1l (CPT | and II),
and the mitochondriap-oxidation pathway, while respiration with palmitdycarnitine,
which bypasses the step catalysed by CPT I, repieese index of fatty acid oxidation per se.
Ratio of oxygen consumption with palmitoyl CoA andh palmitoyl-lI-carnitine as substrates
was increased in rats treated with rimonabant. Téssilt shows that the entry of fatty acid
into mitochondria via the CPTI is improved with omabant. In a study of Osei-Hyiaman et
al. (34), rimonabant induced an increase of theesgion of CPTI protein and an increase of
CPTI activity. In another condition, ethanol-medaffatty liver, CB1 blockade induced also
an increase of the expression and activity of C2%). Moreover, rimonabant reverses the
increase of expression of acetyl CoA carboxylas€EQAin the case of high fat diet (33).
ACC being responsible of the formation of malonyACwhich is know to inhibit CPTI
activity, we can expect that the decrease of AC@ression under CB1 blockade may
contribute in the increase of CPTI activity. Theref the increase of fatty acids entry into
mitochondria via CPTI may participate at a larget pa the increase of fatty oxidation

observed under rimonabant treatment.
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ATP synthase enzymatic activity was decreased mwitbnabant treatment. Given the
fact that substrates oxidation was increased, gdoeedse of maximal ATP synthase activity
could represent an adaptative mechanism in theafas¢oo high oxidation in order to adjust
the ATP production to the cell needs. Therefore Ai@/ADP ratio could be maintained.
Indeed an increase of the ATP/ADP ratio is well wndo slow down oxidative
phosphorylation, in part via ANT inhibition (22)ué to the competition between ATP and
ADP for ANT binding and subsequent translocatioross to the mitochondrial membrane (2,
5).

To summarize, in our study, rimonabant treatmeatl$ to an improvement of hepatic
mitochondrial function by increasing substrates dakion and fatty acids entry into
mitochondria for thep-oxidation pathway and by increasing proton lealkwiver this
increase of mitochondrial oxidation seems to beulegd by a decrease of ATP synthase
activity in order to have only ATP required to tbell function. The fact that the effect on
mitochondrial function was observed only in rimoaabtreated rats and not in pair-fed rats
seems to indicate that rimonabant effect at mitadnal level is independent of the early
decrease of food intake. In adipose tissue, otfteidies have showed that rimonabant could
act at mitochondrial level. In white adipose tissafemice with HFD, a treatment with
rimonabant induces genes expression of carnitineetyli@nsferase, carnitine
palmitoyltransferase Il and enoyl CoA hydrataseigating an increase of th@oxidation
pathway (23). Moreover, in the same study, rimonabr@atment leads to an induction of the
expression of cytochrome oxidase subunit Via (complex V) and adenine noftke
translocator (ANT) illustrating an increase of catide phosphorylation in white adipose
tissue of mice fed with HFD. In brown adipose tssid the same mice, rimonabant induces
the gene expression of respiratory chain complercluding NADH-ubiquinone

oxidoreductase (complex I), ubiquinol cytochromeeductase (complex Ill), F1FO-ATP
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synthase and induces chaperonin 10 expression wiiclulates mitochondrial biogenesis. A
recent study showed that rimonabant treatment ase® mitochondrial biogenesis in white
adipose tissue by inducing the expression of tiie#elial NO synthase (47).

Consecutively at this increase of mitochondriahclion, a decrease of hepatic
triglycerides content was expected. Surprisinglgatie triglyceride content was increased in
our study. Like discuss previously by Herling et @9), the reduction of fat mass by an
increase of lipolysis leads to an increase of fattgs drainage through the portal vein into
the liver. At 3 weeks of rimonabant treatment teduction of fat mass was probably not
achieved and the increase of lipolysis was respensi the increase of hepatic triglycerides
content. It can be attempted that a more prolorigestment would lead to a decrease of
hepatic triglycerides content. Moreover, as thairsetriglycerides level was decreased, the
increase of hepatic triglycerides content coulddoe to a decrease of very low-density
lipoprotein secretion from the liver by rimonabardatment (8). Moreover, hepatic lipid
accumulation could be associated with insulin tasise and at 3 weeks of treatment there
was no yet a decrease of serum insulin and gluessé (data not shown).

