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Résumeé

L’adiponectine (ApN) est une adipokine de 30 KDadwite abondamment par le tissu adipeux
qui a été décrite pour la premiere fois en 1995 IDes qu’une corrélation inverse entre les taux
circulants d’ApN et I'adiposité a été mise en éwicke de tres nombreuses études ont été initiées
pour chercher a établir un lien avec les pathoktiges au syndrome métabolique. Ainsi, chez
les patients obeses et diabétiques, une perteidg ipduite par un traitement médicamenteux ou
un régime hypocalorique s’accompagne d’'une augrtientdes taux circulants d’ApN et d’'une
ameélioration des parametres biochimiques. Il réesserces études que des taux élevés d’ApN
sont corrélés a une amélioration de la sensikdliténsuline, des parametres lipidiques et une
diminution du risque cardiovasculaire. Cependaes Mmécanismes d’action conduisant a
'amélioration du métabolisme lipidique et glucide restent encore mal connus. Au cours de
cette étude, nous avons, dans un premier tempsshégh@ déterminer les conséquences d’'une
variation de la masse grasse sur la productioriAfeNI chez la souris. Pour cela, différentes
stratégies nutritionnelles et pharmacologiquesdamant & une fonte ou a une augmentation de
la masse grasse, ont utilisées. Les résultats abtwuggerent que la production d’ApN n’est pas
dépendante de la taille des adipocytes mais ptig¢deur état inflammatoire. Dans un second
temps, grace a un modele d’explants de foie emureylnous avons cherché a déterminer les
effets directs de I'’ApN sur le métabolisme lipidigdu foie. Une premiere approche a consisté a
tester les effets a long terme c’'est a dire sugaeptde correspondre a des modifications
d’expression génique et de synthése protéique arbamt les explants pendant 21h dans un
milieu de culture contenant de I’ApN en présencenon d’insuline. Les résultats suggérent que
I’ApN accentue les effets de l'insuline, ce quitssduit par une meilleure utilisation du glucose
avec en contre partie une stimulation de la lipegenet une réduction de la 3-oxydation en
présence d’insuline. De plus, I'ApN apparait exense effet sur les voies de catabolisme des
HDL. Par une seconde approche, nous avons testéfflts a court terme de I’ApN sur les
capacitésp-oxydatives en traitant les explants pendant 45. ians ces conditions plus
appropriées pour mettre en évidence l'activation daies de régulation rapides, la présence
d’ApN entraine une stimulation de la 3-oxydatiom gjaccompagne d’une augmentation de la p-
AMPK. En conclusion, ces résultats suggerent q@e@N exerce des effets directs sur le
métabolisme hépatique du glucose compatible awdftet’ insulino-sensibilisateur observé in
vivo. En revanche, les résultats ne permettent pag stade, d’établir une relation entre une
induction par I'ApN de I'activité 3-oxydative desides gras dans le foie et ces effets bénéfiques

sur les parametres lipidiques.



Abstract

Adiponectin (ApN), a 30-kDa adipokine abundantlyogwced by adipose tissue has been
described for the first time in 1995. Early findingemonstrating serum adiponectin levels are
inversely correlated with obesity initiated intenswestigation of the relationship between
adiponectin and all symptoms of the metabolic synmdr. Of these studies, strong evidence
suggests that a weight loss induced by medicatidrypocaloric diet led to increased circulating
ApN levels and improvement of biochemical parangeté&hus, high levels of ApN have been
correlated with an improvement of insulin sensiyiviand lipid parameters reducing
cardiovascular risk. However mechanisms involvedh@ improvement of glucose and lipid
metabolism are not fully understood. In this stuatg, wanted to determine whether variations of
plasma ApN levels are associated with alteratidier lipid metabolism in mice. For this, we
used different nutritional and pharmacological tefgees to induce fat mass variations and
measured corresponding ApN production and lipidapeaters. First, results suggested that
production of ApN is not dependent on the sizedpacytes, but rather to their inflammatory
state. The effect of ApN of liver metabolism wastlier studied using an in vitro model of liver
explants in culture. A first approach consists esdting the long-term effects of ApN on liver
incubating the slices for 21h in the presence drafionsulin. Biochemical and molecular data
suggested that ApN accentuates the effects of imstésulting in improvement of glucose
utilization associated with a stimulation of lipogsis and a reduction igroxidation in the
presence of insulin. In addition, ApN appears teafHDL catabolism pathways. In a second
approach, we tested the short-term effects of Aplg-oxidative capacity treating the slices for
45 min. Under these conditions more appropriateligblight the activation of fast regulatory
pathways, ApN induced a stimulation of 3-oxidatwhnich was accompanied by an increase in
p-AMPK. In conclusion, data suggested that ApN ltaect effects on hepatic glucose
metabolism consistent with the insulin-sensitizéect demonstrated in vivo. However, at this
stage, these results did not give evidence ofaiogiship between induction of liver fatty adid

oxidation by ApN and its beneficial effects on ipparameters.
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Introduction

PREAMBULE

L’'obésité est définie comme un exces de tissu adi€A), qui sS'accompagne dans la majorité
des cas d'une insulino-résistance (IR) c'est-a-ditme diminution de la réponse des tissus
sensibles (foie, muscle squelettique et TA) a ikacte l'insuline. Il est maintenant bien admis
gue l'installation d’'une IR au niveau des adiposytnstitue un évenement majeur dans
I'établissement des anomalies métaboliques lieéesbasité telles que les dyslipidémies et le
diabéte de type Il (Bergman and Mittelman, 1998).effet, dans ces conditions, I'insuline n'a
plus les mémes capacités a freiner la lipolyse cagifaire; des acides gras libres (AGL) sont
alors libérés plus massivement dans la circulgifoner, 2002) exercant des effets lipotoxiques.
L’augmentation du flux d’AGL vers le foie entrainee hypertriglycéridémie via la stimulation
de la synthese et de la sécrétion de VLDé&ry low-density lipoprotejnriches en triglycérides
(TG) (Frayn, 2000). De plus, cette hypertriglycénde s’accompagne d’une baisse du HDL-
cholestérol (HDL-C) liigh density lipoprotein-cholestejokt de modifications qualitatives des
LDL (low-density lipoproteip (Carr and Brunzell, 2004; Reilly and Rader, 2008
catabolisme réduit des particules riches en TG guns d'autres facteurs conduisent également a
cette réduction de la production des lipoprotémesaute densité (HDL) (Despres et al., 1992).
L’'apparition d’'une IR du TA peut également évolaer diabéte de type Il au cours duquel un
défaut de sécrétion d’insuline est constate. Tamé des cellulesp du pancréas sont
fonctionnelles, une hyperinsulinémie compensatsigenet en place et permet la régulation de
I’lhoméostasie glucidique, ceci correspond a I'@td@diabétique. La transition vers le diabéte de
type Il se caractérise par une baisse de dée#iglino-sécrétion compensatrice, ce qui induit
une augmentation de la production hépatique deogiud_a plupart des études épidémiologiques
font état d’'une association trés étroite entredésxpondéral et ce type de diabéte. En effet, deux
tiers des patients diabétiques de type Il sont ehéke diabéte survient cependant plus
frequemment chez les personnes avec une tébédge androide caractérisée par un exces
de TA intra-abdominal, en particulier danss tégions omentales qui sont drainées par la
veine porte. En effet, ce tissu graisseux visgarésente une activité métabolique avec lipolyse
accrue et libération massive d’AGL dans le systponte. Cette activité métabolique s’explique,
entre autres, par la présence d’'un plus grand remérrécepteurs adrénergiqyds p2 et 3
dans ce tissu et par la rareté des récepteurssalline dans le TA omental, ce qui limite le réle
d’inhibiteur de la lipolyse de l'insuline. De plug phénomene de lipotoxicité sur le pancréas
induit un dysfonctionnement dans la sécrétion desiline. Cette lipotoxicité est due a une
accumulation des TG dans les tissus, secondaiezignentation chronique des concentrations
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d’AGL dans le plasma. De méme, I'hyperglycémie dgae entraine un phénomeéne de
glucotoxicité sur les cellulesp du pancréas, participant ainsi a la dimomtde

linsulinosécrétion (Raccah et al., 1999). Ains, perturbation des fonctions du TA dans
'organisme jouerait donc un réle clé dans le ragement des anomalies métaboliques

associées a l'obésité.

C’est I'accumulation des graisses corporelles i g 'origine de cette IR adipocytaire en
provoquant une inflammation du TA (Ukkola and Baarch 2001). En effet, I'obésité est
caractérisée par une inflammation chroniqgue du Tand due a une production anormale
d’adipokines pro-inflammatoires se traduisant pa@ induction de marqueurs plasmatiques de
linflammation (Bastard et al., 2002; Hotamisligi al., 1993). Il a été démontré chez I'animal
(Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003a) puis ditdamme (Cancello et al., 2005; Cinti et al.,
2005; Curat et al., 2004Jue cette inflammation chronique du TA est caré&#dér par une
infiltration macrophagique. Ces macrophages senl@a responsables de I'expression d’'une
partie significative des cytokines inflammatoiredlFb. (Tumor necrosis factow) et IL-6
(Interleukin-§ présentes dans ce tissu (Weisberg et al., 2@D&3. cytokines inflammatoires
altereraient la signalisation insulinique par uneogphorylation inactivatrice des résidus
sérine/thréonine des IRB$ulin receptor substrajell est donc a I'’heure actuelle assez Iégitime
de penser que la production excessive de cytolinesnflammatoires par le TA d’animaux ou
d’individus obéses, et en particulier par les mpheges présents au sein de ce tissu, ainsi que la
baisse de production de cytokines anti-inflammasoparticipent a la physiopathologie de I'IR.
Les mécanismes responsables d’'une diminution diaddie I'insuline dans le TA peuvent se
situer au niveau de la liaison de 'hormone a smepteur et en aval de ce dernier. Il est devenu
evident que le TA et les AGL jouent un réle clé sléansensibilité a l'insuline. Les mécanismes
moléculaires a l'origine des altérations métabagjdont intervenir des sécrétions du TA. En
effet, le TA blanc, constitué d'adipocytes et de Haaction Stroma-Vasculaire (FSV)
(préadipocytes, fibroblastes, péricytes, celluledothéliales et sanguines...), a longtemps été
considéré comme un simple tissu de mise en resgreétique. Il s’est révélé ultérieurement
capable de répondre a diverses hormones qui mddlircumulation (insuline) et la
mobilisation (catécholamines) des TG ou des lipiestres. De plus, au cours de la derniéere
décennie, le TA a acquis le statut de glande emimcsynthétisant et sécrétant un grand nombre
de molécules de natures peptidigques ou non pepédigregroupées sous le terme
d’adipocytokines suite a leur analogie structureNec les cytokines (Juge-Aubry et al., 2005;
Wajchenberg, 2000¥igure 1). Ces adipocytokines sont impliquées entre auwdresde controle
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de I’homéostasie énergétique, dans I'lR, I'inflantioia et la pression artérielle. Le TA apparait

donc comme un des acteurs fondamentaux dans léatiégude 'homéostasie énergétique de

'organisme.
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Figure 1 : Les sécrétions du TA blanc d’aprés Juge-Aubry5200

Les dépbts adipeux sont localisés dans plusieursszde I'organisme et classés en deux grandes
catégories. TA sous-cutané (TASC) et le TA intgfme profond). Le TASC est composé d’'un
dépot de TASC superficiel et TASC profond. Le TAemme est composé du TA viscéral (TAV),
non viscéral, intra et périmusculaire (Shen et28lQ3). Selon les sites adipeux, des différences
subtiles de réponse hormonale et de développenyperfiasique et/ou hypertrophique ont été
mises en évidence. En effet, les dépbts SC et misfeemblent avoir un profil sécrétoire
différent (Einstein et al., 2005; Fain et al., 2DOle tissu viscéral présente une plus forte
expression de cytokines pro-inflammatoires (tNpar exemple) que le SC. Au cours du
développement de Il'obésité, linfiltration macropigue, responsable de la majorité des
sécrétions du TA, plus particulierement le TNJFain et al., 2004; Fain et al., 2006), semble étr
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plus importante dans le TA profond comparativenmr®n{fTASC (Harman-Boehm et al., 2007).
La quantité de TA profond est plus fortement ca@eéh la résistance a l'insuline que celle du
TASC (Fox et al., 2007). L'ensemble de ces obsematmontre que les dépots adipeux, en plus

de leur localisation différente, présentent deaataristiques métaboliques distinctes.

D’aprés une étudm vitro menée par Alvarez-Llamas al, le TAV humain sécréte environ 259
protéines (Alvarez-Llamas et al., 2007). Ces pne®i sont classées en cing catégories :
signalisation, homéostasie de matrice extracetkilafonction immunitaire, fonction de
dégradation et autres. Plusieurs études montreat lguFSV et plus particulierement les
macrophages, sont responsables de la majoritéédestions du TA (Fain et al., 2004; Fain et
al., 2006). Il semblerait que seul 1/3 des seanstiadipokines soient imputables a I'adipocyte
lui-méme (Alvarez-Llamas et al., 2007; Chen et2005) comme c’est le cas pour la leptine et
'adiponectine(Fain et al., 2004). Ces molécules spécifiques’alipocyte interviennent de
facon essentielle dans le contréle du métabolisneegétique et régulent également la réponse

immunitaire.

Plusieurs arguments sont en faveur de I'implicatien’adiponectine dans I'amélioration de la
sensibilité a l'insuline au niveau périphériqueintérét pour I'adiponectine est resté modeste
jusqu'en 1999-2000, jusqu’a la découverte de leétairon inverse des taux d’ApN a l'obésite,
au diabéete de type Il et aux maladies coronarie(et et al., 1999; Hotta et al., 2000). Par la
suite, des corrélations entre les taux plasmatigieed’hormone et différentes pathologies
meétaboliques ont été rapportées. Parmi les premiétades, Hotteet al. suggerent que
I’hypoadiponectinemie est liee au développemenadeésistance a l'insuline. En effet, les taux
plasmatiques d’adiponectine sont diminués au sta@ediabétique et cette diminution est
accentuée lorsque le type Il diabete est établieeparallele d’'une diminution de la sensibilité
a linsuline (Hotta et al.,, 2001). Certaines étudmst apporté la preuve que le degré
d’hypoadiponectinemie est plus étroitement lié aegrd de résistance a linsuline et a
I'hyperinsulinémie qu’au degré d'adiposité (Weydr ab., 2001). Les taux plasmatiques
d'adiponectine semblent également étre indépenidantaux sériques de TG (Hotta et al., 2000),
qui sont généralement augmentés au cours d’'untdialeéype Il et d'une IR. L’ensemble de ces
observations dévoilent un role probable de I'adgmtime dans plusieurs anomalies métaboliques

frequemment observées dans le syndrome métabolique.
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I. ADIPONECTINE

1. Historique

L’adiponectine humaine et I'adiponectine murine été identifiées de maniére indépendante et
simultanée par quatre équipes de recherches difé&yeCette molécule a été caractérisée, en
1995, en tant que protéine abondamment secrétéegegaadipocytes 3T3-L1 et présente a des
concentrations plasmatiques élevées chez la sa@umigférence a son homologie avec le facteur
Clq du complément, I'adiponectine a d’abord étéelymp ACRP30 Adipocyte Complement-
Related Protein of 30kDgScherer et al., 1995), puis clonée sous le ngxdipgoQ (Hu et al.,
1996). C’est cette étude qui a révelé pour la peesrfiois la diminution d’expression de son géne
chez les sujets obéses. Chez 'Homme, le géneadwdinectine a été cloné a partir du TA sous
le nom d’APM-1 Adipose Most Abundant transcripf-suite a un séquencage aléatoire d’'une
banque d’ADNc (Maeda et al., 1996) puis, isolé dasma humain sous le nom de
GBP28 (Gelatin Binding Proteih (Nakano et al., 1996). De toute cette nomenatatler nom
d’adiponectine (ApN) est le plus largement accegtt€ est ce terme qui sera utilisé tout au long

de ce manuscrit.
2. Structure de la protéine native

L’ApN est une protéine d’'un poids moléculaire d/ean 30 kDa, comprenant 244 acides
aminés (aa) chez 'Homme et 247 aa chez la sdues.premiers aa sont trés conserves. lls
représentent 80 % d’homologie avec toutes les espde Mammiféres clonées a ce jour (Wang
et al., 2002). L'analyse de la protéine révéle mdmes : un peptide signal de sécrétion a
'extrémité amino-terminale destiné a étre clivéee région variable spécifique de 27 aa, un
domainecollagen-like suivi d’'un domaine globulaire a I'extrémité carlyeerminale figure

2). Le domaine collagene comporte 22 répétitionsladeséquence Gly-X-Y ou Gly-X-Pro,
séquences caractéristiqgues des protéines avee Irifice, semblables aux fibres de collagéne
(Tsao et al.,, 2002). La structure primaire de I'Ap&t plus particulierement son domaine
globulaire, présente des homologies séquentielhegortantes avec un grand nombre de
protéines impliqguées dans I'inflammation et la mg@immunitaire (Ouchi et al., 2003; Scherer
et al., 1995; Yokota et al., 2000). Parmi ces pne® on retrouve la sous-unité du facteur Clq
(Complement factor Clqg la partie globulaire du collagene de type \4tIX ; hib 27, une
protéine du sérum d’animaux hibernants I'été; ledectines (MBL,Mannose binding lectin

SP, protéine du surfactant et conglutinine) etreles cytokines de la famille du TMFMalgré
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les similitudes observées entre la structure prendé I'’ApN et les différentes protéines citées
précédemment, seul le Thpartage une homologie surprenante avec la steictistalline de
la partie globulaire de I'ApN (analysée a une résoh de 2.1 angstroms (Shapiro and Scherer,

1998) et en dépit de leur manque d’homologie datres séquences primaires).
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N [ I ©
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~~~~~

na,
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© pi -
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Figure 2: Analyse de séquence de la structure primaireAfN’ (Richards 2006)

3. Structure des isoformes multimériques

La protéine native n’existe pas sous forme isolés’@semble par la partie globulaire en
trimeres. Ces triméres peuvent ensuite s’assoeienahiere plus complexe par les triples hélices
du domaine collagene (Berg et al., 2002). On re®oainsi dans le plasma des complexes de
haut poids moléculaire formés par association de62trimeres (soit 6 a 18 unités). L'intégrité
des différentes formes actives de I'ApN nécessitasdun premier temps des liaisons
hydrophobiques pour sa formation et des liaisomsauvalentes pour sa stabilité. Il semble que
la présence d’'un pont disulfure au niveau du ré€lgis-39 entre deux monomeres du trimere
soit indispensable pour la formation ultérieure deégoméres d’ApN (bien que ce dernier ne
Soit pas nécessaire a la formation et la stalalitérimere d’ApN) (Pajvani et al., 2003; Tsao et
al., 2003). L'ApN est sécrétée dans la circulatmmaine sous trois isoformes d'oligomeres :
des trimeéres de faible poids moléculaiceWy—Molecular WeightLMW) d’environ 67 kDa, des
hexaméres de poids moléculaire moyedium—Molecular WeighMMW) d’environ 120 kDa
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et des multiméres de haut poids moléculaire de 18 aous-unitésHigh—Molecular Weight
HMW) > 300 kDa (Phillips et al., 2003; Tsao et &002) {igure 3). Les isoformes MMW et
HMW sont les formes prédominantes détectées dasériem, tandis que les petits complexes
comme les triméeres sont quasiment indétectablewaifaet al., 2003; Trujillo and Scherer,
2005). La forme globulaire de I'ApN serait égalemndéatectée dans le plasma et représenterait
1% de I'ApN totale (Fruebis et al., 2001).

Domaine

globulaire \

oo

Domaime
collagéne

Monomere Trunere Hexameére

Complexe de haut poids
moléculaire (HVIW)

Complexe de faible poids moléculaire (LNW)

Figure 3: Modele d'assemblage de I'’ApN. Trois monomeres farmun trimere par
interactions entre leurs domaines globulaires, est triméres s’associent entre eux par
interactions entre leurs domaines collagénes. @uatix triméres sont associés de maniére
non-covalente pour former un complexe de haut poidlgculaire (d’apres Richards 2006).

Des études réalisées chez la souris ont permis eteremen évidence que I'ApN subit des
modifications post-traductionnelles importantes Ide sa sécrétion par les adipocytes (Wang et
al., 2006; Wang et al., 2002). Ces modificationstgiaductionnelles concernent essentiellement
4 résidus proline identifiés dans le domaine ceélfaget 5 résidus lysine (le premier est identifié
dans la région variable et les 4 autres dans leadwmcollagene). Les résidus proline sont
uniquement hydroxylés, en revanche, les résidusdysubissent une hydroxylation suivi d’'une
glycosylation. L’hydroxylation et la glycosylatiotes résidus lysine jouent un rdle important
dans la médiation de certains effets de I'ApN. Hatgla substitution des quatre résidus lysine
avec de larginine dans le domaine collagene dimiconsidérablement les concentrations
physiologiques de I'ApN ainsi que sa capacité dorear l'action hépatique de l'insuline en
limitant la production de glucose (Wang et al., 200De plus, I'hydroxylation et la

glycosylation de plusieurs résidus conservés deéndysians le domaine collagene sont
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nécessaires pour l'assemblage intracellulaire edtdailisation structurelle des oligomeres au
niveau de la triple hélice (Uitto and Lichtenst€l®,76). Ainsi, un déficit d’hydroxylation et de
glycosylation des résidus lysine interfére avefolanation des multimeres HMW (Richards et
al., 2006). Récemment, Whiteheatlal. ont confirmé la présence de ces modifications-post
traductionnelles chez I'Homme et ont identifié $rbiydroxylations additionnelles sur les résidus
Pro’!, Prd® et Prd® (Richards et al., 2006). En plus de ces trois fpales isoformes de I'ApN,

un fragment globulaire de I'ApN (gApN) issu d’'uneofgolyse et possédant des propriétés
métaboliquesin vitro et in vivo chez la souris a été mis en évidence. Il semblepaét ce
fragment protéolytique de I’ApN soit un puissamistiateur de I'oxydation des acides gras dans
le muscle (Fruebis et al., 2001). Wakiétont été les premiers a décrire un mécanisme sappos
de protéolyse dans la production d’'un fragment gimbe de I'ApN. Il s’agit d’'un clivage
dépendant d'une élastase leucocytaire, sécrétédgsamonocytes activés ou des neutrophiles
(macrophages) (Waki et al., 2005). En revanchepldrtance physiopathologique de ce clivage

reste encore a démontrer.
4. Biodisponibilité de I'ApN

Dans la circulation générale, les concentratioms|sés d’ApN totale sont de I'ordre de 5 a 30
pag/mL, ce qui représente 0,01 % des protéines plagues totales (Arita et al., 1999). L'ApN
plasmatique suit un rythme circadien (Yildiz et @004). Aprés un déclin nocturne, les taux
d’ApN plasmatiques augmentent progressivement tér jpigr 4 heures du matin pour atteindre un
paroxysme vers 8 heures (Gavrila et al., 2003).cAvee demi-vie de 75 min (Halberg et al.,
2009), I'ApN est éliminée rapidement. Par ailledes courbes de variation de I'ApN sont
similaires entre les sujets minces et obéses, maige différence de niveau de sécrétion. En
effet, dans des conditions physiopathologiquesirtréglimentaire riche en graisses et modéle
de souris obeses ob/ob déficientes en leptinejalesd'ApN sérique sont réduits et sa clairance
retardée de maniere significative, ce qui suggeee haisse spectaculaire de sa production. Par
conséquent, une clairance rapide va de paire avex activité métabolique et une
biodisponibilit¢  élevée, tandis qu'une clairancetamdée est un indicateur d'un
dysfonctionnement métabolique (Halberg et al., 2009 vivo, la clairance varie également
selon la nature des différents complexes d'’ApNe et plus lente pour HMW-ApN et plus
rapide pour le complexe trimérique (Halberg et2009). Concernant la dégradation de I'ApN,
le foie semble étre le principal site de clairansaiyvi du rein qui excréterait seulement les

produits de dégradation finaux (Halberg et al., 900
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Méme si les taux plasmatiques d'ApN restent renaigment constants, il existe un
dimorphisme sexuel : les femmes ont une adipor&dii@ d’environ 40 % plus élevée que les
hommes (Arita et al., 1999; Nishizawa et al., 20G) la ménopause n’en modifie pas les
concentrations (Nishizawa et al., 2002, Combs, Z£@B). Cette différence apparait au cours de
la puberté. Chez des souris males castrées, liojed’androgenes serait a l'origine d’'une
réduction des taux d’ApN. Ce traitement induit éga¢nt une IR. Au contraire, I'ovariectomie
ne modifie pas ses concentrations chez les soanwlfes. Un dimorphisme sexuel existe
également en ce qui concerne la synthese desatifésr isoformes d’ApN. Chez la femme, le
complexe d’ApN-HMW prédomine par rapport a la forthexamérique, tantdis que Chez
’homme, la majorité de 'ApN est présente sousmierhexamerique (Pajvani et al., 2003). Il y
aurait une inhibition sélective de la sécrétionlalédorme HMW par la testostérone (Xu et al.,
2005).

5. Production de I'ApN

L’ApN est abondamment produite et secrétée parAebllanc et les taux sériques d’ApN
présentent une corrélation négative ferme avecdsse grasse intra-abdominale (Cnop et al.,
2003; Fisher et al., 2002). Néanmoins, le niveaxpfession des ARNm est différent selon la
localisation et le type de tissu étudié. En efilegst 30 % plus faible dans le TA viscéral que
dans le TASC abdominal, que les sujets soient rairae obéses (Lihn et al., 2004). Ces
résultats doivent cependant étre interprétés awécaption, les taux d’ARNm ne reflétant pas
toujours de maniére réelle les concentrations sésigle la protéine (Combs et al., 2003).

Outre le TA, I'ApN est également synthétisée pauttes tissus et organes (cardiomyocytes,
muscles squelettiques, ostéoblastes, placentaphype...) (Berner et al., 2004; Caminos et al.,
2005; Delaigle et al., 2006; Krause et al., 2008g#Po et al., 2005; Rodriguez-Pacheco et al.,
2007; Shinoda et al., 2006).

Les taux sériqgues de I'ApN exclusivement produite fes adipocytes sont affectés par la
variation de la masse adipeuse a l'inverse deupapt des adipokines. Ainsi I'expression et les
taux sériques de I'’ApN sont diminués au cours dbdsité (Arita et al., 1999; Hu et al., 1996).
Cette relation inverse entre 'ApN et la masse omlle est également observée chez les sujets
extrémement minces présentant une anorexie mgiialporte et al., 2003; Pannacciulli et al.,
2003). Toutefois, un seuil minimal de masse gréssetionnelle est nécessaire pour maintenir
cette relation inverse. En effet, chez des patidipisatrophiques et lipodystrophiques, la

réduction des taux d’ApN plasmatiques est propondle a la perte de masse grasse (Haque
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et al., 2002). Cette relation inverse entre masassg et adiponectinémie est également illustrée
par I'effet de régimes hypocaloriques ou d’acteschlieurgie bariatrique qui conduisent a une
perte de la masse grasse et a une augmentatidawkeseriques de '’ApN (Xydakis et al., 2004;
Yang et al., 2001)En revanche, la liposuccion chez les femmes obesesodifie pas les
concentrations plasmatiqgues d’ApN malgré une peetgoids et une diminution de leur BMI
(Fasshauer et al., 2004)a perte de poids consécutive a un régime ou achirargie semble
egalement affecter la proportion des difféerentedoisnes de I'’ApN puisqu’elle entraine une
augmentation des multimeres HMW et MMW et, a l'ire& provoque une diminution de la
quantité de la plus petite forme LMW dans le plagBabbert et al., 2005; Kobayashi et al.,
2004).

En résumé, les niveaux plasmatiques d'ApN déperdteid quantité de la masse grasse. Cette
relation inverse entre les concentrations d’ApNeeativeau d'adiposité semble s'expliquer par la
présence d'une boucle de rétroaction inhibitricgtréant I'expression et la sécrétion de I’ApN.
L'hypothese actuelle est qu'une augmentation digpdaité génere une rétro-inhibition de la
production d'ApN. A linverse, l'augmentation desncentrations d'ApN observée lors d'une
perte de poids pourrait s'expliquer par une levé@ditition accompagnant la diminution de
l'adiposité. Parmi les mécanismes conduisant a plos grande sécrétion d'ApN par les
adipocytes, certains sont a mettre en relatios ane augmentation de la sensibilité a l'insuline
(Pajvani and Scherer, 2003; Trujillo and Scher@5) et une diminution de I'état inflammatoire
(Kopp et al.,, 2005). Méme si le TASC semble proglpius d’ApN que le TAV, la faible
adiponectinémie associée a I'obésité est corréléx@ansion du TAV dont le métabolisme est

le plus affecté au cours de cette pathologie.

[I. DONNEES CLINIQUES ILLUSTRANT LE ROLE DE L’APN DANS LES
PATHOLOGIES ASSOCIEES AU SYNDROME METABOLIQUE

1. Conséquences des polymorphismes du gene de I'ApN

Il existe de nombreux polymorphismes du gene deNAjui ont pu étre associés a certaines
modifications métaboliques. Lecreeningde son gene dans différentes populations a permis
d’identifier 8 mutations dans I'exon 3 ainsi que 30IPs gingle-nucleotide polymorphisins
localisés dans I'exon 2 et dans l'intron 2 (Vasseual., 2002). Les rares mutations détectées
dans I'exon 3 sont localisées soit dans le domedtiagene (G84R et G90S), soit a la charniéere

du domaine collagéne et globulaire de 'ApN (Y114H164T). Elles sont reliées au niveau de

10
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I'expression de I'ApN et au diabete de type Il (S@gr et al., 2005). Les mutations des résidus
glycine a la position 84 et 90 rompent la structiniigle hélice de collagene. Elles réduisent le
nombre de répétition de Gly-X-Y ou Gly-X-Pro de @214 et 16 respectivement, avec pour
conséguence un risque accru de développer un dideétype Il. La mutation en position 111
peut partiellement entraver la polymérisation demdtrimeres de collagene (Vasseur et al.,
2002) d’ou des modifications dans I'organisatioatide de la protéine. Ces altérations peuvent
interférer avec les modifications post-traductidl@seimpliquant les résidus lysine ou modifier
les interactions de la protéine avec ses récepteess10 SNPs identifiés dans le gene de I'ApN
concernent des changements de bases T-G : T45@& &9&276T. lls sont associés au niveau
d’expression de la protéine, a 'IMC (Indice de Magorporelle), a I'IR ou au diabéete de type II
dans les populations d’origine caucasienne et jaigen(Hara et al., 2002; Menzaghi et al., 2002;
Stumvoll et al., 2002). Il en va de méme pour lloaype associant les deux polymorphismes
T45G (dans I'exon 2) et G276T (dans l'intron 2)xtémnent associés aux parametres définissant
le syndrome métabolique (IMC, pression artériajlgceémie et insulinémie a jeun, résistance a
insuline et HDL-Cholestérol) dans une populatialienne (Menzaghi et al., 2002). Deux
autres SNPs dans la région du promoteur du genépld, le SNP —-11377 C/G et le SNP —
11391 A/G, révelent également une forte associati@t I'adiponectinémie et le diabéte de type
Il dans la population francaise (Vasseur et alQS20Enfin, deux études récentes ont montré
l'existence d’'une association entre le polymorplEasm45G ou G276T et les maladies
cardiovasculaires chez les sujets diabétiquesgifmicaucasienne (Bacci et al., 2004; Hara et
al., 2002). En plus de toutes ces observationsfaie que I'hypoadiponectinémie soit
généralement associée aux maladies du syndrom®aligtee (Maeda et al., 2002; Okamoto et
al., 2002; Shimabukuro et al., 2003) suggere quie geotéine exerce des effets anti-obésite,

anti-inflammatoires, anti-athérosclérotiques agti-diabétiques.

2. ApN et dyslipidémie

La dyslipidémie est caractérisée par des concé@rigatnormalement élevées de lipoprotéines
ou de lipides (Cholestérol et/ou TG) dans le sabgst un facteur de risque de maladie
athéromateuse. L’hypoadiponectinémie est associge gart a de faibles concentrations de
HDL-C et a une diminution de la taille des parteg=iLDL et d’autre part a une augmentation des
TG et des marqueurs de I'inflammation systémique €t al., 2006; Tsukinoki et al., 2005). La

corrélation entre ApN, TG et HDL-C reste fortemsignificative méme apres ajustement d’'un

11
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grand nombre de facteurs comme I'age, le sexeM& Bn antécédent’hypertension ou de
diabéte, la prise d’alcool, la cigarette et lag@uhypolipémiants (von Eynatten et al., 2006). De
plus, 'ApN exerce des effets bénéfiques sur leald@disme du cholestérol puisqu’elle accélére
le transport du cholestérol reverse en augments®dmblage des lipoprotéines dans le foie. En
effet, elle augmente les taux d’ARNmM d’ABCAATP-binding cassette transporjampliqués
dans linitiation de la formation des HDL-C et lgrfhése de la lipoprotéineA-1 dans le foie
(Matsuura et al.,, 2007). Des études récentes saigigeue I'ApN circulante induit des
modifications du catabolisme des lipoprotéines cisaht a une augmentation des HDL (Verges
et al., 2006) et undiminution des VLDL chez 'Homme (Lara-Castro et, &006). Il existe
également une association significative entre I'AgiNles enzymes du métabolisme lipidique
(von Eynatten et al., 2005; von Eynatten et alQ40Ces résultats amenent a I'hypothese selon
laguelle I'ApN influence directement les conceritnas de lipides circulants, spécialement les
TG et les HDL-C plasmatiques (von Eynatten et241Q5).

3. ApN, insulino-résistance et diabéte de type |l

Des études montrent que des concentrations basggs\eprédisent le risque de développement
du diabéte de type Il, méme en l'absence d’autnelicateurs d’'IR (Lindsay et al., 2002;
Spranger et al., 2003). En effet, les concentratmasmatiques d’ApN sont plus faibles chez les
sujets qui plus tard, développent un diabéte de typar rapport aux sujets sains. A l'inverse, de
fortes concentrations d'ApN sont associées a umueisconsidérablement réduit de
développement d’'un diabéte de type Il apres ajusténaux facteurs de I'IR (I'age, le sexe, le
rapport taille-hanches, I'IMC, le tabagisme, l'ad#& physique, la consommation d'alcool, et
I’'Hémoglobine glyquée (HbAlc) (Spranger et al., 200

[ll. REGULATION DE LA PRODUCTION D’'APN

1. Régulation hormonale
1.1. Insuline

L’administration d’insuline chez des sujets diatpééis de type Il entraine une légere diminution
des taux sériques de I'ApN (11-13 %), mais pas ate expression. L'effet de Il'insuline sur
I'ApN serait donc lié a une accélération de sa dégtion plutdt qu’a un changement de sa
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production (Lihn et al., 2003). Chez la sourisdiianistration aigue d’insuline diminue
légerement 'ApN circulante, aux dépends de la MW (Pajvani et al., 2003). Chez les
patients présentant un diabete de type 1, lesgatgues d’ApN sont élevés (Imagawa et al.,
2002; Perseghin et al.,, 2003). Dans ce cas, nisdiate d'insuline, ni I'hyperglycémie
n'expliquent I'élévation des taux plasmatiques d\Ap

In vitro, les effets de l'insuline sur I'expression et laguction de 'ApN dans les adipocytes
sont ambigus. Dans les 3T3-L1, les premiéres étoaedrent un effet stimulateur de 'insuline
sur les ARNm de I'ApN (Scherer et al., 1995) aipgé dans le tissu viscéral humain (Debard et
al., 2004). En revanche, ces résultats ont ét&exitg par I'équipe de Fasshauer qui a montré
une diminution dose-dépendante des taux d’ARNMA}EN dans les cellules 3T3-L1 incubées

en présence d’insuline (Fasshauer et al., 2002).

1.2. Glucocorticoides

Au cours de I'obésité laurnoverdes glucocorticoides est accéléré et I'exposiionAV a sa
propre production de cortisol pourrait contribueéduire I'expression des ARNm de I'’ApN des
sujets obeses, pouvant mener a une réduction aessiriques de I’ApN (Halleux et al., 2001).
En effet, des étudem vitro ont montré que les glucocorticoides réduisentpfegsion et la
sécrétion de I'ApN dans des cultures de cellule8-BT et dans des adipocytes humains
(Fasshauer et al., 2002; Halleux et al., 2001; Hiasviet al., 1997). L’association d’'une
hypercorticostéronémie et d’'une hypoadiponectinémiété observée chez des souris obeses
ob/ob. Dans ce modéle, lorsque le taux de coréicose redescend a des valeurs physiologiques
apres une adrénalectomie, on assiste a une noati@iisdes taux d’ARNm et de I'ApN
circulante (Makimura et al., 2002)De plus, I'élévation des taux de corticostérone
spécifiguement dans le TA de souris surexprimantlif-HSD-1 (1B-hydroxystéroide
déshydrogénase type 1) (enzyme qui réduit leiscoreé en cortisol), s‘accompagne d’'une
diminution des ARNm ApN (Masuzaki et al., 2001)vénsement, des souris surexprimant la
118-HSD-2 (1B-hydroxystéroide déshydrogénase type 2) (enzymeafalyse I'oxydation du
cortisol en cortisone) dans le tissu adipeuxjer{fant a une inactivation locale des
glucocorticoides), présentent une augmentatiorexgriession d’ApN (Kershaw et al., 2005).
Chez I'Homme, les taux circulants d’ApN diminuert Biinutes apres I'administration intra-
veineuse d’hydrocortisone (Fallo et al., 2004).
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L’ensemble de ces données suggére qu’'une surexpositix glucocorticoides exercerait un
effet inhibiteur sur I'expression des ARNm ApN aueau du TA conduisant & une baisse de ses

taux circulants.
1.3. Catécholamines et AMPc

Les catécholamines, appelées également hormonestrdss, sont des neurotransmetteurs
impliqués dans les mécanismes adrénergiques deolsise chez 'homme. Elles jouent un rdle
important dans I’'homéostasie énergétique, notammerdontrecarrant I'action anti-lipolytique
de I'insuline et des récepteurs adrénergiqugtafontan et al., 1979). Au contraire, I'activati
des récepteurg-adrénergiques par les catécholamines conduit augementation de 'AMPc et

a une augmentation de l'activité lipolytiqgue. Dégd&s ont mis en évidence un effet inhibiteur
d’agonistegi-adrénergiques, dépendant de 'AMPc, sur I'expoessgt la sécrétion de 'ApN, a
la fois dans des cultures d’explants de TA de soeiridans des cellules 3T3-L1 (Delporte et
al., 2002; Fasshauer et al., 2001). Cet effet itdub a été confirmén vivo chez la souris @n
vitro chez I'Homme (Delporte et al., 2002; Kappes andfleof 2000). Ainsi, la capacité des
catécholamines a inhiber la production d’ApN portredtérer la signalisation de I'insuline et,
de ce fait, contribuer potentiellement a la patinege de linsulinorésistance comme proposé

par Fasshauer et al., 2001.
2. Régulation par les cytokines
2.1. TNFa

Une relation inverse existe entre les concentratisériques d'ApN et le TNé-(Lau et al.,
2005) suggérant que la production d'ApN est altpegd'inflammation du TA. En effet, dans les
adipocytes, le TNé& essentiellement produit par macrophages infiltnés d’'une obésité (Fain et
al., 2004; Fain et al., 2006), régule négativemamnpression des facteurs de transcription
impliqués dans la transcription du gene de I'Ap&l,que PPAR (Zhang et al., 1996), C/EBP
(Kita et al., 2005; Ron et al., 1992) SREBPs (Qaad Shao, 2006; Sewter et al., 2002). Ces
effets répresseurs du TNFsur le géne de I'ApN pourraient étre médiés pakK INJun N-
terminal kinase). Cette derniére a la capacité lesphoryler PPAR et de réduire son affinité
aux sites de liaison a ’'ADN (Kim et al., 2005; Liet al., 2008)f{gure 5). L'activation de JNK
induite par TNle est PCK Protein C Kinasellépendante (Lim et al., 2008). Le TiNExercerait

egalement un effet inhibiteur sur I'expression’d@N en diminuant I'activité transcriptionnelle
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du facteur de transcription Spl (Barth et al., 30@ plus le TNE induit I'expression de
IGFBP-3 (nsulin-like growth factor binding protein) 2in inhibiteur de croissance, qui réprime

la transcription du gene de I’ApN et induit une(FRappala and Rechler, 2009).

2.2.1Ls

Dans le cas une d'IR avérée dans le cadre de it@b@®rnandez-Real et al., 2001; Straub et al.,
2000), la baisse de tolérance au glucose (Mullat.e2002) et d’'un diabéte de type Il (Kado et
al., 1999; Pickup et al., 1997), les taux plasmetsqde I'lL-6, cytokine aux propriétés pro- et
anti-inflammatoire (Ohshima et al., 1998; Tilg dt, d994), sont augmentés. Dans ces
conditions, I'lL-6 modulerait les taux d’ApN et seffets insulino-sensibilisateurs de maniére
négative.ln vitro, IL-6 diminue a la fois I'expression des ARNm d&pN et sa sécrétion dans
les adipocytes en culture 3T3-L1 (Fasshauer e2@D3). Chez I'Homme, cet effet inhibiteur sur
les ARNm de I'ApN a également été démontré (Brutirale 2003). De plus, les souris
déficientes en IL-6 présentent des taux plasmadigelevés d’ApN, par rapport aux souris
témoins, lorsqu’elles sont soumises a un réginteeren graisses (Di Gregorio et al., 2004).
D’autres ILs semblent capables d’exercer des efgalateurs sur la production d’ApN. L’IL-
18 est négativement corrélée aux taux sériquesAgél ldans I'obésité et le diabéte de type Il
(Esposito et al., 2002; Thompson et al., 2007)L418 aurait également un effet inhibiteur sur
'expression de I'ApN dans les adipocytes 3T3-L1lpeurrait jouer un réle majeur dans la
suppression de I'expression génique de I'’ApN daiskité (Chandrasekar et al., 2008; Kim et
al., 2006). Inversement, I'lL-15, une cytokinepamée abondamment dans le muscle
squelettique, stimule la sécrétion d’ApN par lespadytes 3T3-L1 différenciés et inhibe
I'accumulation lipidiqgue dans ces cellules. Cesultéss soutiennent I'hypothése selon laguelle
I'IL-15 participe a la modulation de la compositioarporelle ainsi que la sensibilité a I'insuline,
notamment en stimulant 'anabolisme protéique atenisant 'expansion du TA (Quinn et al.,
2005). Par contre, I'lL-A réduit les taux d’ARNmM ApN dans des explants desbiis-cutané et
viscéral humains (Lihn et al., 2004).

3. Régulation par la leptine
L’ApN et la leptine sont inversement corréléesivo (Matsubara et al., 2002) mais pasvitro

(Zhang et al., 2002). Un des mécanismes sous-mamhit une régulation réciproque de la

leptine et de I'ApN par le TNk En effet, TNFe stimule la production de la leptine et inhibe
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celle de I'ApN (Bruun et al., 2003; Fasshauer et2002; Ruan et al., 2002). De plus la leptine
stimule la production de TNHLoffreda et al., 1998) et cet effet est atténaelApN (Zhao et
al., 2005). Cependant, des études suggerent queacesirs nerveux issus de I'hypothalamus
sont également mis en jeu dans cette relation seventre leptine et ApN (Huypens and
Quatrtier, 2006).