Mechanisms responsible for rimonabant effects d@oanondrial function remain to
be determined. We can not know if this effect isdimted by central or peripheral action.
Indeed, hypothalamus, in which role of endocanr@bisystem is well described (31) is a
central actor implied in the energy homeostasithatperipheral level through neuronal and
hormonal pathways (3). However we can not excluddiract effect of rimonabant at
peripheral level. Indeed, CB1 receptor are expressdnepatic level and in the case of high
fat diet, rimonabant reverse the increase of espmasof lipogenic factor like sterol
regulatory element binding protein 1¢c (SREBP-1a] #as targets fatty acid synthase (FAS)
and ACC (33). These lipogenic factors are negativegulated by cAMP (15, 37) and CB1

receptor is negatively coupled to adenylate cyc{ad¢ suggesting a possible direct action of
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rimonabant via hepatic CB1 receptor. It is highbgpected that rimonabant effect on
mitochondrial function was mediated by coordinagulation between central and peripheral
mechanisms. At the peripheral level, a hypothesiddcbe made on the role of adiponectin.
Indeed, rimonabant treatment leads to an increbadiponectin expression in adipose tissue
of obese Zucker rats and also in cultured adipele @) and in our study serum adiponectin
level was increased with rimonabant. In muscle,p@aaéctin regulates mitochondrial
bioenergetics by increasing mitochondrial biogenes well as fatty acid oxidation (9). In
hepatocytes, adiponectin, via AMP-activated proteéimase (AMPK), increases the entry of
fatty acid into mitochondria and so increases tbgidation (52). AMPK activation leads to
the inhibition of lipogenesis and activation oftyaticid oxidation by phosphorylating and
thus inhibiting ACC. Interestingly, cannabinoidsrevéound to inhibit AMPK in the liver and
adipose tissue via the activation of CB1 (26). €fme we can speculate that rimonabant
effect on hepatic mitochondrial function is mediatat least in part by adiponectin via
AMPK.

In conclusion, rimonabant has a beneficial effeat mitochondrial function by
facilitating energy substrates oxidation includeg increase of the entry of fatty acids into
the mitochondria via CPTI. This event could conité at least in part to the increase of
energy expenditure observed with rimonabant treatm®&loreover, this increase of energy
substrates oxidation, especially fatty acids, cdadldnvolved at longer term in the decrease of
liver fat accumulation (33) and therefore partitgpm the increase of insulin sensitivity seen
under rimonabant treatment. It remains to deterrtineerelative contribution of central and
peripheral actions of rimonabant on hepatic mitochi@l function and at the peripheral level
whether rimonabant has a direct action via hep@Bd 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 8.8B3 NS
Ascorbate/TMPD 1.88+£0.11 1.77 £0.04 1.82+0.05 NS
Palmitoyl-I-carnitine 4.43 +0.27 3.88+0.34 388.31 NS
Palmitoyl CoA 3.19+0.33 2.80 £ 0.27 3.65+0.45 SN

Values are mean + SEM. P values are from one-wa@¥Al.

* 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 Z1U2.13.64 NS
Complex | 0.50 £ 0.05 0.50 +0.04 0.48 +0.03 NS
Complex Il 1.51 +0.07 1.62 +£0.09 1.56 = 0.06 NS
Complex llI 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 SN
ATP synthase 1.99 +0.09 2.12 +0.10 1.64 +0.10* 0.05

Values are mean + SEM. Citrate synthase activatiesexpressed in nmol/min per mg protein.
Other results are the ratio of enzyme activity eitiite 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 (byuRs are expressed as mean +
SEM. *P<0.05 compared with control group afk0.05 compared with control and pair-fed
groups.®P=0.0608, 0.0642, 0.0885 for day 19, 20, 21 resmdgtcompared with control
group.P=0.0514, 0.06 for day 6, 7 respectively comparéti pair-fed group and P<0.05

compared with control group.