Chez la souris obése (ob/ob), un traitement pkptine augmente les taux d’ARNm, le contenu

intra-adipocytaire et la sécrétion de I'ApN habiteiment réduits. Ces mémes parameétres sont
également augmentés aprés incubation dans lescgthsBT3-F442A en présence de la leptine
(Delporte et al., 2004).

L’ensemble de ces études montrent bien un effetubatelir de la leptine sur la production de

’ApN, cependant les résultats sont contreverségetgssitent des expériences complémentaires.

4. Régulation nutritionnelle

Tout d’abord, il a été démontré que la prise alitaiea en tant que telle a peu d’influence sur les
fluctuations circadiennes de I'ApN circulante, uapas entrainant seulement une légére
augmentation transitoire de sa concentration plagoe (Calvani et al., 2004). A linverse,
'apport calorique du régime exerce des effets ingyas sur I'adiponectinémie compte tenu de
son impact sur la modulation de la masse grassesi,Aés régimes hypocaloriques a long terme
conduisent a une perte de la masse grasse etaugmentation des taux sériques de I'’ApN alors
gue des régimes hypocaloriques a court terme @ociine incidence sur ces taux (Gavrila et al.,
2003; Xydakis et al., 2004). Il existe peu d'inf@tions concernant les effets de la nature des
nutriments sur la production d’ApN. Toutefois, iléd montré qu’un régime hyperlipidique
comprenant une majorit¢ d’EPA adide eicosapentaénoiqueet de DHA &cide
docosahexaénoiqiiestimule I'expression de I'ApN et augmente sasxtairculants chez les
rongeurs (Flachs et al., 2006). Il a égalementad@orté qu’'une consommation journaliere en
acides gras polyinsaturés n-3 conduit a I'inductien’ApN plasmatique chez des patients en
surpoids (Krebs et al., 2006). L'EPA et le DHA sdet agents hypolipémiants, avec des effets
prophylactiques sur les maladies cardiovasculatgsrotégeant de I'IR ainsi que de I'obésité
chez les rongeurs (Ruzickova et al., 2004). Cetsffemblent toutefois ne pas étre simplement
consécutifs a la réduction de la masse grasse tinchdas 'EPA et le DHA mais a des
modifications rapides de composition des phospludg membranaires (Lefils et al., 2010).

Dans cette étude, les effets bénéfiques du DHA Isuproduction d’ApN sont d’ailleurs
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maintenus au dela de la période de traitement aldérse que les animaux reprennent du poids
(Lefils et al.). Par alilleurs, il a été démontréegkes mécanismes impliqués dépendent de
I'activation de PPARg (Neschen et al., 2006).

5. Régulation par les thiazolidinediones

La pioglitazone et la rosiglitazone appartiennelat tamille des thiazolidinediones ou glitazones
(GT2), et sont utilisées comme agents antidiabétguraux, ce sont de puissants agonistes des
PPARy. lls potentialisent les effets de Iinsuline auveau périphérique (foie, muscle
squelettique et TA) sans en stimuler sa sécréetiteirfer and Lien, 1987) réduisant ainsi
I'hyperglycémie et améliorant le profil lipidiquénez les patients diabétiques de typdigure

6). En effet, 'apparition d’'une IR ou d’'un syndrommtabolique, qui précede I'établissement du
diabete de types IlI, est généralement associée ea dyslipidémie caractérisée par des
concentrations plasmatiques élevées de TG et daésybes de LDL (Low Density Lipoprotein)
petites et denses, et par des taux abaissés enCHPBligh Density Lipoprotein) (Haffner, 2002).
Néanmoins, c’est au niveau du TA que les GTZ jodent rdle principal en stimulant la
différenciation adipocytaire (de Souza et al., 20&h effet, les adipocytes produits en réponse
aux TZD sont plus petits, et donc plus sensibldadion de I'insuline (McLaughlin et al.,
2009). In vivo, plusieurs études menées chez I'hemmnce, obése ou diabétique de type Il, ont
montré qu’un traitement prolongé par les GTZ augméas taux plasmatiques de I'ApN (Maeda
et al., 2001; Yang et al., 2002; Yu et al., 2002)utefois, les mécanismes d’action semblent étre
différents entre la Pioglitazone (PioGTZ) et la Rbgzone (RosiGTZ). La pioglitazone
augmente les taux plasmatiques d'’ApN chez I'Homams siucun effet sur I'expression du gene
de 'ApN dans le TA (Rasouli et al.,, 2006) ce quiggéere une action sur sa sécrétion. A
inverse, la rosiglitazone renforce l'activité dpromoteur de I'ApN et augmente ainsi
I'expression du gene de I'ApN d’'une maniére dosgetélante dans les adipocytes 3T3-L1 en
culture (Maeda et al., 2001). En conclusion, I'dorétion de I'IR et du diabéte de type Il par les
GTZ apparait associée a l'augmentation de la ptomucd’ApN méme si actuellement, on

considére qu'il existe également des effets ApNepahdants (Kubota et al., 2006).
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Figure 6: Les GTZ améliorent I'IR et le diabéte de type lind@niére dépendante et indépendante
de 'ApN. Deux voies différentes sont impliquéesigidlamélioration de I'IR induite par les GTZ.
L’augmentation des niveaux d'ApN en réponse aux Gif#éliore I'IR, ce qui augmente
l'activation AMPK, et diminue la néoglucogenése ddénfoie. D'autre part, indépendamment de
I'ApN, les GTZ diminuent la taille des adipocytkes taux sériques en AGL, I'expression de &NF
et la résistine, contribuant ainsi & amélioratienrékistance a l'insuline dans le muscle squealettiq
(Kadowaki 2005).

IV. MECANISME DE REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE DE LA
PRODUCTION

1. Structure du gene de 'ApN

Chez 'Homme, le gene de I'ApN est situé sur lesdomg du chromosome 3 (région 3g27). A
cet endroit a été localisée une susceptibilitéyadr®ome métabolique et au diabéte de type

Il (Vionnet et al., 2000). Certaines caractériséig phénotypiques du syndrome meétabolique
(obésité, IR, hypertension artérielle, maladieslioaasculaires...) sont d'ailleurs associées a un
QTL (Quantitative trait loc) situé sur le chromosome 3, dans la région cadamne de I'ApN.
D’apres Comuzzie, ce QTL aurait des effets sur deacentrations plasmatiques d’ApN,
suggérant une forte contribution génétique aux tarculants de I'ApN (Comuzzie et al., 2001).
Chez la souris, ce gene se trouve sur le chromod@n{®as et al., 2001). Chez 'homme et la
souris, le géne de I'ApN comporte 2 introns et 8rexdont seulement deux sont traduits en
protéine (Schaffler et al., 1999). Ce gene est ldad 6 kb et son ADNc est de 4,5 kb (Kappes
and Loffler, 2000). L’activité transcriptionnell@sale du gene de I’ApN est située chez I'homme

dans une région allant de -676-41 du promoteula(&ital., 2005) et dans un fragment d’environ
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1 kb situé en amont du site d'initiation de la $&iption du gene de I'ApN chez la souris (Das et
al., 2001; Schaffler et al., 1998). A I'heure atieieil existe encore peu d'informations sur le
promoteur de I'’ApN, région conservée chez 'lHomm&aesouris. Ce promoteur ne semble pas
contenir de sites conventionnels de liaison poutaoes facteurs, tels que TATA-box ou
encore CRE qAMP response eleméniCependantla présence de sites de liaison a plusieurs
facteurs de transcription et éléments régulateuns déja été décrits comme C/EBP-
(CCAAT / enhancer binding proteir), C/EBPf, PPARy (Peroxisome Proliferator-Activated
Receptorsy), SREBP $terol Regulatory Element Binding ProtgirbP1 et SP3 et E-box
(protéines a motif hélice-boucle-hélicég(re 4). Ces facteurs de transcription ont montré leur
capacité de modulation de 'ApN au niveau trangimimel, en plus de jouer un réle important

dans la différenciation adipocytaire.

Mouse adiponectin gene
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| CCAAT box (C/EBPa response element) Z PPRE ( PPARy response element)
A E-box (CNNTG consensus sequence ) LRH-RE: LRH-1 response element
’ SRE (sterol-regulatory element)

Figure 4 : Structure basique du promoteur du géne de I'’ApRNhdenme et la souris (Liu, 2010)

2. Régulation par différents facteurs de transcripion

La régulation de la transcription du géne de I'Apar C/EBPea (CCAAT / enhancer binding
protein) et PPARy est réalisée a différents sites du géne Ajidife 5). La protéine C/EBP-

a, qui joue un réle important dans la transformatites préadipocytes en adipocytes, régule
positivement la transcription du gene Aphd une interaction avec untronic enhancersitué
dans le premier intron (Qiao et al., 2005). L'exgsion adipeuse du gene ApN est induite et
maintenue par la liaison directe de I'hétérodim&@BARy/RXRa au site PPRE RPAR
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response eleméntau sein du promoteur de I'ApN (lwaki et al., 2D0B®’autres récepteurs
nucléaires, comme LRH-1, se lient également au IBEH-(iver receptor homolog-1
response elemént et fonctionnent comme facteur compétent,gnantant ainsi la
transactivation de PPARRXR (figure 5) (Iwaki et al., 2003). Le promoteur de I'ApN est
également capable de lier les facteurs de tragoripSP1 et SP3, qui semblent
respectivement stimuler et inhiber son activité. TF-a exercerait un effet inhibiteur sur

'expression d’ApN en diminuant l'activité transationnelle de SP1 (Barth et al., 2002).

PPARy a été identifié comme un régulateur favorable elasEmble du processus de la
biosynthese de I'ApN. Néanmoins des études récentggerent que l'effet principal de PPAR
serait de favoriser le processus d'assemblage séaétion de I'ApN, plutét que celui de sa
transcription. Dans ce sens, la pioglitazone, uonese de PPAR augmente les taux
plasmatiques d'ApN chez les sujets humains, sanmaeffet sur I'expression du géne de I'ApN
dans le TA (Rasouli et al., 2006). De plus, letéraient d’adipocytes par des agonistes PPAR
augmente la synthése et la sécrétion de HMW-ApNs sdfecter I'expression des ARNm ni la
synthése de I'’ApN native (Banga et al., 2009; Qianhgl., 2007). Un des mécanismes probables
par lequel les thiazolidinediones augmenteraiennigeaux d'ApN ainsi que sa sécrétion serait
de stimuler I'expression des protéines impliquéassdassemblage et la sécrétion d'ApN telle
gu’'Erol-La. En effet, I'activation de PPARaméliore le niveau d'expression d’Erod-flans les

adipocytes matures chez la souris (Cheng et d&7;2Qiang et al., 2007).

Quant au SREBP-1c, il régule positivement I'acéivigromotrice de I’ApNvia I'interaction
directe de I'nétérodimere SREBP-1c/E47 aux seqeenorsensus E-box du promoteur lors de
la différenciation dans les adipocytes mdrs. Avérse, I'activité transcriptionnelle de I'’ApN est
réprimée dans les adipocytes indifférenciés. Damscas, les protéines Id3nijibitor of
différenciation 3 agissent comme des dominantes négatives en addlgsdisponibilité de E47
aux sequences E-box du promoteur par simple ligiBanan et al., 2008; Moldes et al., 1999;
Seo et al., 2004figure 5).

La biosynthese et la sécrétion de I'ApN sont égal@mrégulées par SIRT1 (sirtuih,

désacetylases d’histone NAD-dépendgntesnzyme impliguée dans la régulation du
meétabolisme glucidique et lipidique par désacéptate divers substrats cellulaires, dans les
adipocytes. Une surexpression modérée de SIRT1lalssmiris augmenterait les niveaux d'ApN
(Banks et al., 2008). La restriction calorique tégaositivement les taux d'expression de SIRT1
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(Liang et al., 2009) et d'ApN (Zhu et al., 2004)n#, SIRT1 induirait potentiellement, par un
mécanisme sous-jacent, une régulation positive'AleNl Ce mécanisme passerait par une
désacétylation du facteur de transcription Fox@ikhead box Ol (acteur clé des réponses
transcriptionnelles a l'insuline qui joue un rékentral dans I'adaptation métabolique au cours du
jedine), ce qui le piége dans le noyau et favoriskeapression du gene de I'ApN (Frescas et al.,
2005; Qiao and Shao, 200@gQre 5).

{In vitro)

-

D O grmm
L& v el
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Figure 5: Régulation en amont de la transcription de I'Apar plifférentes voies de

signalisation d’apres Liu, 2010.

V. EFFICACITE BIOLOGIQUE DES DIFFERENTES ISOFORMES D’APN

Des données épidémiologiques et génétiques sudgpreres effets métaboliques et bénéfiques
de I'ApN chez 'Homme pourraient étre principalerhemédiés par le complexe HMW (Lara-
Castro et al.,, 2006; Liu et al., 2007). Plusieubseasvations soutiennent I'hypothese selon
laguelle les multimeres HMW sont les plus bioaatif€onstitueraient un meilleur marqueur que
I’ApN totale dans la prédiction de la résistancérsuline, le syndrome métabolique (Hara et
al., 2006) et le diabéte de type Il (Nakashima ket 2006; Retnakaran et al., 2007).
L’augmentation du ratio HMW/ApN totale, mais pa8pN totale elle-méme, est en effet bien
corrélée avec I'amélioration de la sensibilitéiasuline au cours du traitement par des insulino-
sensibilisateurs, les thiazolidinediones, chez desris diabétiques et chez des patients
diabétiques de type Il (Pajvani et al.,, 2004). rawart, la baisse des taux sériques d’ApN
totale observée chez les patients présentant ubétdiade type Il ou des maladies
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cardiovasculaires, comparés a des sujets sainpresgjue entierement imputable a la réduction
sélective de I'oligomere HMW, sans changements fesi@s de concentration des complexes
trimériques et hexamériques (Basu et al., 2007;algabhi et al., 2004). A I'inverse, la perte de
poids, soit par restriction calorique ou par poatggstrique, entraine une élévation sélective de
I’ApN-HMW mais pas des deux autres isoformes (Babbeal., 2005; Swarbrick et al., 2006).
RécemmentLara-Castroet al. ont examiné, de maniere approfondie, les relatiemse les
concentrations circulantes d’ApN totale, ses ddfds oligomeres, la répartition relative (ratio)
de ces derniers et les paramétres associés awpyndnétabolique. Ces auteurs ont montré que
I’ApN est associée a une sensibilité accrue adling, a une réduction de la graisse abdominale,
a la hausse de I'activité oxydative basale deddipi et a de fortes concentrations de LDL moins
athérogenes et des HDL plus cardioprotectricemntsgalement déemontré que c’est la quantité
de complexes d’ApN-HMW, et non celle de I’ApN taalqui est principalement responsable de
ces relations (Lara-Castro et al., 2006). De plusportance biologique de I'ApN-HMW est
egalement mise en évidence dans des cas de mataj@retiques rares dans le domaine
collagéne de I'ApN. Ces mutations sont caractésigge des niveaux extrémement bas de la
forme HMW, due a une capacité réduite d'oligoméitsa et sont étroitement associées au
diabéte de type Il (Hara et al., 2002; Tasaneh ,e2@00; Waki et al., 2003).

Les difféerentes formes de I'’ApN possédent donc efésts métaboliques distincts. Cependant,
une fois sécrétés, ces oligomeres ne sont pasliategeables, ce qui suggere que leur répartition
dans la circulation est principalement contréléai@eau de la sécrétion des adipocytes (Pajvani
et al.,, 2003). Plusieurs études ont démontré limgmze de protéines chaperonnes du ER
(réticulum endoplasmique site de modification detgine et de production de macromolécules),
ERp44 ER protein of 44 kDaet Erol ER membrane-associated oxidoreducldse dans
'assemblage de HMW-ApN et sa sécrétifigyre 7) (Cheng et al., 2007; Qiang et al., 2007).
D’une part, la protéine ERp44 piégerait I'ApN dd#R par une interaction covalente avec le
groupement thiol du résidu C¥sde I'ApN (Alberini et al., 1990; Anelli et al., P@) et
m’attiendrait I'ApN dans un environnement oxydardvdrable aux modifications post-
traductionnelles, telle que la formation des paligsifures. D’autre part, la protéine Erod;ldu

fait de sa fonction oxydoréductrice, favoriseraitibération de I'’ApN en entrant en compétition
avec ERp44 (Dias-Gunasekara and Benham, 2005)aiPaurs, la sécrétion de I'ApN est
inhibée par la surexpression de ERp44 et augmeuateke traitement siRNA (ARN interférent
empéchant I'expression de géenes) de cette pratbaperonne. A l'inverse des effets inhibiteurs
d’ERp44, une surexpression d’Erof-laugmente de maniéere sélective la forme 'HMW-ApN
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(Cheng et al., 2007; Qiang et al., 2007). En rekancn traitement siRNA du géne Erod;L
inhibe la sécrétion de la forme 'THMW-ApN mais augmte la sécrétion de la forme trimérique
de I'’ApN (Cheng et al., 2007). Chez les souris ebé&sb / ob, la diminution de I'expression de
ERp44 et Erol-tt dans le TA est associée a la réduction du ratioNHtdtal ApN dans la
circulation. Inversement, les agonistes PRARes thiazolidinediones, qui induisent
sélectivement la sécrétion dHMW-ApN, stimulenkpeession de Erold.dans les adipocytes
3T3-L1 et le TA des souris obeses ob / ob (Cherad €2007; Qiang et al., 2007).
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Figure 7: Les voies cellulaires de la biosynthése des whgomeéres de I'ApN. L'activation de
PPARy induit I'expression d’Erol-k, qui se lie a son tour a ERp44 comme un partenaire
privilégié, conduisant a la libération de 'THMW-Apdiégé par le groupement thiol (Wang, 2008).

L’ApN semble également exercer ses effets surieegar I'intermédiaire dé&a forme HMW.En
effet, Shereet al. ont montré que I’ApN recombinante, issue de ceide mammiferes capables
de former la HMW-ApN peut diminuer I'’hyperglycéntbez des souris diabétiques en inhibant
la production de glucose (Berg et al., 2001). Avérse, 'ApN d’origine bactérienne incapable
de former la HMW-ApN est quasiment inactive. Cesnmag auteurs ont comparé les effets aigus
de chaque oligomere d’ApN, préalablement purifieged de filtration chez les souris déficientes
en ApN : une injection intraveineuse HMW-ApN coit a la baisse de la concentration du
glucose sanguin, de maniére dose dépendante,pagita forme hexameérique (Pajvani et al.,
2004). De plus, des études-vivosur des hépatocytes primaires de rat ont moniédassité de

la formation d’HMW-ApN pour engendrer les effetsiino-sensibilisateurs de '’ApN au niveau
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du foie (Wang et al., 2002). Une injection aiguécbronique d’ApN recombinante supplémentée
de la forme HMW-ApN entraine I'activation marqué&MPK (5' adenosine monophosphate-
activated protein kinagedans le foie. et une réduction prolongée de Emgfycémie et de la
résistance a l'insuline chez les souris diabétiqdieslb. Cependant, ces effets métaboliques
disparaissent lorsque les souris sont traitées dedApN recombinante en absence de HMW-
ApN (Wang et al., 2006). Ces résultats sur I'anirsaht compatibles avec les observations
clinigues montrant que le ratio HMW/ApN totale @éttoitement corrélé avec la sensibilité a

I'insuline dans le foie (Pajvani et al., 2004).