Figure 2 : Relative fat mass (a) and serum adiponectin |@webf control (white), pair-fed
(grey) and rimonabant-treated (black) rats. Resultsexpressed as mean + SEM. Concerning
fat mass, P value from one-way ANOVA is 0.0613. €oning serum adiponectin level, P
value from one-way ANOVA is 0.0832. *P<0.05 comhveth control group*P=0.0812 for

fat mass and P=0,0697 for adiponectin compared peihifed group.

Figure 3 : Triglycerides concentration in liver (a) and inwgar(b) of control (white), pair-fed
(grey) and rimonabant-treated (black) rats. Resarésexpressed as mean + SEM. *P<0.05

compared with other groups.

Figure 4 : Oxygen consumption with malate/pyruvate (a), suateiiotenone (b) and
ascorbate/TMPD (c) as respiratory substrates ifatso liver mitochondria from control
(white), pair-fed (grey) and rimonabant-treatech¢hll rats. Results are expressed as mean +

SEM. *P<0.05 compared with other groups aRe0.05 compared with pair-fed group.

Figure 5 : Oxygen consumption with palmitoyl-l-carnitine (almitoyl CoA (b) and ratio

palmitoyl CoA/palmitoyl-I-carnitine as respiratosubstrates in isolated liver mitochondria
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from control (white), pair-fed (grey) and rimonabamated (black) rats. Results are
expressed as mean + SEM. *P<0.05 compared withr gtioeips andP<0.05 compared with
pair-fed group.?P=0.0172 compared with pair-fed group with a P ®aftom one-way
ANOVA of 0.0536.°P=0.0206 compared with control group and P=0.08"¥pared with

pair-fed group with a P value from one-way ANOVAM®mO543.
Figure 6 : mtDNA quantity calculated as the ratio of ND1 peglobin DNA levels

determined by real-time PCR in liver of control {tef), pair-fed (grey) and rimonabant-

treated (black) rats. Results are expressed as sn8&.
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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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Discussion de l'article 3 :

Dans cette étude, nous avons mis en évidence ghdage des récepteurs CB1 par du
rimonabant induit une augmentation de la consomumati'oxygéne mitochondriale avec
différents substrats respiratoires. Nous n'obseryas de variation de la quantité d’ADNmt ni
des activités enzymatiques des complexes de laehaspiratoire (I, 11, Il et IV), suggérant
ainsi que les variations de la fonction mitochoaldrisont fonctionnelles. La diminution
d'activité de I'ATP synthase observée chez lestraitg®s avec du rimonabant semble étre un
mécanisme de prévention afin d'ajuster la prodonadid TP aux besoins cellulaires. En effet,
laugmentation de l'oxydation des substrats éniguggst pourrait en retour causer une
inhibition de la phosphorylation oxydativda I'augmentation du rapport ATP/ADP qui
conduirait a une inhibition de I'ANT (BohnensacR81, Jacobust al, 1982, Balaban, 1990).
Par conséquent, la diminution de l'activité de PA%ynthase permettrait de maintenir un
rapport ATP/ADP en faveur de l'oxydation des swistenergétiques. L'origine de cette
diminution de l'activité de I'ATP synthase restedéerminer. Comme de nombreuses
protéines mitochondriales, 'ATP synthase peut i&gellée par phosphorylation (Pagliarini et
Dixon, 2006). Ainsi la diminution d'activité de I#®R synthase pourrait étre la conséquence
d'une régulation de son état de phosphorylatioi@ sul'inhibition de la voie de signalisation
CBL1 par le rimonabant.