Dans le muscle, Lodish et le groupe de Kadowakimontré que 'ApN globulaire d’origine
bactérienne, formée exclusivement de la forme tiopé, augmente puissamment fa
oxydation des acides gras et améliore la sengikilitinsuline (Fruebis et al., 2001; Yamauchi et
al., 2001). D’autre part, I'ApN issue ESscherichia Coli qui contient un pourcentage plus élevé
de la forme hexamérique et une petite portion déotene trimérique, est beaucoup moins
efficace que I'ApN globulaire dans le tissu muspelaLodish et al. ont démontré que les
différentes formes d’ApN activent différentes votssignalisation dans les cellules musculaires
C2C12 (Fruebis et al., 2001; Tsao et al., 2002pTetaal., 2003; Yamauchi et al., 2001). Les
formes HMW-ApN et hexamerique activent NF-kB maés ppa forme trimérique. Au contraire,
seule la forme trimérique induit la phosphorylatide la sous-unit¢ AMPK sur Thi"
(Yamauchi et al., 2003a). Ces résultats montrent dpe la forme trimérique de I'ApN joue le
réle le plus puissant dans la médiation des efiérséfiques de 'ApN au niveau du muscle
squelettique. Toutefois, il est important de sadigque ces études fonctionnelles sur le muscle
squelettique ont utilisé le domaine globulaire d\Ad’origine bactérienne comme source de la
forme trimérique de I'ApN. Or, cette derniere, nebis pas de modifications post-
traductionnelles, a l'inverse de I'ApN endogéne. d@efait, ces résultats présentent un intérét
pharmacologique mais leur importance physiologicpste incertaine. D’un autre c6té, Hada
al. ont recemment purifié les 3 formes d’ApN a padlér sérum humain et comparé I'efficacité
biologique de cette ApN endogéne sur des cellulascolaires C2C12 (Hada et al., 2007).
Contrairement aux résultats susmentionnés, c’dstitae HMW qui a la plus haute affinité pour
les fractions membranaires des cellules C2C12e#et activateur de 'AMPK le plus puissant
dans cette lignée cellulaire. Ces données obteaves une ApN qui se rapproche le plus de
celle trouvée dans les conditions physiologiquadgésent la possibilité que 'HMW-ApN soit
comme dans le foie, la forme la plus bioactive damauscle squelettique et justifient des études

plus approfondies.
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VI. MECANISMES D’ACTION DE L'APN

1. Les Récepteurs de I'ApN
1.1. Propriétés et voies de signalisation

Deux récepteurs a I'ApN ont été cloné@sjiponectin receptor XAdipoR1) etAdiponectin
receptor2 (AdipoR2). Ce sont des récepteurs a 7 domairm@srirembranaires qui présentent
une topologie opposée a celle des récepteurs coapbé protéines G avec une extrémité N-
terminale intracellulaire et une extrémité C-terabnextracellulairefigure 8). lls ne sont pas
couplés aux protéines G et n‘ont pas les secondsagers de ces derniers (AMPc, GMPC¢, Ca
(Yamauchi et al., 2003a). AdipoR1 a une expresslnquitaire, avec une prédominance dans le
muscle squelettique. Quant a AdipoR2, il est paetftellement exprimé dans le foie (Yamauchi
et al.,, 2003a). Ces deux récepteurs sont égaleaxgmmeés dans d’autres tissus et organes,
comme les cellule$ du pancréas (Kharroubi et al., 2003), les monaegtiacrophages, les
plaques d’athérosclérose (Chinetti et al., 20@¥erveau ainsi que le TA, ou leur expression est
augmentée pendant la différenciation adipocytaifasghauer et al., 2004; Yamauchi et al.,
2003b). L’affinité de 'ApN pour ses récepteurs €@ de sa forme. Ainsi, AdipoR1 possede
une forte affinité pour 'ApN globulaire mais unfimité plus faible pour la forme totale, tandis
que laffinité d’AdipoR2 est intermédiaire pour lekux formes d’ApN (Yamauchi et al.,
2003a).
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Figure 8 : Structurc des récepteur de I'ApN. AdipoR1 el AdipoRz contienner 7
domaines transmembranaires mais sont structomefie et topologiquement différents des
récepteurs couplés aux protéines G (Kadowaki 2005).
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Les voies de signalisatioactivées par AdipoR1 et fB& intervenir PPAR, AMPK et
p38MAPK (38 mitogen-activated protein kinaséfigure 9). L’activation de PPAR semble
impliquée uniguement dans le métabolisme des agites en revanche, I'activation d’AMPK
ou de p38MAPK pourrait étre impliquée dans l'oxydatdes acides gras ainsi que dans le

captage du glucose (Yamauchi et al., 2003a).
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Figure 9: Transductior du signal pai les récefteurs de I"’ApN. gApN existe sous forme d'un
trimére tandis que I'ApN « entiére » existe au mosous 3 formes de multiméres (LMW,
MMW, HMW). AdipoR2 présente une faible affinité pogApN (représenté par une ligne en
pointillé). La surexpression d’AdipoR1/R2 a peu fide sur 'AMPc, le GMPc et le Ca
intracellulaire, AdipoR1/R2 ne semblent donc pasupbés aux protéines G. Par contre, ils
activent différentes voies comme le PRARAMPK et la p38 MAPK avec pour conséquence une
augmentation de l'oxydation des acides gras, duagepdu glucose et une diminution de la
gluconéogenese. La T-cadhérine est aussi capablBedd’ApN mais n'a pas d’effet sur la
signalisation cellulaire de cette derniére. L'iattion de APPL1 (adaptor protein containing
pleckstrin  homology domain, phosphotyrosine-bigd domain, and leucine zipper motif 1)
avec AdipoR1 apparait jouer un rble important darnsignalisation de I'’ApN (Kadowaki 2005).

Hug et al ont identifié la T-cadhérine, une glycoprotéingliquée dans I'adhésion cellulaire,
comme un récepteur potentiel pour 'ApN. Elle egirenée dans les cellules endothéliales et les
cellules musculaires lisses, ou elle est co-loéalmvec I'ApN. Seuls les complexes de haut poids
moléculaire d’ApN sont capables de se lier a laadb@&rine, ce qui implique que les
modifications post-traductionnelles de I'ApN sorgsentielles a sa liaison. Il est donc
envisageable que la T-cadhérine qui est une pmtditracellulaire sans domaine intracellulaire,
puisse agir comme une adiponectin binding protkitbpgue comme corécepteur. Quoi qu’il en
soit, la T-cadhérine n’est pas exprimée dans ke (idug et al., 2004)
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Plus récemment, une protéine adaptatrice au donhateeminal intracellulaire du récepteur de
'ApN, APPL (adaptor protein containing pleckstrin homology dom phosphotyrosine-
binding domain, and leucine zipper maqti) été identifiee (Mao et al., 2006). Elle existeis
deux isoformes, APPL1 et APPL2. Les deux isoforsemblent étre compétitives et jouent un
réle clé dans I'activation ou I'inhibition de I'AMR (Cheng et al., 2007; Mao et al., 2006). Le
réle principal est attribué a APPL1 car il a éténtn® que I'ApN, en se liant au domaine C-
terminal extracellulaire de AdipoR1, favorise [&afion de APPL 1 sur I'extrémité N terminale
et activant ainsi les voies de signalisation fasamt I'oxydation des lipides et le captage du
glucose de linsuline. APPL1 apparait donc commantéun meédiateur important dans la
sensibilité a I'insulinevzia ’ApN dans le muscle squelettique. La liaison d’ARRaux récepteurs
d’ApN est essentiellement consécutive a la phospémion de 'AMPK au Tht’2 APPL1
interagit avec environ 14 protéines. Il a égalemenimpact comme médiateur des autres voies
de signalisation (action directe avec les réceptemmembranaires ou des protéines de
signalisation) et joue donc un réle crucial danpriaifération cellulaire, dans diverses voies de
signalisation de l'apoptose (Liu et al., 2002),slavie cellulaire (Schenck et al., 2008), la
localisation des protéines endosomales (Varsaab,e2006), et le remodelage de la chromatine
(Miaczynska et al., 2004). Quant a APPL 2, il priodies effets inverses une fois lié a APPL1
(Cheng et al., 2007; Mao et al., 2006).

1.2. Régulation de I'expression

Plusieurs études cliniques ont permis d’établir desrélations inverses entre le niveau
d’expression d’AdipoR1 dans les muscles squeladipt le diabéte de type Il ou les parametres
associés (Civitarese et al., 2004; Debard et 804R Chez les souris db/db (déficiente en
récepteurs de la leptine), les taux d’expressigxdigfoR1/R2 sont diminués de moitié dans le
foile par rapport aux souris sauvages. Cette rémhucpourrait étre impliquée dans le
développement de la résistance a I'insuline etidhale observés chez les souris obéses. Ainsi,
au cours de I'obésité, on assiste a la fois a unendtion de I'ApN circulante et a une
diminution de I'expression des récepteurs conduiaame réduction de la sensibilité a 'ApN.
Au contraire, la surexpression d’AdipoR1 ou d’Adig®bdans le foie des souris db/db améliore
considérablement l'état pathologique et ceci viaixdevoies de signalisation différentes

(Yamauchi et al., 2007). La surexpression d’AdipaBduit la production hépatique de glucose

27



Introduction

et augmente I'oxydation des acides gras via I'atbm de 'AMPK, tandis que la surexpression
d’AdipoR2 active I'oxydation des acides gras etligh'inflammation et le stress oxydatif via
PPARx (Yamauchi et al.,, 2007). En conclusion, les rémeqs a I'ApN hépatiques jouent un
réle déterminant dans la régulation du métaboligineido-lipidique et sont indispensables a
I'existence des effets biologiques de 'ApN.

AdipoR1/R2 sont exprimés dans le TA viscéral etssoutané de maniere significativement plus
faible que dans le muscle. En revanche, ils somergement corrélés a la concentration
circulante de I'ApN dans le muscle alors que sedipAR2 dans le tissu sous-cutané est
positivement associé aux taux d’ApN circulante {fluet al., 2006; Bluher et al., 2007). Dans
le TA, I'expression d’AdipoR1 et d’AdipoR2 est rattupar I'obésité et régulée négativement
par le TNFa (Kadowaki and Yamauchi, 2005; Lord et al., 2005)'inverse, dans le muscle et
le foie, les deux récepteurs seraient augmentégz dhe souris hypoinsulinémiques-
hyperglycémiques ou soumises a un jedne (Tsuchiala, 2004).

L’expression d’AdipoR1 ne semble étre affectéequanun facteur hormonal, et seule I’hormone
de croissance stimule I'expression d’AdipoR2 (Fassh et al.,, 2004). Le je(ne régule
également de maniére positive le géne de I'Adip@R2ugmente son expression uniquement
dans le TA épididymaire (Bluher et al., 2005).dh¥blerait que I'expression des deux récepteurs
suive un rythme circadien avec une baisse de fnth&se dans le TA blanc et brun durant la
nuit (Bluher et al., 2005).

Les récepteurs nucléaires impliqués dans le mésabeldes lipides jouent également un rble
dans la régulation des récepteurs de I'ApN. Aires agonistes de PPARet PPAR
augmenteraient I'expression d’AdipoR2 alors que dgenistes de LXRL{ver X Receptqr

induisent a la fois AdipoR1 et AdipoR2 dans les rapbhages humains (Chinetti et al., 2004).

VII. MECANISMES CONDUISANT A L'AMELIORATION DE
L'INSULINO-RESISTANCE PAR L’APN

L’apparition d’'une IR au niveau périphérique esivat liée a une lipotoxicité et conduit a plus
long terme a l'installation d’'un diabéte de type A l'origine de cette IR, une accumulation des
graisses corporelles provoquant une inflammationTdu(Ukkola and Bouchard, 2001). Ce

phénoméne inflammatoire englobe autour de I'obé&stérale et de I'IR, le diabéte de type Il,

les dyslipidémies et I'hypertension artérielle, gashologies favorisant I'apparition de maladies
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cardio-vasculaires (Ferrannini, 1993; Reaven, 19833pN possede des effets insulino-
sensibilisateurs en réduisant I'hyperglycémie présséors d’une IR ou d’un diabete de type II.
En effet, plusieurs études sur des modeles de womgmt établi une fonction stimulatrice de
I’ApN, particulierement en ce qui concerne la ctiptadu glucose par les tissus périphériques
(muscle, tissu adipeux) mais également sur laatéih de la gluconéogenése via I'activation
de 'AMPK (Berg et al., 2001; Combs et al., 2004uébis et al., 2001; Satoh et al., 2005; Xu et
al., 2003a; Yamauchi et al., 2003b; Yamauchi et 2001). Des souris, surexprimant par
transgénése la forme globulaire ou « entiére »AjENl, sont protégées de I'IR (Combs et al.,
2004; Yamauchi et al., 2003b). Des effets simikawat été observéscontrariochez des souris
déficientes en ApN. Suite a l'administration d'uggime riche en graisses, ces souris
développent une IR sévére accompagnée de condemsraériques eleves en ThEt en AGLs
par rapport aux souris témoins (Kubota et al., 2002eda et al., 2002). Ces trois parametres
sont corrigés par la simple administration d’ApNa@da et al., 2002). Chez 'Homme, les taux
plasmatiques de I'ApN sont négativement et indépemdent corrélés a la production de

glucose endogene (Stefan et al., 2003), ce quircomies données observées chez les animaux.

1. Effets sur I'adiposité

Des études chroniques résultant essentiellementasi@ulations génétiques sur la variation du
poids corporel et de la masse grasse ont été ééaliCes expériences ont donné lieu a des
résultats contradictoires. Un modéle de souris KiDrde gene de I'ApN ne développe pas
d’'obésité, méme soumis a un régime riche en grddseda et al., 2002). En revanche, une
augmentation de la masse grasse, essentiellemamt/@au inter-scapulaire et orbitaire, a été
constatée chez des souris surexprimant une for&gg\dmutée dans le domaine collagéne, sous
contréle d’'un promoteur ubiquitaire (CMV) ou d’'umomoteur adipocytaire (aP2). Toutefois,
cette croissance ne s'accompagne ni d’'une augnmantde la prise alimentaire, ni d’un
changement de la dépense énergétique sur une derézh (Combs et al., 2004). Cette
hypertrophie sélective pourrait étre la conséqueatiap effet autocrine de I'’ApN ou due a un
changement hormonal secondaire a la surexpressoAdN. Par ailleurs, chez des souris
ob/ob, déficientes en leptine et surexprimant ldi@aglobulaire de I'ApN sous contrdle du
promoteur SAPgerum amyloid Ppromoteur hépatique) aucune variation du poidparel n'a

été observée malgré une augmentation importanta geise alimentaire (Yamauchi et al.,

2003b). L’ApN, dans la régulation du poids corppsg#mble donc plus active sur la dépense
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énergétique que sur la prise alimentaire. Plusiétmsles suggérant un effet anti-obésité de
'ApN a court et moyen terme soutiennent égalentaite hypothese. Ainsi il a été montré
gu’une administration périphérique ou intracérébraxiculaire (ICV) en aigu d’ApN entraine
une perte de poids corporel de maniere dose-dépndace, aux dépens de la masse grasse (Qi
et al., 2004). Cette perte semble s’expliquer paitune hausse des dépenses énergétiques (Qi et
al., 2004)via 'augmentation de la température corporelle, fEpression des ARNm UCP1 et

2 dans les tissus adipeux brun et blanc et de WHaR8 le muscle squelettique, ainsi que par une
consommation accrue d'O2 (Masaki et al., 2003; Qile 2004; Yamauchi et al., 2001)
consécutive a une augmentation de l'oxydation dadels induite (Fruebis et al., 2001). I
semblerait que l'augmentation des dépenses éngugétiinduite par 'ApN soit en partie
d’'origine centrale. En effet, juste aprés l'admir@son intra-péritonéale d’ApN, une
augmentation de l'activité du systéme nerveux syhigae autonome innervant le TA brun a été
observée (Masaki et al., 2003). De plus, I'admiaigin ICV d’ApN provoque une élévation de
I'expression hypothalamique des ARNm CRtdrticotropin-releasing hormongqui est, entre
autres, capable de relayer une activation du systeenveux sympathique (Qi et al., 2004) en
augmentant le métabolisme cellulaire et la prodactde chaleurvia la production de
glucocorticoides. L'effet central de 'ApN sembl#edprovoqué principalement par les formes
hexameériques et trimériques. En effet, que ce oz 'Homme ou le rongeur, seuls les
complexes hexameriques et trimériques d'ApN soésgmts dans le liquide céphalo-rachidien
(Ebinuma et al., 2007; Kubota et al., 2007; Kuskiiret al., 2007). L'HMW-ApN étant de
largement plus grande taille (> 500 KDa), elle aege pas la barriere hémato-encéphalique.

2. Effets sur le métabolisme glucidique

Des études suggerent que les effets insulino-sésaiburs de I’ApN passent principalement par
une augmentation de la capture de glucose paisksstpériphériques et par une diminution de
la gluconéogeneseia I'activation de 'AMPK. Ainsi dans le foie, '’ApNpotentialise ['effet
inhibiteur de [linsuline sur la production de glgeopar une diminution de lI'expression
d’enzymes clés de la gluconéogenese (phosphoénuhtgr carboxykinase, PEPCK, et
glucose-6- phosphatase, G6Pase) (Berg et al.,, Z2D&hps et al., 2001), ce qui entraine une
réduction de la glycémidigure 11). L'ApN modifie aussi la cascade de signail@at de
linsuline in vivo(en potentialisant la phosphorylation, sur dessdiés tyrosines, du récepteur

a l'insuline, de IRS-1 et de la PKB (Maeda et 2002)). En revanche, elle ne semble avoir
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aucun effet sur la teneur et la synthése du glyoegsur la captation du glucose ou sur la
glycolyse dans le foie (Berg et al., 2001). Dansnlescle squelettique, 'ApN exercerait ses
effets antidiabétigues en modulant les voies duabmdisme glucidique, plus particulierement
'oxydation du glucose, la synthése du glycogéndaeproduction du lactatefigure 10).
Plusieurs études montrent un effet stimulateurdeN globulaire sur le transport du glucose
aussi bien dans le muscle squelettique isolé que t&s myocytes en culture (Maeda et al.,
2002; Tomas et al., 2002; Yamauchi et al., 200ZXpearisant la translocation du transporteur de
glucose Glut4 vers la membrane cellulaire (Ceddiale 2005). L’ApN réduit également la
production du glycogene (Ceddia et al., 2005). eCettduction pourrait étre induite par
l'activation de 'AMPK par I'ApN, qui a son tour misphoryle directement et inactive la
glycogéne synthase (Kahn et al., 2005). De plug,été démontré que les myocytes traitées a
I’ApN orientent le métabolisme du glucose versiadoction de lactate (Ceddia et al., 2005).
Dans le TA, 'ApN exercerait des effets autocringr $es adipocytes. Un traitement des
adipocytes de rat avec I'ApN globulaire augmengddorption du glucose via l'activation de
TAMPK (Wu et al., 2003). Dans les adipocytes 3TB:lla surexpression de I'’ApN favorise la
différenciation adipocytaire, accroit la teneurlipides et améliore la sensibilité a I'insuline (Fu
et al., 2005). L'ApN favorise le stockage des gesspréférentiellement dans le TA et augmente

ainsi la sensibilité a l'insuline (Kim et al., 2@)7

3. Effets sur le métabolisme lipidique
3.1. Muscle

Plusieurs études suggérent que les effets insabngsibilisateurs de 'ApN peuvent également
étre conseécutifs a une augmentation dg-txydation des acides gras dans le muscle (Bruce et
al., 2005; Fruebis et al., 2001; Tomas et al., 200@mauchi et al., 2002)igure 10). La
stimulation de I'oxydation des acides gras entraine réduction du contenu en TG des tissus
avec pour conséquence, une amélioration de lademisignalisation de linsuline. Les effets
de I’ApN sont associés a la phosphorylation de Rdét de TAMPK (Yamauchi et al., 2003a).
Les récepteurs nucléaires PRARoNt nécessaires pour la transcription de nombggnes
impliqués dans l'oxydation des acides gras (Sclamsnjet al., 1996), ceci suggére que
l'activation de PPAR par I'ApN peut améliorer l'utilisation des acidgas dans le muscle. Cette
stimulation de lap-oxydation musculaire serait également la consémpieaiu changement
d’expression de genes cibles du PRABomme CD36 et FATP-{fatty acid transporter-1)
transporteur d’acides gras, et l'acyl CoA oxydas€(®), enzyme clé de |&-oxydation
(Tugwood et al.,, 1992). D’autre part, 'ApN stimula phosphorylation de 'AMPK dans
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plusieurs de ses tissus cibles (muscle squelettifpie, cceur, endothélium, adipocytes et
cerveau (Cheng et al.,, 2007; Kubota et al., 20(hbea et al.,, 2004; Tsao et al., 2003;
Yamauchi et al., 2002)). Cette stimulation par IM\pst abolie par I'expression dominante de la
forme non active de 'AMPK, ce qui conforte sonerdbbligatoire dans la médiation des
multiples actions de I'ApN. L’AMPK, une fois actigé phosphoryle I'acétyl CoA carboxylase
(ACC) entrainant son inactivation avec, pour consége, une réduction des concentrations
intracellulaires en malonyl-CoA. La répressiofosterique du malonyl-CoA sur la carnitine
palmitoyltransférase (CPT-1) est ainsi levee, fesamt le transfert des acides gras a longues
chaines dans les mitochondries, siege de leur tinyd@lomas et al., 2002; Yamauchi et al.,
2002). De plus, l'activation de 'AMPK régule néygaiment le facteur de transcription
SREBP1c impliqué dans la régulation de la biosysetdes lipides et du cholestérol. Une baisse
de SREBP1c s’'accompagne d’une régulation négatigeggnes impliqués dans la lipogenése
tels que 'ACC, la FASféatty acid Synthageet la GPAT (glycérol-3 phosphate acyltransférase)
(Tomita et al., 2005; Woods et al., 2000; Yamawttal., 2002).
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’ ' adip enx
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L 2
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CLUTS lr I Expression FAT /(') 36
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Figure 1C: Les effets de . AnpN sur le métabolisme glucidiqudigidique dan le muscle. L'ApN
diminue I'expression d’enzymes clés de la glucoréege (PEPCK et G6Pase) ce qui entraine une
augmentation de la captation du glucoga I'augmentation de la translocation de Glut4. Par
phosphorylation, I'AMPK inhibe également |I'ACC, mdidant ainsi les concentrations
intracellulaires en malonyl-CoA. Ce dernier, le\nehibition sur CPT-1 de maminére allostérique ce

qui favorise I'oxydation des AG.
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3.2.Foie

Les effets insulino-sensibilisateurs de I'ApN s’earaient également sur le foie et plusieurs
études mettent en évidence l'activation de voieshdables a celles décrites dans le muscle qui
pourraient conduire a une stimulation detaxydation. Ainsi, il a été montré que, outre son
action sur la néoglucogenesga l'activation de 'AMPK, lI'administration d’ApN,in vivo,
atténue l'activité de deux enzymes limitantes iopnpdies dans la synthese des acides gras: la
FAS et L'ACC (Xu et al., 2003a). L'ApN atténue liagté de la FAS en régulant négativement
'expression de son gene, alors que celle de I'AEXC atténué pavia I'activation d’AMPK
(Yamauchi et al., 2002). Il est donc suggéré gumnibition de la voie de synthése des acides
gras s’accompagne d’'une augmentation d@-txydation par l'activation de l'activité CPT-
1(Winder and Hardie, 1999). D’autre part, I'ApN pait également stimuler I'oxydation des
acides gragia I'activation de PPAR en régulant positivement plusieurs génes impliglags le
meétabolisme lipidique. Le rble des récepteurs ApN dans I'activation des différentes voies
susceptibles de conduire a une activation de layBadion a été défini dans une étude utilisant
des souris obéses chez qui AdipoR1 ou AdipoR2 awEXprimé dans le foie (Yamauchi et al.,
2007). Ainsi, il apparait que AdipoR1, en activenvoie de 'AMPK, réduit la néoglucogenese
et augmente l'oxydation des AG via l'inhibition H&CC tandis qu’AdipoR2 active la voie de
PPARux qui peut également conduire a une stimulationakdation {igure 11). Méme si cette
étude renseigne précisément sur les voies de sgtiah et les voies métaboliques activées par
chacun des récepteurs, elle ne correspond paseexat a des conditions physiologiques et la
guestion concernant les effets de I'ApN sur la Bdakion hépatique reste a préciser. Une étude
fait d’ailleurs état de résultats contradictoir@smneontrant une augmentation deplaxydation
dans le muscle soléaire et le foie chez des sdéfisientes en ApN (-/-) (Ma et al., 2002). La
plupart des travaux suggérant une stimulation dp-dxydation par I'ApN dans le foie ont
consisté a mesurer I'activité d’enzymes limitanitepliquées dans le métabolisme lipidique (Xu
et al.,, 2003; Yamauchi et al., 2002) et ont étdigésin vivo ce qui peut, par conséquent,
impliquer l'action de facteurs indépendants. Aifisiction propre de '’ApN sur le métabolisme
lipidique reste encore mal connue et nécessite @ingestigations afin de préciser si cette

derniere agit de maniere directe ou indirecte swatabolisme des graisses hépatiques.
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Figure 11: Les effets de I'ApN sur le métabolisme glucidiqudigdique dans le foie. L'ApN active

deux voies de signalisations distinctes selon fe tge récepteur lié. AdipoR1 active la voie de

'AMPK, réduit la néoglucogenése et augmente I'atigh des AG (via l'inhibition de I'ACC et

activation de la CPT-I). Tandis qu’AdipoR2 actiweVoie de PPAR, stimulant ainsi 'oxydation des

AG et inhibe l'inflammation et le stress oxydatieés deux voies de signalisation aboutissenhé& u

diminution de la stéatose hépatique et a une aumtiem de la sensibilité & l'insuline in vivo (diap

Yamauchi et al. 2007).