Par ailleurs, l'augmentation des consommationsydéne a I'état 4 pourrait illustrer une
augmentation de la fuite de protons. Dans ce &a,concernerait une fuite de protons basale
étant donné que les mesures de consommation dioxyggt réalisées en présence de BSA.
L'augmentation de la fuite de protons pourrait G@txanécanisme permettant la consommation
d'une plus grande quantité de substrats sans moddi synthése d'ATP. Mais cette
augmentation des consommations d'oxygene a |'gaudait tout simplement étre le reflet
d'une plus grande disponibilité des substrats eic die leur oxydation méme dans des
conditions basales.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence gi@xgdation mitochondriale hépatique
est augmentée par le rimonabamd I'augmentation de l'entrée des acides gras dans la
mitochondrie. Une étude récente a mis en évideneela quantité et I'activité de la CPT |
sont augmentées par le rimonabant (Osei-Hyiaetat, 2008). De méme, dans le cas d'une
stéatose induite par l'alcool, le rimonabant induie augmentation de l'expression et de
l'activité de la CPT | (Jeorgt al, 2008).
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Etant donné que le rimonabant induit une augmemtiatie |'oxydation des acides gras
hépatiques, une diminution du contenu en triglygtEsihépatiques est attendue. Cependant, ce
n'‘est pas le cas dans notre étude ou le contenggmérides est méme augmenté avec le
rimonabant. Néanmoins, nous pouvons supposer quis gemaines de traitement, nous
sommes en pleine situation de lipolyse adipocytailestrée par la diminution de masse
grasse, entrainant ainsi une augmentation de leeatmation en acides gras libres notamment
dans la veine porte et un stockage "provisoiret@eacides gras sous forme de triglycérides
hépatiques. Par ailleurs, étant donné que la coratem sérique en triglycérides est quant a
elle diminuée, l'augmentation du contenu en trigtides hépatiques pourrait étre due a une
diminution de la sécrétion de VLDL induite par immonabant (Chan et Watts, 2008). Par
ailleurs, la sensibilité a l'insuline évaluée pEIdMA-IR ne varie pas avec le traitement par
du rimonabantKigure 26). Comme pour le contenu en triglycérides hépatigleedurée du
traitement semble trop courte pour avoir un efféhddique visible sur la sensibilité a
l'insuline.

Les mécanismes par lesquels le rimonabant indué angmentation de la fonction
mitochondriale restent a déterminer. En effet,tibsc du rimonabant pourrait avoir une
origine centrale et/ou périphérique. D'un pointvde central, I'hnypothalamus, dans lequel le
réle du systéme endocannabinoide est bien décatigd et Di Marzo, 2007), est un centre
clé impliqué dans la régulation de I'homéostasierggtique au niveau périphériquia des
voies neuronales et hormonales (Barsh et Schwafi@2). Au niveau périphérique le
rimonabant pourrait agir de maniere directe oureue via notamment |'adiponectine. Le
récepteur CB1 est couplé a des protéines Gi/o rliisent une inhibition de l'adénylate
cyclase et ainsi une diminution de la concentratiGiMPc (Howlettet al, 2002). Etant
donné, que le rimonabant induit une diminution ‘@xpression des facteurs lipogéniques
(SREBP-1c, FAS, ACC) dont I'expression est négatert régulée par I'AMPc (Paulauskis et
Sul, 1989, Foretet al, 1999a), nous pouvons supposer que le rimongmamtait agir sur la
lipogenese et l'oxydation des acides gras hépatideenaniére directga la voie de 'AMPc.
Par ailleurs, le rimonabant induit une augmentatleri'expression de l'adiponectine dans le
tissu adipeux de rats Zucker obéses ainsi que dizmadipocytes en culture (Bensatdal.,
2003). En outre, la concentration sérique d'adiptime est augmentée dans notre étude chez
les rats traités par du rimonabant. L'adiponectigel’ AMPK induit une augmentation de
I'entrée des acides gras dans la mitochondrie et tBur oxydation dans des hépatocytes
(Yamauchiet al, 2002). Par conséquent, I'action du rimonabant'sxyydation des acides

gras hépatiques pourrait étre médiée par l'adigimreecDeux études récentes ayant pour
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objectif de discriminer les effets directs du rimmbant de ceux médiés par I'adiponectine ont
été réalisées sur deux modeles différents. L'éueleMigrenneet al (2009), a mis en
evidence, chez des souris dont le géne codantljpdiponectine a été inactivé soumises a un
régime riche en lipides pendant 7 mois et traipggsdu rimonabant pendant le dernier mois,
un effet du rimonabant sur la perte de poids inddaet de |'adiponectine mais un effet sur la
sensibilité a l'insuline dépendant de l'adiponectiBn utilisant un modéle de soudb/ob
dont le géne codant pour l'adiponectine a été iv@aatt traitées avec du rimonabant,
Watanabeet al (2009), ont mis en évidence que la perte de ptaddiminution d'acides gras
libres et de triglycérides sanguins et I'augmenitatie la dépense énergétique induites par le
rimonabant ne sont pas dépendantes de l'adipoae&imrevanche, les résultats ont montré
gue la diminution de l'insulinorésistance hépatidaetivation de 'AMPK, l'augmentation de
I'expression de la CPT | et la diminution de laagige hépatique induites par le rimonabant
sont médiées a la fois par une voie adiponectipentiante et par une voie adiponectine-
indépendante. Au vu des résultats de ces étutegstigation concernant la discrimination
des effets directs du rimonabant de ceux meédiésl'adiponectine doit se poursuivre
notamment en déterminant la voie d'action direaterichonabant et ainsi pouvoir mieux
étudier l'implication différentielle du rimonabaet de I'adiponectine. Concernant les effets
mitochondriaux du rimonabant, une étude similaine deux précédentes sur des souris dont
le géne codant pour lI'adiponectine a été inactarénpttrait de mettre en évidence la voie par
laquelle la fonction mitochondriale est amélioréecas de traitement par du rimonabant. Une
étude récente, ayant pour objectif de déterminerre de l'adiponectine dans le
développement des NAFLD a évalué la fonction mitochiale chez des souris dont le gene
codant pour l'adiponectine a été inactive (Zhetual, 2008). L'absence d'adiponectine
entraine une stéatose hépatique associée a unetagjon de I'expression de 'ARNmM du
TNFa et une augmentation de la concentration en MDA .aikeurs, les souris dont le gene
codant pour l'adiponectine a été inactivé préséntims altérations morphologiques des
mitochondries hépatiques similaires a celles oliseren cas de stéatohépatite. Les activités
des complexes I, Il + 111, IV et V de la chaine patoire mesurées sur mitochondries isolées
sont diminuées chez les souris dont le gene cqutaunt I'adiponectine a été inactivé et sont
restaurées par linjection d'un adénovirus recoartiinexprimant le gene codant pour
l'adiponectine. La biogenése mitochondriale évalpéele dosage de 'ADNmt ainsi que
I'expression de genes codant pour des protéingsa®ine respiratoire (la sous-unité 1 de la
NADH déshydrogenase, la sous-unité 1 de la cytoohro oxydase et la sous-unité 6 de

I'ATP synthase) sont diminuées chez les souris ogéne codant pour I'adiponectine a été
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inactivé mais le traitement par de I'adiponecta@efovirus recombinant) n'a aucun effet sur
ces parametres suggérant ainsi une action indépendaine augmentation de la biogenése
mitochondriale. L'expression d'UCP2 (ARNm et pro¢giest diminuée chez les souris dont le
gene codant pour l'adiponectine a été inactivésetestaurée par l'injection d'un adénovirus
recombinant exprimant le gene codant pour l'adipme. Ce dernier résultat a été confirmeé
par le fait que l'effet bénéfique de l'adiponecsue les activités des complexes I, Il + I, IV
et V de la chaine respiratoire est abolit chezsdbesis dont le géne codant pour UCP2 a été
inactivé. Au vu de ces résultats, les effets ptetes de I'adiponectine sur les altérations
hépatiques inhérentes aux NAFLD sont médiés etegaat une augmentation de la fonction
mitochondrialevia un mécanisme impliqguant UCP2. Reste a détermiries ®ffets observés
dans notre étude sont uniquement le résultat dgriantation de la production d'adiponectine
par le rimonabant ou bien si des mécanismes imgtijya voie de signalisation CB1
participent également a I'amélioration de la fanctinitochondriale hépatique.