En conclusion, les effets insulino-sensibilisatedes!’ApN, semblent principalement s’exercer

via des voies de signalisation impliquant TAMPK &te le résultat d’'une régulation fine et

conjointe des métabolismes glucidiques et lipidggdans le muscle, le foie et le TA. Le rble

respectif du foie et du muscle dont les mécanismas,conduisent a I'amélioration de I'IR

associée a 'augmentation des taux d’ApN, ne sastgmirement définis. Mais il semble falloir

dissocier le réle des AdipoRs du foie et celui datéur concentration en ApN qui semblerait

avoir un effet puissant sur le muscle. Au finas, ¢®nditions qui menent a une expression élevéee

de récepteurs dans le foie, associées a une coati@mtélevée en ApN, semblent les plus

favorables a une amélioration de I'lR.

34



PROBLEMATIQUE




Problématique

Il ressort de cette analyse bibliographique quepiNA qui est produite spécifiquement et
abondamment par le tissu adipeux (Kadowaki et241Q6), joue un role primordial dans
I'étiologie de I'obésité, du diabete de type 2 et dnaladies coronariennes. En effet, chez les
patients obéses et diabétiques, une perte de gaicksompagne d’une augmentation des taux
circulants d’ApN et d’une amélioration des param&tiochimiques (Arita et al., 1999; Hotta
et al., 2000). Ainsi, I'adiponectinémie est coreek une augmentation des HDL (Verges et
al., 2006) et une diminution des VLDL chez 'Homrfleara-Castro et al., 2006) et a une
diminution de linsulino-résistance (Yamauchi et, &001). De ce fait, 'ApN et ses
récepteurs constituent de nouvelles cibles thétapes pour les traitements du syndrome
meétabolique et du diabéete. Pourtant les mécanishaesion conduisant a 'amélioration du

meétabolisme lipidique et glucidique restent encoed connus.

C’est pourquoi, au cours de cette étude, nousertdns differentes stratégies nutritionnelles
et pharmacologiques permettant de modifier le nuditethe adipocytaire et la masse adipeuse
afin d’en établir les conséquences sur la prodoaid\pN et ses effets sur le métabolisme

des lipides du foie.

Dans une premiere approcimevivo, des souris sont soumises a différents traitenedinisde
diminuer (acide linoléique conjugué (CLA), stremitirine (STZ)) ou augmenter (régime
enrichi en sucres et en graisses, glitazones (GlaZ)y)asse adipeuse. Apres avoir déterminé
les conséquences de ces traitements sur l'adipp@ste, nous nous intéresserons aux
relations existantes entre les taux d’ApN et leabélisme hépatique des lipides. Les analyses
concernent les paramétres morphologiques, biochiesiggt moléculaires en relation avec le
métabolisme des lipides et de I'ApN : déterminati@s paramétres biochimiques sanguins et
hépatiques, mesure d’activité et d’expression detépres relatives a I'hydrolyse et a
incorporation des lipides plasmatiques, a I'oxgda des acides gras, a la lipogenese, a
I'estérification des acides gras. La compréhensies mécanismes de régulation impliqués
passe également par la mesure de I'expression miel dg I'ApN et de ses récepteurs. Ces
différents modeles apportent également des infoomaiguant a la relation existantes entre la

variation de la masse grasse viscérale et la ptmtud ApN.

La seconde partie du travaih vitro, a consisté a développer un modéle d’explant®igech

culture adapté a I'étude des effets directs dewdiffts composés sur les voies du métabolisme
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des lipides. Cette approche est ensuite utiliséer goudier I'impact et les mécanismes
d’action de I'ApN sur le foie isolé du reste de rganisme. Nous cherchons tout
particulierement a déterminer les effets exercésI’ppN sur I'oxydation des acides gras.
L'objectif étant de déterminer si I'amélioration sdgaramétres lipidiques plasmatiques
associés a l'augmentation de I'adiponectinémie pénat la conséquence d’une activation du
catabolisme des AG dans le foie. En effet, 'acclatmn de lipides dans les cellules
musculaires et hépatiques semble étre un factei@rndi@ant dans I'établissement de la
résistance a l'insuline associée a I'obésité ediabéete (Zhang et al. 2009). Par conséquent,
les facteurs stimulant I'activitB-oxydative pourraient s’avérer bénéfiques en réeduides
lipides et leurs métabolites cytoplasmiques. Cqtiestion est particulierement pertinente
puisque la voie de dégradation des AG est direatefige a celle de la lipogenese conduisant
a la formation de TG puis a la sécrétion de liptdines ; ce qui peut, a terme, modifier
’homéostasie lipidique de I'organisme entier.
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Approchein vivo

EVALUATION DES EFFETS DE LA MODULATION DE LA MASSE GRASSE SUR
LES CONCENTRATIONS CIRCULANTES DE L’APN ET SES EFFETS SUR LE
METABOLISME LIPIDIQUE DU FOIE

La découverte d’'une corrélation négative entré¢deg plasmatiques de I'ApN et I'obésité, le
diabéte de type 2 et les maladies coronariennag(étral., 1999; Hotta et al., 2000) a suscité
un intérét particulier pour I'ApN. Le point commuentre ces trois pathologies est
linflammation du tissu adipeux. Ce phénomene mfiaatoire est lié de facon causale a
'obésité et a ses pathologies associées, tellesl'ti, le diabéete de type 2 et certaines
pathologies cardio-vasculaires. En effet, I'obésit¢ associée a une réponse inflammatoire
chronique, caractérisée par une production anorntie marqueurs plasmatiques de
linflammation tels que le TN et I'lL6 (Bastard et al., 2002; Hotamisligil et,a1993) qui
sont a l'origine de l'inhibition de la productioriAgpN (Bruun et al., 2003; Maeda et al.,
2002). A linverse, une simple réduction pondéred¢ associée a une normalisation de ces
marqueurs inflammatoires (Cottam et al., 2004; Rgad Nicklas, 2004; van Dielen et al.,
2004) ainsi qu'a une augmentation des taux d’Apldng et al., 2001). Ceci suggeére que la
variation de la masse grasse joue un réle impodans la production des différents types
d’adipokines : Pro ou anti-inflammatoire. C’est pmuoi, dans le cadre de ce travail, nous
nous sommes particulierement intéressés a laorlatitre la variation de la masse grasse et
les taux plasmatiques d’ApN. Pour cela, nous awbiossi une approchi@ vivo qui consiste a
traiter des souris C57BL/6 par des agents ou régapables de moduler la masse adipeuse,
connus pour provoquer soit une diminution de la seasdipeuse (CLA, STZ) soit une
prolifération adipocytaire (GTZ, régime hypergllique et hyperlipidique (HSHF))ableau

1). Nous avons déterminé l'impact des ces différemmtstements sur les parametres
plasmatiques et en particulier les taux d’ApN et senséquences sur le métabolisme des
lipides dans le foie.

Tableau 1: Tableau récapitulatif des traitements et régitilesés et de leurs effets sur la masse grasse

Traitement 12 jours Régime 25 semaines

Lot P P

souris C57 BL/6 Témoin CLA STZ GTz Témoin HSHF
. STZ . Régime Régimes hyperglucidique et
0,
Modalités / CLA 1% 45 mg/kg/si PioGTZ 10 mg/kg standard hyperlipidique
fonte du Suppressior]  Stimulation de la
Effet / TA insuline et prolifération / Augmentation masse grasse
fonte du TA adipocytaire




Approchein vivo: HSHF

1. Régime hyperglucidique et hyperlipidique (HSHF)

Le traitement HSHF a été choisi dans le but d’inelune obésité dans des conditions proches
de celles observées chez 'Homme. Pour cela, urddoR0 souris C57BL/6 agées de 11
semaines a été soumis a un régime de type « dafété42 g/Kg de sucres et 22.5 g/Kg en

lipides) pendant 25 semaindg(re 12).
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Figure 12 : Evolution du poids corporel au cours de la périddeduction de I'obésité avec le régime HSHF

1.1. Caractérisation du modele

L’'analyse des paramétres morphologigues et plagoegtifableau 2 confirme le caractéere
obése des souris HSHF. En effet, les masses destidsus adipeux (TA) épididymaire et
inguinal sont significativement différentes parpag au TA du lot témoin. La glycémie des
souris HSHF n’est pas différente de celle mesuhéz tes témoins malgré une augmentation
du taux d’insuline ce qui suggere que les sourislHBrésentent une insulino-résistance. Les
taux sériques d’AGL et de cholestérol total somgraentés par le régime HSHF par rapport au
régime témoin ; tandis que la concentration en $(58% plus basse. Dans le foie, le régime
HSHF induit une stéatose hépatique avec une augt@nide 5 fois la teneur en TG tandis
gue celle du cholestérol reste inchangée. Enfig,réserves de glycogene sont moindres chez

les souris HSHF comparées aux témoins suggérargtimelation de la glycogénolyse.
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Tableau Z: Effets du régime HSHF sur la composition corpereles parametres

plasmatiques et hépatiques sur des souris C57BL/6

Témoin HSFH
Poids des souris 26,02 +1,73 35,94 +1,09
Masse des organes
Foie (g) 1,38 £ 0,03 1,49 + 0,06*
TAViscéral (g/100g mc) 2,25+0,36 5,60 £ 0,34*
TA ss-cutané (g/100g mc) 1,04 £ 0,13 2,86 £0,21*
Paramétres plasmatiques
Glucose (mg/mL) 2,79+0,16 2,72+0,21
insuline (ng/mL) 0,4+0,03 0,59 £0,07*
Adiponectine (ng/mL) 63,05 + 3,24 42,31 +7,21*
Acides gras libres (mmol/L) 0,30 £ 0,04 0,54 63,0
Triglycérides (mg/mL) 0,74 £ 0,06 0,36 £0,03*
Cholestérol total (mg/mL) 1,09 £ 0,04 2,05+0,07*
Paramétres hépatiques
Glycogéne (mg/q) 66,7 £8,1 49,2 + 4,2*
Triglycérides (mg/qg) 24,4 +45 118,7 £+ 17,6*
Cholestérol (mg/g) 16,07 £ 0,94 17,98 + 1,63

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (ttmo%) HSHF n=10). Les animaux

sont utilisés a aprées un jedine de 4 h. *différesigeificative a p<0,05.

L’'analyse de I'expression des génes impliqués dansétabolisme lipidiquefigure 13)
indigue de maniere surprenante que les niveaux NARJes enzymes de la lipogénése
acétyl-CoA carboxylase (ACC) let 2, et fatty acyhthase (FASpnt été inhibés chez les
souris HSHF par rapport aux souris témoins et cedgre le développement d’'une stéatose.
Au contraire, L'expression de la stéaroyl-CoA désste-1 (SCD-1) qui convertit les AG
saturés en monoinsaturés est stimulée chez les $¢8HF. Ces données suggerent que dans
nos conditions expérimentales, la stéatose hématgit principalement due a I'apparition
d’'une IR au niveau du TA c'est-a-dire a une dimowutle I'effet de I'insuline sur la lipolyse
adipocytaire plutdét qu'a une stimulation de la Gpoese. Ainsi, le flux d’AGL vers le foie
étant augmenté les hépatocytes limitent la syntiésevod’AG mais par contre activent les

voies conduisant a leur désaturation et incorpomadans les TG.
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D’autre part, les résultats ne relévent aucune fivation des taux de transcrit de la carnitine
palmitoyltransferase | (CPT-I), enzyme limitantela@-oxydation mitochondriale. Par contre
I'expression de la lipase hépatique (HL) et de SIRdavenger receptate classe B de type

1) est réduite par le régime suggerant un role pearprotéines dans Il'altération des profils

lipoprotéiques observée au cours de I'obésité.
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Figure 13: Effets du régime HSHF sur I'expression des ARNm genes HL , SR-B1, ACC1,
ACC2, FAS et CPT-1 impliqués dans le métabolismiglifjue du foie chez des souris C57BL/6.
Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=5). drdmaux sont utilisés aprés un jeline de 4 h.
*différence significative a p<0,05.

1.2. Parametres relatifs a I'ApN

Dans la littérature, de nombreux rapports font éaine corrélation négative entre les
concentrations sériques d‘ApN, la masse du TA ete'variation de la production d’ApN en
fonction de la distribution du TA (Cnop et al., 3)T-isher et al., 2002). Dans notre étude,
I'élévation de la masse des dépots graisseux aktrégnt associée a des taux sériques d’ApN
réduits figure 14). Afin d’essayer de déterminer I'implication respee du TAV et du
TASC, nous avons étudié ces deux tissus séparéimenpremier lieu, on constate que les
souris témoins présentent des concentrations en dgohparables dans le TASC et le TAV

lorsque les valeurs sont exprimées en ug/mg detipest. Toutefois, le tissu adipeux sous-
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cutané est constitué d’adipocytes de plus petille & par conséquent plus riches en protéine
gue le TAV (9,24 £ 1,93 vs 5,29 + 0.93). De ce, flmitsque les valeurs sont rapportées au g de
tissu, on obtient une concentration en ApN plusédepour le TASC que pour le TAV (3,48 £
0,03 vs 2.09 £ 0,06) ce qui est en accord aveddemées de la littérature montrant que le
TASC a une capacité sécrétoire 30% supérieure elle du TAV (Lihn et al.,, 2004).
Curieusement, l'induction de l'obésité chez lesrsotSHF, ne semblent pas réduire les
contenus intracellulaires en ApN qui sont mémearargés dans le TASC. Ce dernier résultat
nous a amené a nous poser des questions quargedtitence des données concernant les
concentrations intracellulaires et a orienter nggothéses vers d’autres facteurs tels que la

synthese et la sécrétion de 'ApN.
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Figure 14 : Effets du régime HSHF sur la masse grasse dan®\l{é &f TASC (A), et sur la
concentration de I’ApN dans le plasma et dansdgsoaytes du TA viscéral et sous-cutané (B).
Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=5)ab@saux sont utilisés aprés un jeline de 4 h. édifice
significative a p<0,05.
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1.3. Régulation génique dans les tissus adipeux

Il est rapporté dans la littérature que le BN#xerce un effet inhibiteur sur 'expression de
'ApN dans le TA (Barth et al., 2002). De plus, tdé inflammatoire semble également
s’accompagner d’'une diminution des capacités deéséo de I'ApN (Bruun et al., 2005).
Ainsi, les différences entre les dépots graisseuteeme de production d’ApN pourraient étre
directement liees au degré d’inflammation du ti€summe proposé par certains auteurs
(Phillips et al., 2008). Dans notre étude, la spression du gene de TMNIans les deux types
de TA des souris HSHF, reflete bien un état inflatoite chronique ce qui est
caractéristique de I'obésité. Il est intéressanhaker que I'induction de TNE-est beaucoup
plus importante dans le TAV que dans les graisses sutanées (respectivement x24 et x
4.8). Parallelement on observe que I'expressiogahe de I'ApN est fortement réprimée dans
le TAV qui présente la plus forte induction de TdNRalors qu’elle ne l'est pas
significativement dans le TASGidure 15) ce qui suggere que la synthése et la sécrétion de

I’ApN doivent étre fortement réduites dans le TAV.
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Figure 15 : Effets du régime HSHF sur I'expression des ARNms denes de 'ApN et du TNF
mesurées dans le TA viscéral et sous-cutané deis &avBL/6.

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=5).dmmaux sont utilisés apres un jeline de 4 h. édbffice
significative a p<0,05.

A partir de ces données et celles de la littératnoeis pouvons émettre I'hypothése selon
laquelle I'état inflammatoire induit par I'obésit®nduit a une diminution de la production
d’ApN par le TAV largement responsable de la réuctde I'ApN circulante. Il est

vraisemblable que les capacités sécrétoires du TABCprésente un degré d’'inflammation
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moindre, soient moins altérées. D’ailleurs, lesspenes présentant un développement
important du TAV sont plus susceptibles de dévedoppn syndrome métabolique et un
diabéte de type Il que celles présentant une ptiopoélevéede TASC (Krotkiewski et al.,
1983).
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2. Traitement a I'acide linoléique conjugué (CLA)

Le terme CLA (conjugated linoleic acid désigne un groupe d’isoméres positionnels et
géométriques de I'acide linoléique produits natareént par isomérisation bactérienne dans
le rumen des ruminantgcis 9, trans 11 C18 :)2 ou encore par hydrogénation catalytique au
cours de traitements technologiques ou culinaitesng-10, cis-12C18 :2). Les effets
biologiques attribués aux CLA sont nombreux, sotivaeal compris, voire contradictoires.
Les CLA sont décrits comme des modulateurs dedange immunitaire, comme possédant
des propriétés anticancéreuses, anti-athérogenebabatiques, ou encore comme étant a
'origine d’'une résistance a l'insuline (Wahle dt, 2004). L'effet réducteur de la masse
grasse par lerans-10, cis-12C18 :2 décrit dans plusieurs modéles animaux resteefois
I'effet biologique le plus spectaculaire méme s &udes menées chez 'Homme sont peu
démonstratrices (Wang and Jones, 2004). La sostrigagticulierement sensible aux effets du
t10c12CLA puisque cet isomére induit une fonte massiuetissu adipeux et une stéatose
hépatique (Degrace et al., 2003). Dans ces conditile lipoatrophie, les fonctions sécrétrices
du tissu adipeux sont perturbées et les taux ddkities circulants telles que I'adiponectine

sont fortement diminués (Poirier et al., 2006).
2.1. Caractérisation du modele

Dans cette étude, en ajoutant 1%t@lec12CLA au régime standard aprés 12 jours, nous
avons bien provoqué une fonte de la masse grass&€egti accompagnée de modifications
métaboliques. Le fait que le stockage des acidas dans le tissu adipeux soit perturbé
contribue a augmenter le dépodt ectopique de lipihass le foie. Ainsi, on observe une
guantité de TG 2,5 fois plus élevée dans le fogesteirig10c12CLA par rapport aux témoins
(tableau 3). Des études précédemment menées au laboratagrg€e et al., 2006) ont mis
en évidence une stimulation de I'expression deegé&omme celui de FAT/CD36 et du
VLDLR par let10c12CLA suggérant une augmentation des capacitésqutage des lipides
par le foie. Ainsi la faible triglycéridémie relevéchez les souri$10c12CLA pourrait
s’expliquer par une activation de la clairance lggdes plasmatiques par le foie. Le régime a
également tendance a diminuer les capacités R-txgdatableau 3). Par conséquent, il
semble que dans ces conditions, une arrivée madsivgides vers le foie couplée a un

catabolisme réduit des acides gras soit respondaliimstallation d’'une stéatose.
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Les parametres glucidiques semblent étre quant @ew modifiés par le traitement. En effet,
les souristlOc12CLA présentent une glycémie et des réserves geoggne hépatique
normales avec des taux d’insuline légerement digsnu

Dans ce modéle, la réduction de la masse grasseosipagne d'une forte diminution de la
concentration plasmatique en ApNalfleau 3), il est donc envisageable qu’'une telle
diminution ait des conséquences directes sur laloésme hépatique. Ainsi, compte tenu
des effets activateurs démontrés de I'adiponectimel’'oxydation des acides gras dans le
muscle, il n'est pas exclu que des taux réduitdigaectine soient, a l'inverse, associés a la
faible activité R-oxydative observée dans le foie.

Tableau? : Effets du traitementlOc12CLA sur la composition corporelle, les

parametres plasmatiques et hépatiques sur des ShBL/6.