Notre étude a permis de mettre en évidence un ledfeéfique du rimonabant sur la fonction
mitochondriale hépatique en facilitant I'oxydatides substrats énergétigues notamment en
augmentant I'entrée des acides gras dans la mitdakoLe fait que les effets observés sur la
fonction mitochondriale ne sont pas retrouvés daszats appariés pour la prise alimentaire,
semble indiquer une action du rimonabant indépetedadm la diminution précoce de la prise
alimentaire. Cependant, il reste a déterminerastibn du rimonabant est d'origine centrale
et/ou périphérique, et dans le cas d'une actioiplpEnique s'il agit de maniere directe et/ou

indirectevia I'adiponectine.
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TRAVAIL PRELIMINAIRE
Evaluation de la fonction mitochondriale de cellule HepG2

traitées avec du resvératrol
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Objectif :

Le resvératrol induit une diminution de la stéathépatique que ce soit dans des modéles
animaux ou cellulaires (Zareg al, 2006, Bauet al, 2006, Shangt al, 2008, Bujandat al.,
2008, Ahn Jet al, 2008, Houet al, 2008, Wanget al, 2009). L'action bénéfique du
resveératrol sur la stéatose hépatique se caractpas une diminution de la lipogenese
hépatiquevia une voie SIRT1/LKB1/AMPK (Ahn &t al, 2008, Shangt al, 2008, Wanget

al., 2009, Gnoni et Paglialonga, 2009, Haiwal, 2008). Par ailleurs, le resvératrol induit une
augmentation de la biogenése mitochondnadela voie SIRT1/PGCd (Bauret al, 2006,
Lagougeet al, 2006). Au vu de ces données nous avons décialdér la fonction
mitochondriale dans un modele cellulaire hépatidggecellules HepG2 afin de déterminer si
le resvératrol pouvait diminuer la stéatose hépatign agissant au moins en partie sur la
fonction mitochondriale. Dans ce but, nous avonssur® la consommation d'oxygéene
mitochondriale, le potentiel de membrane mitoch@mhdies activités enzymatiques des
complexes de la chaine respiratoire et la quadtR®Nmt sur des cellules HepG2 traitées

avec du resvératrol pendant 24h.

Résultats et discussion :

« Effet du resvératrol sur la consommation d'oxygénenitochondriale :

Un traitement de 24h avec du resvératrol (50 pMjuiin une augmentation de la
consommation d'oxygéne mitochondriale dans lesilesliIHepG2 que ce soit en condition
basale, en condition non-phosphorylante et en tiondile fonctionnement maximal (FCCP)
(Figure 27). Le resvératrol entraine une diminution signtia du RCRp Figure 28). En

revanche I'UCR et le RCR ne varient pas avec leetn@nt par du resvératrol. Le RCRp est
diminué en raison d'une plus forte augmentationadeonsommation d'oxygene avec du
FCCP que celle mesurée en condition phosphorylabes résultats illustrent un effet
stimulateur du resvératrol sur la consommationydjére mitochondriale et en particulier sur

la capacité oxydative maximale (FCCP).
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« Effet du resvératrol sur le potentiel de membrane ntochondrial :
Le resvératrol n'induit pas de variation du potdrde membrane en condition phosphorylante
(basale) mais a tendance a augmenter le potemtietambrane mitochondrial en condition
non phosphorylante (+ oligomycindjigure 29). Cette tendance a lI'augmentation a I'état non

phosphorylant est probablement due a l'augmentdigda consommation d'oxygéne globale.

» Effet du resvératrol sur les activites enzymatiquesles complexes de la chaine
respiratoire :
Afin d'évaluer les capacités glycolytiques et oxixdss, nous avons mesuré les activités
enzymatiques de la lactate déshydrogénase (LDH)deetla citrate synthase (CS)
respectivementRigure 30). Le resvératrol entraine une diminution signifiica de I'activité
LDH et non significative de la CS. Néanmoins lep@ag LDH/CS a tendance a diminuer avec
le traitement par du resvératrol, suggérant ainsiaugmentation de la capacité oxydative par
rapport a la capacité glycolytique. Le resvératimodifie pas I'activité des complexes de la
chaine respiratoire, excepté l'activité du compléxgui augmente { = 0,0539). Cette
augmentation de l'activitt du complexe | peut epmr l'augmentation de la capacité
oxydative maximale observée avec la mesure de ounstion d'oxygene. Récemment, il a
été mis en évidence que dans le foie de souris BIRTacétylation du complexe | de la
chaine respiratoire est augmentée et associée @dmiraition de la consommation d'oxygene
mitochondriale avec des substrats du complexeutdgiate + malate) suggérant ainsi que
SIRT3 pourrait étre impliquée dans la régulationfdoctionnement mitochondrialeia la
déacétylation du complexe | (Ahn Bet al, 2008). En outre, le resvératrol induit une
augmentation de I'expression de 'ARNm SIRT3 dassatlipocytes 3T3-L1 (Rayalaghal,
2008). Par consequent, le resvérawv@ l'augmentation d'expression de SIRT3 pourrait

entrainer une déacétylation du complexe | et @ngmenter son activité.

« Effet du resvératrol sur la quantité d'ADNmt :
Le resvératrol n'entraine pas de variation de aigadtADNmt (Figure 31), illustrant ainsi
gue les modifications de fonctionnement mitochadaobservées ne sont pas dues a une
variation de la biogenese mitochondriale. Une étadmis en évidence que le resvératrol
induit une diminution de l'acétylation de PGCdssociée a une augmentation du nombre de
mitochondries que ce soit dans le foie de soulmegtées avec un régime riche en gras

(évalué par microscopie électronique) ou dans ddislles HelLa (évalué avec la sonde
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fluorescente Mitotracker) (Bauet al, 2006). Une autre étude a mis en évidence une
augmentation de la quantité dADNmt dans le mustlée tissu adipeux brun de souris
alimentées avec un régime riche en gras et tragées du resvératrol (Lagougeal, 2006).
Cependant, la quantité d'ADNmt dans le foie de sesris ne varie pas malgré une

augmentation de I'expression de PGC1
Selon ces résultats préliminaires, le resvérateshide induire une augmentation de la

fonction mitochondriale sans variation de la dénsititochondriale mais en augmentant

l'activité du complexe I.

Perspectives :

Afin de relier cette augmentation du fonctionnemmmitochondrial par le resvératrol a une
diminution de la stéatose hépatique, les mémesriexpdtations seront réalisées sur des
cellules HepG2 rendues stéatosiques en les cultbeaindans un milieu additionné de glucose
et d'insuline, soit dans un milieu enrichi en asigeas.

Par ailleurs, nous évaluerons l'acétylation du der®l ainsi que I'expression du géne codant
pour SIRT3.

Enfin, afin de déterminer la ou les voies a l'orggide l'augmentation de la fonction
mitochondriale, nous utiliserons des inhibiteursdes ARNi dirigés contre SIRT1, SIRT3 et
'AMPK.
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CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES
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Les mécanismes a l'origine du développement deééktase hépatiqgue ne sont pas encore
completement élucidés. Outre l'augmentation deidagénése hépatique désormais bien
admise, une altération de la fonction mitochondrdburrait contribuer a I'accumulation de
lipides dans le foie. Par conséquent, nous avoakié\va fonction mitochondriale dans deux
modeéles animaux de stéatose hépatique ainsi que ldasontexte de deux traitements
potentiels de la stéatose, le rimonabant et |zéraswol.

Le rat Zucker obésene présente aucune altération de la phosphorylatgdative que ce
soit au niveau de la fuite de protons, de l'efiigade la phosphorylation oxydative (cinétique
ATP/O) ou au niveau des capacités oxydatives ars-eflémes. De méme, la quantité de
mitochondries hépatiques ne semble pas modifiée lehat Zucker obése au vu des activités
enzymatiques de la citrate synthase qu'elles aténinesurées sur de I'homogénat de foie ou
sur mitochondries isolées. Le systeme de la phoglation oxydative semble ainsi préservé
dans ce modele de stéatose hépatique et par cemséugl participe pas a l'accumulation
excessive de lipides.