Témoin t10c12CLA
Poids des souris 29,4+0,6 26,6 £ 0,6*

Masse des organes
Foie (g/100g mc) 535+0,04 6,55+0,24
TA viscéral (g/100g mc) 1,43+0,13 0,42 +£0,08*

Paramétres plasmatiques

Insuline (ug/L) 0,35+0,02 0,25 +0,03*
Glucose (mg/mL) 2,2+0,1 26+04
Adiponectine (ug/mL) 51+109 6,18+2,18*
Triglycérides (mg/mL) 0,96 £0,05 0,53 +0,06*
Cholestérol total (mg/mL) 15+0,2 2,6 +0,4*

Parameétres hépatiques

Glycogene (mg/qg) 43 4+42 429+6,8
Triglycérides (mg/qg) 169+15 44,84 +6,0*
Cholestérol total (mg/g) 4,0x0,7 3,84+0,7

B-oxidation de l'acide palmitique (nmol/g foie.h) ,23+1,90 6.26 + 0,40

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=4)ah@saux sont utilisés a apres un

jeGine de 4 h. *différence significative a p<0,05.
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L'expression de certains genes est également rdedgar le traitement puisque les deux
isoformes ACC, la FAS et PPARsont induits suggérant une activation de la lipege
(figure 16). La surexpression de la CPT-I traduit vraisemleladent ici un effet adaptatif
comme rencontré dans les cas de déficit R-oxyd@tdgrace et al., 2007). Les effets
hépatoprotecteurs de I'ApN vis a vis de la stéatmgeété mis en évidence récemment dans
une étude utilisant des souris KO (Zhou et al.,800@Chez ces souris, les effets d’'un régime
hyperlipidique sur le foie sont exacerbés et cégigar I'ApN. Pour aller plus loin dans notre
étude et renforcer nos hypotheses, il serait istanet & ce stade, de tester les effets d’'une
administration d’ApN a des soutitOc12CLA sur les paramétres hépatiques.
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Figure 16: Effets du traitementlOc12CLA sur I'expression des ARNm des génes AdipdR2ARy2,
CPT-1, ACC1, ACC2 et FAS impliqués dans le métaodi lipidique du foie mesurée chez des souris
C57/BI6.

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=5).dmaux sont utilisés aprés un jelne de 4 h.
*différence significative a p<0,05.

2.2. Parameétres relatifs a 'ApN

Nous avons vu, en accord avec la littérature, qurhte du TA périépididymaire observée
chez les souri$10c12CLA est associée a de faible taux d’ApN circuwdafiigure 17). La

lipoatrophie est la conséquence des effetsl@cl2CLA qui, d’'une part, diminue le captage
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des TG dans les adipocytes en inhibant I'activédadLPL (Lin et al., 2001; Xu et al., 2003;
Zabala et al., 2006; Zhai et al., 2010) et d’aydeet régule négativement la prolifération
adipocytaire en inhibant spécifiquement I'expressidu récepteur nucléaire PPAR
(Granlund et al.,, 2003). Dans notre étude, l'exgimms de PPARR dans le TA
périépididymaire des sourid0c12CLA est d’ailleurs fortement réprimée par rappauix
souris témoinsfigure 18). Quant a la réduction significative de I'’ApN aitante, elle semble
étre due a une inhibition de sa production puistpietraitementtlOc12CLA réprime
I'expression adipocytaire du gene de I'ApN et dio@rsa concentration intracellulaire. Il est a
noter que lee10c12CLA favorise linfiltration de macrophages damesTA et conduit a une
induction rapide de I'expression de deux adipoaytek pro-inflammatoires, TNFet I'IL-6,
sans affecter leurs taux dans le sérum (Poirieal.et2006). Ainsi, I'effet inhibiteur du
t10c12CLA sur la production d’ApN pourrait s’exercelavies cytokines comme cela a été
mis en évidence dans plusieurs études (Hernandezddial., ; Ohashi et al., 2004; Poirier et
al., 2006; Tsuboyama-Kasaoka et al., 2000). Dassatiipocytes 3T3-L1, |€10c12CLA
induit directement la sécrétion d'IL-6 (Poirieraét 2006).
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Figure 17: Effets du traitementtLlOc12CLA sur la masse du TA viscéral (A), et sur lacantration de I’ApN
dans le plasma et dans les adipocytes du TA vis@ya

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=5)ab@raux sont utilisés aprés un jeline de 4 h.ériffice
significative a p<0,05.
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Figure 18: Effets du traitementlOc12CLA sur I'expression des ARNm des génes de I'AgtNdu
PPARy2 mesurée dans le TA viscéral des souris C57BL/6.

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=5).dmmaux sont utilisés aprés un jelne de 4 h.
*différence significative a p<0,05.
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3. Traitement a la streptozotocine (STZ)

La streptozotocine (STZ) est un antibiotique amtidral de synthese utilisé en
chimiothérapie anti-cancéreuse. Ce médicamentyaexpour le pancréas est indiqué pour le
traitement des adénocarcinomes métastasiquesotiesld Langerhanke traitement STZ est
egalement largement utilisé pour induire un dialsgetype 1 dans les modeles animaux
(Nesovic et al., 1992; Schulz et al., 1990). Ertefflu fait de son action cytotoxique sur les
cellulesp du pancréas (Delaney et al., 1995; Heller et1894; Nukatsuka et al., 1990;
Szkudelski, 2001), I'injection de STZ conduit aslappression de la production de l'insuline.
L’insuline étant un puissant inhibiteur de la lips#, en cas de déficience on assiste a une
levée d’inhibition aboutissant & une réduction tigae du TA blanc. Le mécanisme
d’activation est dépendant des teneurs en AMPc nadipocytes (Chiappe de Cingolani,
1986) qui augmente I'activité de la lipase hormseasible (LHS) (Sztalryd and Kraemer,
1995). Dans le cadre notre étude, nous avons oti@isaiter des souris a la STZ dans le but
d’'induire une fonte du tissu adipeux dans des ¢mmdi d’'insulino-déficience. Pour cela des
souris C57BL/6 males agées de 11 semaines ontSegjections intrapéritonéales d’'une
solution de STZ préparée dans du citrate de sodiup 4,5 (45 mg/kg), a raison d’'une
injection par jour pendant 5 jours. Les souris aigpeant au lot témoin ont recu des injections
de citrate seul. Les souris soumises a une alatientstandard ont été sacrifiées 12 jours

apres lI'apparition du diabéte détecté par un sléwjlycémie.
3.1. Caractérisation du modele

Nous constatons tout d’abord que les souris STZgmtént des taux d’insuline indétectables
associés a une hyperglycémie, ce qui atteste fiedeité du traitement. L’effet recherché sur
la masse grasse est bien observé puisque ces soutigipoatrophiques. Les injections de
STZ entrainent également l'altération des parameligdiques. En effet, les animaux
présentent une hypercholestérolémie et une hygledéridémie {ableau 4 et I'analyse des
profils lipoprotéiques indique que ces variations sontggpaiement la conséquence d'une
augmentation de la fraction VLDL-Cholestértalfleau 5).

Dans ce modele de diabéte de type I, 'absenceudiite force le métabolisme hépatique a
utiliser les acides gras comme substrats énergetigtl des corps cétoniques sont produits
pour fournir de I'énergie aux tissus périphériqoesime les muscles ou le cerveau. Ce switch

meétabolique est illustré par plusieurs événememigums observés dans le foie. Tout d’abord,
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on constate que les stocks de glycogene sont épeisgue les réserves de TG diminuent en
méme temps que l'activité R-oxydative augmentestlraisonnable d’associer ces régulations
a I'activation de TAMPK observée dans le foie desiris STZ. En effet, la p-AMPK inhibe la
synthése des lipides et active la 3-oxydation (Sesgy, 2008).

Tableau 4. Effets du traitement STZ sur la composition coelle, les parameétres

plasmatiques et hépatiques sur des souris C57BL/6.

Témoin STZ
Poids des souris 29,4+0,6 18,86 = 0,48*
Masse des organes
Foie (g/100g mc) 535+0,04 6,29+0,52
TA viscéral (g/100g mc) 1,43+£0,13 0,14 +0,02*
Parameétres plasmatiques
Insuline (ng/L) 0,35+0,02 ND
Glucose (mg/mL) 2,2+0,1 4,84 +0,12*
Adiponectine (ug/mL) 51+10,9 71,07 £5,08
Triglycérides (mg/mL) 0,96 £ 0,05 4,4 +15*
Cholestérol total (mg/mL) 1,5+0,2 4,01 + 0,44*
Paramétres hépatiques
Glycogéene (mg/g) 43,4 £4,2 15,5 +4,9*
Triglycérides (mg/qg) 169+15 5,81 +1,99*
Cholestérol total (mg/qg) 4,0+0,7 4,35+0,43

B-oxidation de I'acide palmitique (nmol/g foie.h) ,23 + 1,90 14,18 + 5,45

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=4)abevaux sont utilisés a apres un jeline de 4 h.
*différence significative a p<0,05. N.D. : Non dét&

50



Approchein vivo: STZ

Tableau 5: Effets du traitement STZ sur le profil lipoprajée des souris C57BL/6.

Témoin STZ

Profil lipoprotéique

VLDL cholestérol (mmol/L) 0.020 £ 0.001 0.296 + 0.003*
LDL cholestérol (mmol/L) 0.36 £0.04 2.77+£0.22*
HDL cholestérol (mmol/L) 3.50£0.37 7.10 £ 0.56*

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=4)ab@saux sont utilisés a aprés un jeline

de 4 h. *différence significative a p<0,05.

L’absence d’insuline s’accompagne également d'efet I'expression de certains génes tout
aussi demonstratifdigure 19). Ainsi les ARNm de la CPT-I sont fortement augtésnen

accord avec l'activation de la R-oxydation et léaeag relatifs a la lipogenese (ACC1, ACC2,
FAS et SCD-1) sont quant a eux réprimés. En cegucerne le métabolisme du glucose, la
cellule sur-exprime la PEPCK, enzyme clé de la hésmgienése pendant que la voie de la

glycolyse est inhibée comme le suggeére la dimimudie I'expression de la glucokinase (GK).
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Figure 19: Effets du traitement STZ sur I'expression des ARd#EB genes CPT-I, ACC1, ACC2, FAS
et SCD-1 impliqgué dans le métabolisme lipidique PEREK et GK impliqués dans le métabolisme
glucidique et AdipoR2 mesurée dans le foie desis@57BL/6.

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=5).dmmaux sont utilisés aprés un jelne de 4 h.

*différence significative a p<0,05.
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Dans ce modéle, il apparait clairement que ledsetfa traitement STZ sur le foie sont dus
aux consequences directes de I'absence d’insulinkes hépatocytes et ne peuvent en aucun
cas étre associés a I'ApN plasmatique qui ne v@a® significativement. Toutefois, il est
intéressant de noter que les ARNm d’AdipoR2 sonitimiés dans le foie des souris STZ,
c’est a dire en absence d’insuline. Néanmoinsgselltat le plus remarquable qu’il convient
de discuter est le fait que le traitement provogpe lipoatrophie sans altérer la concentration

d’ApN plasmatique.

3.2. Parametres relatifs a 'ApN

Les mécanismes de régulation de la production d’fpNl'insuline sont encore mal compris.
Toutefois, 'administration d’insuline chez des sujets diatpgéis de type 2 entrainant une
Iégere diminution des taux sériques de I'ApN (11%pB sans affecter son expression, il est
suggéré que l'effet de l'insuline sur I'ApN soi€lia une accélération de sa dégradation
plutét qu’a un changement de sa production (Lihal €2003). Au contraire, chez des sujets
extrémement minces présentant une anorexie mefalporte et al., 2003; Pannacciulli et
al., 2003) ainsi que chez les patients présentamtiabéte de type 1 non traités, la réduction
de la masse grasse s’accompagne d’'une augmentatisidérable des taux sériques d’ApN.
Des lors que l'insulinémie est normalisée, les t@d#pN sont régulées (Imagawa et al., 2002;
Perseghin et al., 2003).

Dans notre modele, la fonte du tissu adipeux iedyar le traitement STZ provoque
egalement une élévation de l'adiponectinémie (pRO(flgure 20) qui s’accompagne d’'une
diminution de I'expression du gene de I'ApN et de®ncentration dans le tissu adipeux
(figure 21). De tels résultats ont été rapportés chez desnpatsouffrant d’insuffisance
rénale, pathologie associée a une hyperadiponedgnéu |'expression du gene de I'ApN
dans le TA est moindre comparativement aux sugtsssMarchlewska et al., 2004). Une
répression de l'expression du gene de I'ApN estlegant observée lorsque I'ApN est
présente en excés vivo apres modification génétique (Bauche et al., 2@Q6n vitro par
addition d’ApN recombinante dans les adipocytes -B432A (Bauche et al., 2006).
L’ensemble de ces données suggere que I'’ApN exeragtrocontrble négatif sur sa propre

expression et production.
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Quoi qu’il en soit, nos résultats mettent en évideque la fonte du tissu adipeux peut étre
associée a une production normale voire méme asurgroduction d’adiponectine. Dans
notre modele de souris déficiente en insulineg¢tiuction de la masse grasse peut s’expliquer
a la fois par I'activation de la lipolyse et panhibition de la prolifération des adipocytes. A
ce sujet, plusieurs études montrent le réle déteamiide l'insuline dans le contréle de la
prolifération du TA en modifiant le niveau d’expsemn du récepteur nucléraire PPARt
'accumulation des lipides dans ces nouvelles Edl{Faust et al., 1978; Shillabeer and Lau,
1994). (Ailhaud et al., 1992; MacDougald and L&at@95). PPAR, majoritairement exprimé
dans le TA blanc (Chawla et al.,, 1994), est expriuta@s les pré-adipocytes en voie de
différenciation terminale et est responsable dadliction de genes impliqués dans le
meétabolisme lipidique (Arner, 2003; Ferre, 2004nsh I'absence d’insuline provoquée soit
par un jedne prolongée soit par un traitement S&@rime I'expression de PPAR dans le
TA périépididymaire (Vidal-Puig et al., 1996). Enocard avec ces données, I'expression de
PPARy2 est regulée négativement dans le TA périépididyntdez les souris STZ.

L'’ensemble de ces informations suggere que danSs$e adipeux des souris STZ, la
prolifération des adipocytes est réduite et lep@dites se vident de leur contenu en graisses
mais restent néanmoins capables de produire deNI'Ags meécanismes a l'origine de ces
evenements restent a élucider mais il est envikégeme les effets provoqués par I'absence
d’insuline soient & mettre en relation avec uneimition de I'état inflammatoire du tissu
adipeux. En effet, la production d’ApN est inversgrncorrélée a I'inflammation et I'insuline
exerce un effet stimulateur sur I'expression de dNEIL6 dans le TA (Krogh-Madsen et al.,
2004). Les résultats suggerent également que leamsénes impliqués sont indépendants de
I'activation de PPAR.
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Figure 2C: Effets du traitement STZ sur la masse du TA viddghp et sur la concentration de '’ApN dans
le plasma et dans les adipocytes du TAV (B).

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=5)ab@raux sont utilisés aprés un jelne de 4 h.éubfice
significative a p<0,05.
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Figure 21: Effets du traitement STZ sur I'expression des AR#&B génes de I'ApN et de PPAR
mesurée dans le TA viscéral des souris C57BL/6.

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=5).abé@maux sont utilisés aprés un jetne de 4 h.
*différence significative a p<0,05.
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4. Traitement a la pioglitazone (PioGTZ)

PPARy2 est fortement exprimé dans les adipocytes (Etibret al., 1996; Mukherjee et al.,
1997), ou il est impliqué dans le contréle du stmekdes lipides et joue un role déterminant
dans l'induction de I'adipogenése (Kersten et2000; Tontonoz et al., 1994). Les composés
de la famille des thiazolidinediones (troglitazone, rosiglitazone et PioGTZ) sont des
agonistes PPAR(Seimandi et al., 2005) et des agents antidiabésiqeconnus (Kelly and
Bank, 2007). Ainsi, la PioGTZ est utilisée dans apgériences comme un agoniste sélectif de
PPARy2 capable de stimuler la différenciation des pr@a@dytes en adipocytes matures
(Kletzien et al., 1992). Cette maturation est dpgeement liée a I'activation des récepteurs
nucléaires PPA{R chez I'Homme comme chez la souris (Leyvraz et @010).
Habituellement utilisée dans le traitement du dielde type 2, la PioGTZ provoque une
augmentation significative de la masse adipeuses sateindre un statut d'obésité.
Paradoxalement a l'effet d’'un régime hypercalorigl@igmentation de la masse grasse
s’accompagne d’une élévation des taux sériques N Afn effet, plusieurs études menées
chez ’lhomme mince, obése ou diabétique de tymm2montré qu’un traitement prolongé (2
semaines a 6 mois) par des GTZ, augmente les tasmatiques d’ApN (Maeda et al., 2001;
Yang et al., 2002; Yu et al., 2002). Ainsi en t@ait des souris a la PioGTZ (10 mg/kg de
poids corporel), nous avons cherché d'une partirauldr la production d’ApN par les
adipocytes et d’autre part a déterminer si 'augiat®rn de la concentration plasmatique en
ApN est associée a des modifications du métabelisépatique.

4.1. Caractérisation du modele

Dans notre expérience, le traitement PioGTZ adrméipendant seulement 12 jours a des
souris normales tend a augmenter la masse relaliveissu adipeux TAV et induit
significativement la concentration d’ApN circulanfableau 6. Il conduit également a la
modification de plusieurs parameétres plasmatiqune®lation avec le métabolisme glucidique.
Ainsi, on observe une insulinémie significativemeis faible chez les souris GTZ par
rapport aux témoins qui s’accompagne d’'une tendanda baisse de la glycémie, de la
triglycéridémie et du cholestérol plasmatique. RaleEament, on assiste a une Iégére baisse des
contenus en cholestérol et TG hépatiques alors lguglycogéne est significativement
augmenté par le traitement, ce qui pourrait traduire amélioration de la sensibilité du foie a
linsuline (et éventuellement des autres tissur)eftet, chez les patients atteints d’'un diabéte

de type2, la pioglitazone réduit I'hyperglycémieaetéliore le profil lipidique en augmentant
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la sensibilité a I'insuline du foie, du tissu adipet du muscle squelettique (Steiner and Lien,

1987) sans que la sécrétion ne soit stimulée. CGonepiu des données de la littérature, il est

raisonnable de penser que les améliorations mégales! induites par le traitement PioGTZ

sont associées a I'augmentation des taux d’Aphh giagticulier a son effet activateur de la 3-

oxydation (Muoio et al., 1999; Winder and Hardi®92). Dans notre modéle, bien que nous

n‘ayons pas observé d’'induction de l'activité 3-detyve dans le foie, il ne serait pas exclu

gue le catabolisme des acides gras soit augmengdeauscle squelettique.

Tableau € : Effets du GTZ sur la composition corporelle, feggametres plasmatiques et

hépatiques sur des souris C57BL/6.

Témoin GTz
Poids des souris 29,4+0,6 28,6 +0,6
Masse des organes
Foie (g/100g mc) 5,35+0,04 5,45 +0,24
TA viscéral (g/100g mc) 1,43 +0,13 1,68 +£0,13
Paramétres plasmatiques
Insuline (ug/L) 0,35+0,02 0,14 £ 0,02*
Glucose (mg/mL) 2,2+0,1 1,9+0,2
Adiponectine (ug/mL) 51+10,9 125 +12,15*
Triglycérides (mg/mL) 0,96 £ 0,05 0,75 £ 0,07
Total cholestérol (mg/mL) 15+0,2 1,2+0,1
Paramétres hépatiques
Triglycérides (mg/qg) 169+15 12,95+ 2,44
Total cholestérol (mg/g) 4,0+0,7 3,25+0,29
Glycogéne (mg/q) 434 +4,2 66,11 + 10,7*
B-oxidation de I'acide palmitique (nmol/g foie.h) ,23 + 1,90 5.88+1,42

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=6)abevaux sont utilisés a aprés un jedne de 4

h. *différence significative a p<0,05.
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4.2. Parameétres relatifs a 'ApN

Il est suggéré dans la littérature que les GTZ npms d’effet immeédiat et un traitement de
plusieurs semaines semble nécessaire pour obsewesffets métaboliques (Suter et al.,
1992). Toutefois, une augmentation des concentr@tiplasmatiques d’ApN a déja été
observée chez 'Homme au bout de seulement 2 semdm traitement a la PioGTZ (Maeda
et al.,, 2001). Dans notre étude menée chez lassoami observe un doublement des taux
d’ApN en 12 jours de traitement qui s'accompagnend’ tendance a I'augmentation de la
masse relative du TAV tandis que son contenu en Apfiimente de maniére significative
comparé aux témoinsigure 22). L'augmentation du contenu en ApN des adipocyptasgrait
s’expliquer par une stimulation du récepteur nudeBPAR2 par la PioGTZ qui favoriserait
le processus d'assemblage et de sécrétion de I'flpkdt que celui de sa transcriptidig(re

23). Dans ce sens, le traitement PioGTZ, ne sembdegff@cter I'expression du gene de
'ApN. Ceci est en accord avec la littérature quanimre que la PioGTZ augmente les taux
plasmatiques d'ApN chez 'Homme, sans aucun etfet'expression du gene de 'ApN dans
le tissu adipeux (Rasouli et al.,, 2006). Un des aniéxtnes probables par lequel les
thiazolidinediones augmenteraient les niveaux d'Aghsi que sa sécrétion est de stimuler
I'expression des protéines impliquées dans l'adsgmlet la sécrétion d'ApN telle qu’Erol-
La. En effet, l'activation de PPARaméliore le niveau d'expression d’Erod-dans les

adipocytes matures chez la souris (Cheng et d&7;2Qiang et al., 2007).

Le fait que la masse de TAV ne soit pas signifiGatient augmentée par le traitement alors
gue l'adiponectinémie est plus forte suggere gseeféets de la PioGTZ sur la prolifération
adipocytaire aient pu majoritairement concerner TASC. D’apres la littérature, la
surproduction d’ApN induite par les GTZ serait duda constitution d’'un nouveau pool
d’adipocytes qui concernerait principalement le TA@erger and Wagner, 2002. Ainsi, la
prolifération dans le TASC de pré-adipocytes erpacites de petites tailles soit beaucoup
plus sensibles a l'insuline {McLaughlin, 2009 #3@®rmettrait a la fois de corriger les taux
plasmatiques d’AGL et de modifier la balance emfti@ocytokines aux effets métaboliques
défavorables et adipocytokines aux effets favosaldlans ce sens, il a été démontré que les
GTZ diminuent la sécrétion de Thkpar le TA (Reginato and Lazar, 1999) qui est fodat

liée a I'apparition de I'R (Hotamisligil et al.,.993). Ces données suggerent que le mode
d’action des GTZ nécessite une modification de danmosition corporelle (Bhatia and
Viswanathan, 2006; Kim et al., 2007b). En effetgest bien démontré que les GTZ induisent
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une redistribution des graisses du compartimeevad vers le compartiment sous-cutané, ce
qui est associé a une diminution de la concentraticculante d’AGL (Arner, 2003; Koenen
et al., 2009).