Avec un modele plus proche de la physiopathologi¢éadstéatose hépatique,ré alimenté
avec un régime riche en gras pendant différentes dées nous avons mis en évidence que
dans les premiers temps d'un apport accru en $ip{8eet 4 semaines), le métabolisme
hépatique est orienté de maniere a utiliser oweékst sous forme de triglycérides I'exces de
lipides. Cette premiére adaptation est ensuite &&ampent inversée et nous observons une
diminution de l'oxydation des acides gras mais eédgaht une diminution du stockage des
lipides sous forme de triglycérides. Concernantfdaction mitochondriale, celle-ci est
seulement affectée au niveau de la synthése d'Ag Beimaines de régime. La mitochondrie
est donc capable de subir une arrivée massive ae @n conservant un fonctionnement
normal au moins jusqu'a 8 semaines de régime.

Dans ces deux modeles de stéatose hépatique,téangyde phosphorylation oxydative n'est
pas ou peu altéré, suggérant que la mitochondripaniécipe pas au développement de la
stéatose hépatique au moins du point de vue dwla& respiratoire en elle-méme.

La seule modification observée est une augmentatemefficacite de la phosphorylation
oxydative a 8 semaines de régime due a une augtoente la synthese d'ATP pour une
méme consommation d'oxygéne. Cette augmentatioheffieacité de la phosphorylation
oxydative pourrait entrainer une augmentation d@rtaduction des ROS. Méme si nous
n‘avons pas réalisé d'évaluation complete du stegdatif, il semble qu'a partir de 8
semaines de régime riche en gras la cellule hapaaggmente son systéme de lutte contre

les ROS (augmentation de 'ARNmM de SOD?2), illudtensi une augmentation probable de
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la production de ROS. Cette production accrue de& ROurrait participer a la transition
stéatose/stéatohépatite mais également conduineeaaltération de la chaine respiratoire
mitochondriale. Par conséquent, I'évaluation dertaluction de ROS et des conséquences
associées dans ce dernier modéle de stéatose dquepadpporterait des informations
essentielles a la compréhension de I'évolutioradidatose hépatique.

Le traitement avec dumonabant de rats alimentés avec un régime en gras, a @b eff
bénéfique sur la fonction mitochondriale hépatigmneaugmentant I'oxydation des substrats
énergétiques et notamment des acides giasune augmentation de leur entrée dans la
mitochondrie. Le fait que les effets du rimonabsunt la fonction mitochondriale ne sont pas
observés chez les rats appariés pour la prise rine suggere une action indépendante de la
diminution précoce de la prise alimentaire. Il eegtdéterminer les mécanismes responsables
des effets du rimonabant sur la fonction mitoch@ier Le rimonabant pourrait agir d'une
maniére directeia la signalisation du récepteur CB1 ou indiredtel'adiponectine.

Le traitement par duesvératrol de cellules HepG2, entraine une augmentation de la
consommation d'oxygéne mitochondriale et une autatien de l'activité enzymatique du
complexe | mais sans modification de la biogenegecmondriale. Récemment, il a été mis
en évidence que dans le foie de souris SIRT3akgétylation du complexe | de la chaine
respiratoire est augmentée et associée a une diorinde la consommation d'oxygéne
mitochondriale avec des substrats du complexe @é&nagt ainsi que SIRT3 pourrait étre
impliqguée dans la régulation du fonctionnement ofit;ndrial via la déacétylation du
complexe | (Ahn BHet al, 2008). En outre, le resvératrol induit une augpaon de
I'expression de 'ARNm SIRT3 dans des adipocyte8-13T (Rayalamet al, 2008). Par
conséquent, le resvératrala I'augmentation d'expression de SIRT3 pourraitaénér une
déacétylation du complexe | et ainsi augmenter aivité. Ainsi, il parait intéressant de
mesurer I'expression de SIRT3 suite a un traiteraeet du resvératrol ainsi que d'évaluer le
degré d'acétylation du complexe I. Par ailleurstrdétement par du resvératrol de cellules
HepG2 dont I'expression de SIRT3 aura été inhitereum ARNI pourrait indiquer si le

resveératrol agit sur la fonction mitochondriala SIRT3.
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