Plusieurs études suggéerent plutdét un effet apaptetides GTZ sur les gros adipocytes
insulino-résistants du TAV lors d'un diabéete deeayd(Ferre, 2004; Holst and Grimaldi, 2002;
Larsen et al., 2003; Picard and Auwerx, 2002). @éfaus, dans notre étude, nous avons utilisé
des souris saines avec un TAV dont les adipocytssstitutifs ne présentent pas les

caractéristiques d’'un TAV de souris obeses.
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Figure 22: Effets du traitement GTZ sur la masse du TA vidogkp et sur la concentration de I'’ApN
dans le plasma et dans les adipocytes du TA vis@xa

Les résultats sont des moyennes = E.S.M. (n=5).dm®aux sont utilisés aprés un jelne de 4 h.
*différence significative a p<0,05.
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clinigues concernant I'obésité, n'est pas applieastricto-sensus. Ainsi, le régime HSHF
induisant I'obésité chez les souris a bien condlwihe baisse de la concentration circulante en
ApN. Les résultats suggerent en plus que le TAV lesprincipal responsable de cette
variation, ceci étant a mettre en relation avec & inflammatoire beaucoup plus marqué
gue celui du TASC. Au contraire, le traitement [gaCLA réduit a la fois la masse grasse et
l'adiponectinémie. Dans ce cas, la fonte du tisslipeux ne correspond pas a une
amelioration du métabolisme adipocytaire, commeeut le constater a la suite de régimes
amaigrissants, mais a une altération du tissu gars€e par une infiltration de macrophages
et par conséquent par une inflammation importametraitement STZ conduit, lui aussi, a
une réduction drastique de la masse grasse massstiée a une production normale d’ApN.
Aucune donnée ne semble mettre en évidence l'ilmuctun état inflammatoire du tissu
adipeux suite a des injections de STZ. Il est dpaossible que dans ces conditions, les
mécanismes de production de I'’ApN ne soient pasédtdu fait de I'absence d’inflammation.
Les GTZ, qui stimulent la prolifération adipocytiront également un effet bénéfique sur
I'état inflammatoire du tissu adipeux {Reginato 999432} et dans notre modele d’étude, le
traitement par la PioGTZ stimule la production dMp

Par conséquent, 'ensemble de ces données suggérdaqgproduction d’ApN n’est pas
dépendante de la taille des adipocytes mais deékatiinflammatoire. Ces deux parameétres
peuvent étre directement liés comme c’est le cascauws de l'obésité (les macrophages
infiltrent les adipocytes ayant dépassés un cerdaigré de remplissage) mais également

totalement indépendants.

Compte tenu des effets de I'ApN sur le métabolisghecido-lipidique évoqués dans la
littérature, il est raisonnable de penser que bB%ations d’ApN circulante induites par les
différents traitements peuvent conduire a des rwadibns du métabolisme hépatique.
Toutefois, I'administration de CLA et les injectorde STZ conduisant respectivement a
l'induction rapide d’'une stéatose et a un catabwisiccéléré des graisses, il est fort probable
gue les altérations du métabolisme lipidique saieaites par I'arrivée massive d’acides gras
vers le foie et que le réle de I'’ApN soit négliglaliPar contre, lors des traitements HSHF et
GTZ au cours desquels la morphologie du tissu adigst altérée de facon moins drastique,
les variations de I'adiponectinémie pourraient éassociées a des modifications du
meétabolisme hépatique. Dans le cas du traitemeg, @ Tonvient également d’envisager la
possibilité que la PioGTZ puisse exercer un effegad sur le foie. C'est pourquoi, dans la
suite de ce travail, nous avons cherché a déterndin@e part les effets de la pioGTZ et
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d’autre part ceux de I'’ApN sur le métabolisme higpegt. Pour cela, nous utilisons un modeéle

d’explants de foie en culture permettant de tdeteeffets directs de ces composeés.
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I. MISE AU POINT DE LA TECHNIQUE DES EXPLANTS DE FOIE

1. Modéele d’étude : Explants de foie

Afin d’étudier les effets propres de I’ApN sur letabolisme hépatique, nous avons choisi un
modele d’étude original : les explants de foie atiuce. Cette technique a été développée
notamment dans les domaines de la pharmacologie da toxicologie pour étudier le
meétabolisme hépatigue du médicament. Dans ce mduglganisation tissulaire et les
interactions cellule-matrice et cellule-cellule sooonservées. Ainsi, I'exploration de
I'environnement cellulaire d'un tissu intact ispi&rmet une compréhension plus précise des
effets métaboliqueis vivo.

Le protocole expérimental des explants de foie Wtuie utilisé a été adapté a partir de la
meéthode décrite par Graulet et al. (Graulet et1898). Dans un premier temps, différents
tests préliminaires ont été réalisés afin d’étadbbrconditions optimales a la survie des tissus
en culture. Dans ce cadre, plusieurs parametres|tel le matériel, le prélevement du foie, le
tampon de rincage, le milieu d’incubation (pH, o&ggtion, insuline, ...) et le systeme
d’incubation (boite de culture, tube, durée d’inatibn, ...) ont été testés. A l'issue de chaque
essai, un test de viabilité des cellules est affeen mesurant leur consommation en oxygene
via un oxygraphe. L’intégrité des ARNm est égalenwmtrblée afin de valider le protocole

expérimental final.

2. Description du dispositif expérimental et prépaation des explants de foie

Apres perfusiorvia le cceur avec du tampon de HB$abk's Balanced Saltdroid et saturé

en oxygene, le foie est immeédiatement prélevé ep&cen utilisant un appareil muni d’une
lame rotative (Slicer Brendel / Vitron, Tucson, A#figure 24) dans le méme milieu en
tranches trés fines d'une épaisseur d’environ 200 [Les coupes sont ensuite rincés et pré-
incubés 30 minutes a 37°C dans du HBS. Cette @mmeet aux explants de foie de s’adapter
a leur nouveau milieu en recréant un équilibre digmue et réorientant leur métabolisme
énergétique. Les explants sont ensuite placéslang des tubes percés sur le dessus afin de
permettre les échanges gazeux soit dans des bdéesulture contenant du milieu
d’incubation WME oxygénée (William’s Mediun E) su@menté en sérum de veau fcetal
inactivé (10%) et avec un cocktail d’antibiotique#ifongiques (1%). Le volume de milieu

est d’'environ 1 ml par coupe de foie. Le traitemest alors appliqué (adiponectine,
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glitazones...) puis les tubes ou les boites sontliést horizontalement sur un agitateur a

bascule et incubés pendant 21 h dans une étuvdCasdus atmosphére contrélée (95% d’air

et 5% de CO2). A la fin de la période d'incubatil@s, explants sont répartis au hasard pour
les différentes expériences décrites ultérieuremesg premiéres expériences ont consisté a
valider le protocole par des mesures biochimiqueests de viabilité des explants de foie

(figure 24).
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Figure 24 : Images du dispositif Expérimental

3. Test de viabilité par mesure de la consommatiatioxygene

La mesure de la comsommation d’'oxygéne rend com@tiactivité mitochondriale et par
conséquent de la vitalité cellulaire. Les résultdigenus par oxygraphie montrent clairement
gue les explants restent viables puisque la makut@ctivité respiratoire affiche une baisse
de 20% seulement aprés 21h d’'incubatiayu(e 25)
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Figure 25: Teste de viabilité des explants de foie de soungesure de la consommation
d’oxygene par oxygraphie.
Les résultats sont des moyennes +E.S.M. (n=5).

4. Intégrité des ARNms

A lissue des 21 h d’incubation, les ARN totaux sertraits des différents tissus. L'absence
de trainées en particulier sous la bande 18S, ehpport d'intensité des bandes 28S/18S

d'environ 2, garantissent l'intégrité des ARigure 26).

TO T 21h

+ins - ins

28S —»
18S—»

Figure 2€ : Electrophorése d’ARNSs sur gel d’agarose a 19%.: insuline

5. 3-oxydation sur explants de foie frais

L’étude de l'impact des différents traitements sumeétabolisme lipidique du foie, a été
réalisée grace a un dispositif expérimental addptésraulet et al. (Graulet et al., 1998).
L'objectif étant d’explorer I'utilisation des AG pde foie, nous avons essayé de créer les
conditions les plus favorables a I'étude de deulewxamétaboliques : I@-oxydation et

I'estérification. Des essais préliminaires ont i&alisés sur tissus frais afin de déterminer les
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conditions les plus favorables a I'oxydation des étGle valider notre modéle expérimental.

Les mémes conditions d’incubation seront utiliggasr I'étude de la voie d’estérification.

Des coupes ont été réalisées a partir de foieshizaient prélevés sur des souris a jeun ou
nourries puis ont été incubées a 37°C pendant @& woe |égere agitation dans un milieu du
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) supplémeete différentes concentrations de
glucose (0, 0.8 et 2 g/L) et d'insuline (12.5uMiy eocktail d’antibiotiques-antifongiques
(1%) et en L-carnitine (0,50 mM) et en présenc®,@emM d’acide palmitique marqué sur le
radical carboxyle [1-14C] (55,5 GBg / mol, Perkimgr, Courtaboeuf, France) couplé a
l'albumine dans un rapport molaire de 2,5 / 1. idslle de lincubation, la quantitée d’AG
utilisée pour laB-oxydation est déterminée par la mesure de lewoduiis de dégradation.
Ainsi, 'oxydation totale correspond a la sommdaleadioactivité portée par le CO2 libéré et
les produits acido-solubles.

De maniere générale, les résultats obtenus lors tdets préliminaires valident la
fonctionnalité de notre modéle expérimental puisgubbserve une oxydation des AG plus
importante dans les coupes de foie de souris agaumapport a celles nourriefigre 27).

On note également que la présence de glucose nblesgras significativement altérer
I'activité R-oxydative. Par ailleurs, a I'état aije la présence d’insuline dans un milieu sans
sucre stimule Ig-oxydation des acides grag(re 27). Compte tenu de ces résultats, les
analyses seront réalisées sur des animaux a jems, uh milieu de culture contenant une
concentration physiologique de glucose avec ou isasusine.

Cette procédure sera également appliqguée a la enakur’activité [3-oxydative sur des
explants de foie préalablement mis en culture 2itsdlifférents milieux.
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Figure 27 : Oxydation de l'acide palmitique dans des explatgsfoie de souris a jeun et
nourries: test de différentes concentrations deagle (0, 0.8 et 2 g/L) et d’insuline (12.5uM).
Les résultats sont des moyennes +E.S.M. (rsdifférence significative a p<0,05.

6. Captage et incorporation des AG dans les difféngées classes lipidiques

Les explants de foies en culture sont incubés°& Pendant 2h sous une légere agitation
dans un milieu du DMEM (Dulbecco's Modified Eagleedlium) sans glucose et sans
insuline, supplémenté en cocktail d’antibiotiqguesfangiques (1%) et en L-carnitine (0,50
mM) et en présence de 0,2 mM d’acide palmitiqueguérsur le radical carboxyle [1-14C]
(55,5 GBq / mol, PerkinElmer, Courtaboeuf, Fran@ggs a l'aloumine (Bovin Serum
Albumin, BSA) dans un rapport molaire de 2,5 / 1laAfin de la période d’incubation, les
lipides totaux sont extraits et I'incorporation deides gras dans les différentes classes
lipidiques est détérminée par radiochromatograppreés séparation sur couche mirfegufe

28).
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Figure 28: Exemple de radio-chromatogramme obtenu aprés CCGMipides totaux des explants
de foie ayant été incubés en présence d’acideugldd mM pendant 2 L : Phospholipides ;
AGL : Acides Gras LibresTG : Triacylglycérols. Le pic correspondant aux AGL négente les
acides gras radioactifs non métabolisés.
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II. EVALUATION DES EFFETS DIRECTS DE L’APN SUR LE M ETABOLISME
LIPIDIQUE DANS DES EXPLANTS DE FOIE

Plusieurs études démontrent I'existence d’'une #ssmc significative entre 'ApN et le
meétabolisme lipidique (von Eynatten et al., 2006n \Eynatten et al., 2004) supportant
'hypothése selon laquelle 'ApN influence directmh les concentrations de lipides
circulants, spécialement les TG et les HDL-C plasqoas (von Eynatten et al., 2005). Le
foie possédant des récepteurs a I'ApN, il est emg@able que ces effets concernent
directement le métabolisme hépatique. C’est poungoos nous sommes intéressés a I'étude
des effets de I'ApN premierement surla régulataes voies d’estérification et de B-
oxydation des acides gras qui peuvent avoir un angar la production des lipoprotéines et
deuxiemement sur la régulation de I'expression méémes impliquées dans le catabolisme
des lipoprotéines circulantes.

Les effets de I'’ApN sur le métabolisme des lipides tout d’abord été évalués a long terme
sur des coupes de foie préalablement incubées perddn dans un milieu de culture
contenant 1 uM d’ApN en présence ou non dinsulibes régulations meétaboliques
observées apres une telle durée de traitement tssusceptibles de correspondre a des
modifications d’expression génique et de synthasééjgue. Ensuite nous avons testé les
effets a court terme de I’ApNsur les capacfiésxydatives en traitant les explants pendant 90
min. Ces conditions sont plus appropriées pourrmeth évidence I'activation des voies de

régulation rapides comme celle impliquant TAMPK.

1. Caractérisation des conditions de culture

Les conditions de culture (+/- insuline) ont touakbrd été comparées en analysant
I'expression de genes clé du métabolisme glucigichtiue. Lorsque les explants sont cultivés
en présence d’insuline, l'utilisation du glucose l&tlipogenése semblent étre favorisées
comme le suggerent les niveaux d’ARNm de Glut2, BRC1, ACC2 et FASf{gure 29).

Les expressions de FAT/CD36 et d’AdipoR2 sont égale plus élevées en présence
d’insuline.

Par conséquent, les conditions de culture avearet misuline induisent des régulations qui a

I'échelle de I'organisme entier, peuvent étre corépa a celles observées respectivement a
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I'état nourri et a jeun chez I'animal sain (nonuliso-résistant). Ces conditions doivent étre
considérées séparément puisqu’elles peuvent peenddt mettre en évidence des effets de
I'ApN sur des voies de signalisation différentespiiquant par exemple les récepteurs a

l'insuline ou les métabolites du glucose.
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Figure 29: Expression des ARNm des genes, Glut2, GK, ACC1, A0%AS, AdipoR2, FAT/CD36

et SR-B1 dans les explants de foie de souris C6#Bihoins en présence ou en absence d’insuline et
de souris obéses (HSHF) en absence d'insuline.

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=5).dn@émaux sont utilisés apres un jelne de 4 h.
*différence significative a p<0,05.
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2. Effets d’un traitement par ApN sur les explantsde foie

2.1. Effets d’un traitement par 'ApN en absenceinkuline

Les explants sont traités dans un milieu sansimes@fin de mimer des conditions de jelne
plus propices a I'étude de I'oxydation des AG.

Tout d’abord, I'analyse de I'expression de genesndiiabolisme glucido-lipidique révéle un
effet stimulateur de 'ApN sur certains génes daesi a I'insuline. Ainsi, on observe une
induction de I'expression de Glut2, GK, ACC1l et AZ(figure 30) ainsi qu'un effet

stimulateur sur I'expression de la PEPCK et la G6P.
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Figure 30: Effets d’'un traitement par I'ApN (1 uM) en absenti@suline sur I'expression des ARNm des
génes Glut2, GK, ACC1, ACC2, PEPCK et G6P dansxptants de foie de souris C57BI/6.

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=5). drésiaux sont utilisés aprés un jelne de 4 h. édifice
significative & p<0,05.
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L'expression de SR-B1l dans le foie est régulée lgarcholestérol, les acides gras
polyinsaturés, des hormones (oestrogenes, tesinstdrormone adrenocorticotropique) et des
cytokines (Rhainds and Brissette, 2004). Dans r#itrde il apparait que I'expression de SR-
Bl est également sensible a l'insulinggyre 29). Par conséquent, une stimulation de
'expression de SR-B1 par I'’ApN via l'activation deies impliquant I'insuline n’est pas

exclue. Quoi gu’il en soit, dans ces conditiongyduction de I'expression de SR-B1 par
'ApN s’accompagne d’'une augmentation des capacitéscaptage des HDL et de la
concentration intracellulaire en cholestéffigre 31). La production des VLDL et des HDL

estimée par le dosage de I'apoB et I'apoAl dansnikeu de culture ne semble pas étre

modifiée par le traitement.

En ce qui concerne les capacités 3-oxydativesaiteinent par 'ApN ne conduit a aucune
variation lorsqu’il est appliqué en absence d’imgyl c’est a dire dans des conditions pourtant

favorables aux réactions conduisant au catabolggeecides grasigure 32).
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Figure 31: Effets d’'un traitement par 'ApN (1 pM) en absertmsuline sur le contenue en TG et
cholestérol (CS) (A), en ApoA-I et ApoB (B) aingue l'incorporation des HDL (C) dans les
explants de foie de souris C57/BI6.

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=5).apamaux sont utilisés apres un jeline de 4 h. éckfice
significative & p<0,05.
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Figure 32: p-oxydation de l'acide palmitique dans les explatsfoie de souris C57/BI6
traités par I'’ApN (1 pM) en absence d’insuline.
Les résultats sont des moyennes +E.S.M. (n=3)ab@saux sont utilisés aprés un jeline de 4 h.

2.2. Effets d’un traitement par I'ApN en présendénsuline

Dans ces conditions de culture favorables a I&ation du glucose, I'analyse du profil
d’expression génigue semble mettre en évidence figh potentialisateur de I'ApN sur
'action de linsuline. En effet, on observe uneiska de I'expression de la G6P et une
induction de Glut2 suggérant une diminution dedaglucogenese et une meilleure utilisation
du glucose figure 33). Parallelement, le traitement a 'ApN stimulexi@ession de deux
genes de la lipogenése sensibles a l'insuline, AG@CEAS bien que 'ACC2 ne soit pas
affecte.

Ces données suggerent qu’en présence d’insuliyeNIfavorise I'utilisation du glucose via
la glycolyse avec pour conséquence une réductida déoglucogenése et une stimulation de
la lipogenése. L'effet activateur de I'ApN sur ldyaplyse n’est pas ici associé a une
augmentation des taux d’ARNm de la GK dont I'expies est déja stimulée par la présence
d’insuline. Les résultats indiqguant un effet dedM sur le métabolisme du glucose sont en
accord avec la littérature qui rapporte un effdtibiteur de 'ApN sur la production de
glucose par le foie (Berg et al., 2001; Combs et a001). L‘utilisation de souris

transgéniques a permis de démontrer que le mécarenrégulation est dépendant de la
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présence des récepteurs a I'ApN (Yamauchi et 8D/ L'efficacité biologique de I'ApN
dépend de sa concentration circulante mais égatedes capacités fonctionnelles de ses
récepteurs. Par conséquent, dans les conditiomsiltiee utilisées (+ insuline), I'expression
élevée des AdipoR2 pourrait en partie expliquesdasibilité des explants a ’ApN. De plus,
les niveaux d’ARNmM AdipoR2 sont augmentés pardédment, phénomene qui pourrait étre
associé a la stimulation de la lipogenése et &ulialation de TG dans les cellules (Shimizu
et al., 2007).

Plusieurs études indiquent que les effets biolaggqde I'ApN impliquant les AdipoR2
dépendent de I'activation de TAMPK (Andreelli dt,&006). Cependant dans nos conditions,
il semble que I'ApN agisse sur la régulation traimmnnelle de la glycolyse et de la
lipogenese en exercant plutét des effets sur less\ae régulation impliquant I'insuline et /ou
le glucose. L'action de I’ApN sur la voie de sigeation de l'insuline a d’ailleurs été évoquée
réecemment (Mao et al., 2006; Yano et al., 2008hypbthése de la stimulation de la
lipogenese via l'insuline est renforcée par lesultass biochimiques faisant état d’'une
diminution de l'activité R-oxydativdfigure 34). En effet, l'utilisation accrue du glucose
conduirait a la production de malonyl-CoA puissantibiteur de la CPT-I alors qu’une

activation de 'AMPK par I'ApN devrait s'accompagn#une induction de la 3-oxydation.
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Figure 33: Effets d'un traitement par 'ApN (1 uM) en présendénsuline (12,5 uM) sur
I'expression des ARNm des genes, G6P, Glut2, GKCACACC2, FAS, GK et 'AdipoR2 dans les
explants de foie de souris C57/BI6.

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=5).dn@émaux sont utilisés apres un jelne de 4 h.
*différence significative a p<0,05.
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Figure 34: p-oxydation de l'acide palmitique dans les explatsfoie de souris C57BI/6
traitée par I'ApN (1 uM) en présence d'insuline 8. AM).
Les résultats sont des moyennes +E.S.M. (n=3)ab@saux sont utilisés aprés un jeline de 4 h.
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Puisqu’il existe une corrélation entre ApN, TG eDIHC, nous nous sommes également
intéressés a l'impact du traitement sur I'exprasgiénique de LDLR, LRP, SR-B1, HL et
ABCAL1, protéines impliquées dans le catabolismeligeprotéines figure 35). Alors que le
traitement par 'ApN n’exerce aucun effet sur I'eegsion des récepteurs de lipoprotéines a
ApoB LDLR et LRP, nous observons une augmentatesiARNmM HL et une diminution des
ARNmM SR-B1. La diminution des transcrits SR-Blelieé se traduit par une diminution du
nombre de récepteurs, pourrait conduire a une tiétuacu captage des HDL (et par
conséquent des EC qu’elles contiennent). Le faatlggxpression de HL soit augmentée par le
traitement renforce cette hypothése puisqu’unetioglainverse entre les concentrations
intracellulaires des EC et I'expression de HL argige en évidence (Jansen et al., 1980). Par
conséquent, il est possible que dans ces conditiinduction de I'expression de HL
corresponde a une réponse adaptative associéelzaisse du cholestérol intracellulaire. Les
mécanismes a l'origine de la diminution de I'exgies de SR-B1 restent a déterminer mais
l'effet de I'ApN semble ici indépendant des voiespliquantlinsuline dont l'activation

conduit au contraire a une induction de I'exprassie SR-B1figure 29).
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Figure 35: Effets d'un traitement par 'ApN (1 pM) en présendénsuline (12,5 uM) sur
I'expression des ARNm des genes, LDLR, LRP, SRHB1.et ABCAL dans les explants de foie de

souris C57/BI6.
Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=5).alémaux sont utilisés aprés un jeline de 4 h. édifice
significative a p<0,05.

En conclusion, ces résultats suggérent que, dansalelitions favorables a l'utilisation du
glucose, I'ApN :

- accentue les effets de linsuline, ce qui seuitagar une meilleure utilisation du glucose
avec en contre partie une stimulation de la lipeégeret une réduction de la 3-oxydation.

- exerce un effet indépendant sur les voies déohsane des HDL

2.3. Effets d’un traitement par I'ApN en absenceimBuline sur des explants issus de

souris obeses

Nous avons ensuite cherché a tester les effetfAghl Isur des explants de foie prélevés sur
des souris obéses. Ces souris, généreusementeeyar Mme B. Husson de la société
Exichol-Dijon, qui ont été nourries pendant 13 sem@s avec un régime HSHF (D12492,
Research Dietdjlew Brunswick, USA) ont développé un surpoids (28,3 vs 44,07£1,15)
et une hyperglycémie (1,73+0,07 vs 2,57+0,05). tesséquences d'un tel régime sur la
régulation du métabolisme glucido-lipidique ont éiéquées précédemment (Approche

vivo). Toutefois les animaux de cette série étant devehabétiques, il est vraisemblable
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gu’ils présentent une forte activité néoglucogéaigapatique. Le profil d’expression génique
des explants aprés 21h de cultuigufe 29) traduit le fait que les hépatocytes sont armés
pour utiliser activement le glucose (ARNm Glut2, @kveés par rapport aux explants de foie
sain cultivés dans les mémes conditions). Cesstissnservent un faible niveau d’expression
des enzymes de la lipogenese (ACC1,2 et FAS) septént au contraire une expression de la
CPT-I et de FAT/CD36 plus élevédiglre 29). Dans ces conditions, l'effet insulino-
sensibilisateur de I'’ApN observé précédemmentissutsain ne semble pas s’appliquer aux
explants stéatotiques a en juger par le fait quadigement n’induit aucune modification
significative sur I'expression génique. Ce résuéiat quelque peu inattendu puisque nous
pensions que les effets bénéfiques de I'ApN seragnplifies sur des foies de souris
insulino-résistantes. Il est envisageable que Eeren culture des explants constitue déja un
traitement susceptible de masquer les effets deN'AEn effet, les hépatocytes passent d’'un
milieu riche en glucose et en insuline Yivo) a un milieu contenant 1 g de glucose et trés peu
d’insuline. Quoi qu’il en soit, dans ces conditigeiatot favorables a I'utilisation des acides
gras, un traitement de 21h par 'ApN n’apparait pesir d’effet stimulateur sur I'activité 3-

oxydative figure 37).
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Figure 36: Effets d'un traitement par 'ApN (1 uM) en absergtsuline sur I'expression des
ARNmM des génes ACC1, ACC2, FAS, CPT-1 et FAT/CDaéslles explants de foie de souris
obéses (régime HSHF).

Les résultats sont des moyennes * E.S.M. (n=5).ab@naux sont utilisés aprés un jeline de 4 h. édifice
significative a p<0,05.
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Figure 37: p-oxydation de I'acide palmitique dans les explam¢sfoie de souris obéses
traités par I'ApN (1 uM) en absence d’insuline.
Les résultats sont des moyennes +E.S.M. (n=5)aha@naux sont utilisés aprés un jeline de 4 h.

3. Effets a court terme de I'’ApN sur les capacitéexydatives des explants de foie

en absence d’'insuline
Les données de la littérature plaident en faveunel’stimulation de la [3-oxydation aussi bien

dans le muscle que dans le foie (Fruebis et abD120omas et al., 2002; Yamauchi et al.,

2002). Toutefois, si les études concernant le reusebttent clairement en évidence une
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augmentation de l'activité oxydative, celles coneatt le foie s’appuient uniquement sur des
mesures indirectes (AMPK, activités enzymatiquetadePT-1, de 'ACC et de la FAS). De

plus, elles rendent compte d’effets a court termd’AbN (traitement jusqu’a 90 min) basés

sur l'activation rapide de voies de régulation camicelle impliguant 'AMPK. C’est

pourquoi nous avons testé les effets rapides daN’sur le modéle d’explants.

Yamauchi et al. ont observé une augmentation déuigé 3-oxidative in vitro sur un modele
de cellules musculaires en culture (myocytes C2Gd#)e 60 min avec de I'ApN et ont
démontré que cette stimulation était indépendaritened activité transcriptionnelle et
dépendante de l'activation de 'AMPK (Yamauchi ét 2002). Bien que I'activation de
'AMPK dans des hépatocytes isolés ait égalemeatndéise en évidence dans cette étude,
curieusement aucune donnée relative a l'activibtdkyttative n’est indiquée. C’est pourquoi il
nous a semblé important de tester ce parametie suvdéele d’explants de foie.

Dans un premier temps, nous avons testé I'effédgd sur I'activité R3-oxydative du muscle
soléaire traité 45 min afin de vérifier si nos citiods expérimentales permettaient de
retrouver des résultats en accord avec ceux ditdaature. Les résultats obtenus avec un
muscle entier indiquent que la présence d’ApN @mdraine stimulation de la 3-oxydation
(figure 38A) qui peut étre relice a l'effet activateur de IMpur TAMPK démontré par
Yamauchi et alin vitro etin vivo (Yamauchi et al., 2002).

Lorsque ces conditions sont appliquées au foig $aid-oxydation est également stimulée et

s’accompagne d’'une augmentation de la p-AMPK (p89®,figure 38B et O). Toutefois, cet

effet n'est pas retrouvé lorsque I'expérience égétée avec des explants de foies prélevés sur

des souris obéses. Il est possible que dans cealitioas, les hépatocytes stéatotiques qui
présentent une forte activité lipogénique voient lactivité 3-oxydative fortement réprimée

par la présence de malonyl-CoA.
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Figure 38: Effets d’'un traitement par 'ApN (1 uM) en absertssuline sur lap-oxydation de
'acide palmitique dans le muscle soléaire enti&)y ét les explants de foie (B) ainsi que sur
I'activation de la p-AMPK (C) dans les explantsfdie de souris C57BI/6.

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=5).aogmaux sont utilisés apres un jeline de 4 h. ébfice
significative a p<0,05.
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4.Discussion générale sur les effets de 'ApN dansslexplants de foie

Les 2 conditions de traitement a long terme (2¥1pldent mettre en évidence un effet
insulino-sensibilisateur de I'’ApN sur le foie comshnt & une stimulation du catabolisme du
glucose en accord avec les résultats trouvés dalisérature dans plusieurs tissus (Berg et
al., 2001; Combs et al., 2001; Maeda et al., 2002).tel effet pourrait étre bénéfique a
I'échelle de I'organisme entier et particulierementprésence de diabete de type I, puisqu’il
correspondrait a une réduction de la productiomldeose par le foie. Il est a noter que les
effets s’exercent en présence d’insuline ou en refesal’insuline c’est a dire dans des
conditions assimilables a des situations physiolegs voire pathophysiologiques variées

(differents stades de diabete type I, diabéte type

Les effets de I'ApN sur le métabolisme glucidiquns le foie ont déja été mis en évideirce
vitro dans plusieurs études. Ainsi, Bergaktont constaté une réduction de la production de
glucose par des hépatocytes de rat traités paN'&p présence d’insuline (Berg et al., 2001).
Dans une autre étude menée sur un modele de sallhiépatome de rat exprimant 'ApN, cet
effet a clairement été démontré en absence d’msulzhou et al., 2005). Nos résultats
semblent également en accord avec une activatidtdsation du glucose par les explants
de foie traités par I'ApN a en juger par l'augmeiota de I'expression de la GK. Toutefois,
contrairement a ce qui a été demontré par Zhal.ehous n'observons pas d’'inhibition de
'expression de la PEPCK et de la G6P, les ARNmanbgour ces enzymes étant méme
augmentés (Zhou et al., 2005). L’induction simuiiarde la GK et du couple PEPCK/G6P
n’étant pas physiologique, il est envisageableagueesultat corresponde a un biais propore au
modele expérimental et aux conditions de cultune.effet, une telle situation a déja été
rencontréein vitro lorsque le métabolisme du glucose est augmentéemé&m absence
d’insuline (Argaud et al., 1997; Massillon et &996). Ainsi, ces données moléculaires
suggerent que I'ApN stimule ['utilisation du glueosen absence dinsuline et il est
envisageable que le glucose et/ou ses catabolbentsresponsables des inductions
constatées.

L'impact de I'ApN sur la régulation du métabolismie glucose semble s’exercer quel que soit

le niveau d’expression du récepteur AdipoR2 (faible absence d’insuline et élevé en
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présence d’insuline) ce qui suggere que les vorgdiquées pourraient étre, au moins en

partie, indépendantes de I'activation de ce récepte

Les effets de I'ApN sur l'activité R-oxydative dalesfoie sont beaucoup moins évidents et
semblent dépendre de conditions particuliéres.tidaca court terme de 'ApN impliquant
I'activation de 'AMPK décrite dans la littératupour le muscle est mise en évidence sur le
modéle d’explants de foie sain. Par contre, lestefé long terme pouvant étre a l'origine
d’adaptations géniques ne sont pas favorables aactnation de la 3-oxydation puisqu’ils
semblent stimuler la lipogenese en favorisantitecte I'insuline.

Toutefois, in vivo, une augmentation des concentrations plasmatiqiigsN correspond
généralement & une amélioration du métabolismeoagigire (par traitement médicamenteux
ou perte de masse grasse) qui a pour conséquencuiee la production d’AGL et des
cytokines inflammatoires. Ces facteurs peuvent@xeides effets indirects importants sur le
foie et contribuer a I'amélioration du métabolishipédique en particulier dans des situations
pathologiques telles que I'obésité et le diabete.

La LH est impliquée a différents niveaux du métaoé des lipoprotéines puisqu’elle exerce
une activité lipasique a la fois sur les TG etRés(Wang et al., 1999; Wittayalertpanya et al.,
2006) et posséde la capacité de se lier aux HDL.inEgragissant avec les HDL et en
catalysant I'’hydrolyse des PL, la LH conduiraitraremodelage des particules lipoprotéiques
qui serait favorable a la prise en charge du chaielspar les cellules (Groot et al., 1981;
Kuusi et al., 1980). Chez des patients normoglygées et des diabétiques de type 2,
I'hyperinsulinémie étant associée avec une actikiélevée et des taux faibles de HDL
(Syvanne et al., 1995). Ainsi, la LH pourrait é&rd’origine de la relation inverse existant
entre insuline et HDL. L’augmentation de I'expresside la LH induite par 'ApN en
présence d’insuline peut correspondre a un effetpemsateur de la baisse de SR-B1. SR-B1
joue également un réle majeur dans le contréleéuggake des HDL-CE et les variations de
son expression dans le foie impactent directementes taux d’HDL-CE plasmatiques en
modulant le transport reverse du cholestérol. Aicisez des souris surexprimant SR-B1 dans
le foie, on assiste a une importante diminutiontdex d’HDL-CE et d’apoA-I (Kozarsky et
al., 1997).

81



Approchen vitro : ApN

A priori, dans notre modele, les variations d’esgien de SR-B1 et de la LH induites par
'ApN dans les différentes situations semblent @utavorables a une augmentation de
l'uptake des HDL. Ce résultat, transposé a l'orgam@ entier, ne représente pas a priori un
evenement favorable puisqu’il diminuerait les caricagtions plasmatiques d’HDL en
accélérant leur clairance. Toutefois, cette situmati(surexpression localisée au foie
uniquement) n’est pas physiologique et il est pbtdague, in vivo, 'augmentation de
'expression de SR-B1 ou de la LH s’accompagne tdbguinductions qui dans I'ensemble
acceélerent le transport reverse du cholestérolefample, il a été montré que la synthése des
HDL et l'efflux de cholestérol étaient augmentés PApN (Tsubakio-Yamamoto et al.,
2008). Au final, les taux d’'HDL sont positivemerdr@lés a I'ApN chez 'Homme (Ryo et
al., 2004; Zoccali et al., 2002).

En conclusion, 'ApN exerce des effets directs Bexpression de I'HL et de SR-B1 qui
peuvent conduire a une augmentation des capaateémptage des HDL et par conséquent
modifier la cinétique de ces lipoprotéines. L'imetation physiologique de ces résultats reste

a déterminer.
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.  EVALUATION DES EFFETS DIRECTS DE LA PIOGTZ SUR LE
METABOLISME LIPIDIQUE DANS DES EXPLANTS DE FOIE

Dans l'étudein vivo, le traitement par la PioGTZ a conduit a des mcations du
meétabolisme hépatique qui peuvent étre la conséguenirecte d’une amélioration de la
sensibilité¢ a l'insuline dans le muscle et le tisalipeux, d’'une augmentation de I'ApN
circulante ou encore d’'un effet direct de la PioGSLiZ les hépatocytes. C’est pourquoi, nous
avons utilisé le modele d’explants de foie poued@étner si la PioGTZ peut avoir une action
directe sur le métabolisme hépatique. Par commaraisous avons parallelement testé les
geffets de la Rosiglitazone (RosiGTZ ; Avandia, X8amithKline) qui a une action anti-
diabétique comparable a la PioGTZ sans toutefoisraes mémes effets sur le statut
lipidique. En effet, des études cliniques récerseggerent que la PioGTZ réduit les TG
plasmatiques mais pas la RosiGTZ, que les 2 gliez@ugmentent le HDL-C avec un effet
plus marqué pour la PioGTZ et que la RosiGTZ indmié augmentation du taux de LDL-C

alors que la pioglitazone est neutre sur ce de(@eldberg et al., 2005).

La Pioglitazone (PioGTZ ; Actos, Takeda) est undéaule développée pour ses propriétés
hypoglycémiantes et actuellement utilisée commentagetidiabétique pour le traitement du
diabéte de type Il (Bowen et al., 1991; Nolan etE094; Saltiel, 2001; Yki-Jarvinen, 2004).
Ce compose, qui appartiennent a la famille desag@dites (GTZ) ou thiazolidinediones, agit
principalement en diminuant la résistance a I'imaukt exerce également un effet bénéfique
sur le métabolisme des lipides et lipoprotéines.

Malgré I'utilisation clinique intensive de cette loule pour le traitement du diabete de type
Il, les mécanismes précis par lesquels la PioGTetoex ces effets sur le métabolisme des
lipides sont encore trés mal connus. Les GTZ sast lfgands spécifiqgues de l'isoforme
gamma des PPARs qui contrble la transcription deegémpliqués dans la différenciation
adipocytaire, le transport, la synthése et le sigekdes acides gras (Castelein et al., 1994;
Gurnell et al., 2000; Hallakou et al., 1997; Tompret al., 1995). Ainsi, la stimulation de
'adipogenése par les GTZ via PPARavoriserait, d’'une part la prise en charge dedesc
gras circulants par les tissus adipeux avec urt b#aéfiqgue sur la sensibilité a I'insuline
(Berger and Moller, 2002; Sharma and Staels, 20G¥;et al., 2002) et d’autre part la
production d’adipocytokines telles que la leptim#e (Vos et al., 1996; Kallen and Lazar,
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1996) ou l'adiponectine (Kubota et al., 2006; Maetaal., 2001) capables d’améliorer le
métabolisme glucido-lipidique (Guerre-Millo, 2008).

Les données de la littérature semblent donc démogtre les GTZ améliorent la sensibilité a
l'insuline en agissant spécifiguement sur le tigdipeux (Berger and Moller, 2002; He et al.,
2003; Hevener et al., 2003; Norris et al., 200®ut€fois, compte tenu du rble central du foie
dans la régulation du métabolisme glucido-lipidiqles effets directs des GTZ sur les

hépatocytes doivent également étre envisageés.

Cette étude a été réalisée sur des coupes de igs en culture pendant 21h dans un milieu
contenant soit la PioGTZ ou la RosiGTZ. Chez I'Hoearfa posologie de la PioGTZ et la
RosIGTZ est respectivement de 30 et 4 mg par jowre prise. Ainsi, nous avons choisi de
traiter les explants avec 7,5 UM de PioGTZ et 1 ¢geVRosiGTZ afin de respecter les doses
thérapeutiques et les concentrations physiologi¢Qes et al., 2007; Wittayalertpanya et al.,
2006).

Ce modéle permet de tester I'effet direct des GliZdes parameétres relatifs a I'oxydation et
la lipogenése. Les analyses portent principalensemt les paramétres morphologiques,
biochimiques et moléculaires en relation avec léaiydisme des lipides : mesure d’activité et
d’expression de protéines relatives a I'hydrolysa Eincorporation des acides gras provenant
des lipoprotéines, a I'oxydation des acides grds, lipogenése, a l'estérification des acides
gras et a la sécrétion des lipoprotéines. Ce maaé&galement été particulierement exploité
pour déterminer les mécanismes moléculaires delatbgu induits par les 2 GTZ qui
pourraient expliquer leurs effets propres sur katalisme des HDL et des VLDL, observés
chez 'Homme (Djaouti et al., 2010)

1. Effet de la PioGTZ sur les paramétres lipidiqus

Nous avons tout d’abord testé I'impact du traitetrfeioGTZ sur le métabolisme des acides
gras en comparaison avec la RosiGTZ et le corited.résultats indiquent une réduction du
contenu en TG dans les coupes traitées par la Rid@bleau 7) alors que la capacité des
coupes de foie a oxyder I'acide palmitique et &rifstr ce dernier en phospholipides et en
TG n’est modifiée par aucun des traitemefiigu(e 39). Le traitement par la PioGTZ ne

semble pas non plus modifier la production de VL®len juger par les quantités d’apoB
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secrétées dans le miliefigure 39). L’ensemble de ces données suggere que la loisseG
intracellulaires induite par le traitement PioGTd@rrespond a une réduction de lactivité
lipogénique et non pas a une stimulation du caisinel des acides gras ou de la sécrétion de
lipides ni a une diminution de la prise en chargs &G circulants. Cette hypothése est
renforcée par les

résultats d’'une étude récente démontrant I'effeibiteur de la PioGTZ sur la lipogenese
(Beysen et al., 2008) et le fait que la PioGTZ eaeun effet puissant sur TAMPHKigure

43). En effet, il est bien démontré que lactivatiggar phosphorylation de I'AMPK
s’accompagne de linhibition de I'activité de lai@dipogénique (Winder and Hardie, 1999).
Dans notre cas, le traitement par la PioGTZ n'altérutefois pas I'expression des genes
codant pour 'ACC et la FAS. L'AMPK stimule égalemd’activité CPT-I et a plus long
terme son expression (Velasco et al., 1997). Les teARNm de la CPT-I sont d’ailleurs
plus élevés dans les explants traités par leszglhies, ce qui ne semble pourtant pas

influencer les capacités 3-oxydatives mesuréestiai @a l'acide palmitique.

Tableau 7: Effets de la RosiGTZ (1 mM) et la PoiGTZ (7,5 mdlir le contenu en
TG et CS des explants de foie de souris

Témoin PioGTZ RosiGTZ

Explants de foie
Triglycérides (mg/g protéine) 132,4 + 4,3105,5+ 8,4 139,6 +12,a
Cholestérol (mg/g protéine) 17,0+4,813,5+1,p 21,0+ 4,2

Les valeurs sont des moyennes + SEM (n= 6). Lesuvalavec des lettres différentes en
exposant (a,b) sont statistiquement diffrentes<@ |05.
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Figure 39: Devenir métabolique de I'acide palmitique et ler&ton de l'apolipoprotéine par les
explants de foie-oxydation de I'acide palmitique (A), l'incorpoi@t d'acide palmitique dans les
phospholipides (B) et en triglycérides (C). Taux décrétion d’apolipoprotéine B (D) et
apolipoprotéine A-1 (E) par explants de foie.

Les valeurs sont des moyennes + SEM (n= 6). Lesuvslavec des lettres différentes en exposant $ajit)
statistiquement diffrentes a p <0,05.

2. Effet de la PioGTZ sur le captage du HDL-C

Les coupes traitées par la PioGTZ présentent égalieume concentration en cholestérol plus
faible que les coupes RosiIGTZ et témoins. La céads glitazones a inhiber la synthése du
cholestérol a déja été mise en évidence dans d@iff@itypes cellulaires (Wang et al., 1999).
Toutefois, il ressort de cette étude que la Pio@TZ RosiGTZ constituent des inhibiteurs

faibles par rapport aux autres glitazones testdes. résultats semblent en accord avec ces
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observations puisque les deux molécules exercemh@me effet inhibiteur modéré sur
I'expression de 'HMG-CoA réductase. Ceci suggeane tgs mécanismes responsables de la
diminution de cholestérol induite par le traitemdfbGTZ ne sont pas relatifs a une
diminution de synthese mais plutét a une diminutercaptage du cholestérol. Ce concept est
supporté a la fois par la diminution de l'activité la LH et par la diminution des capacités de
captage des HDLfigure 40). La LH est capable d’hydrolyser les TG et lesgPésents au
sein des HDL, ce qui conduit a un remodelage descpkes favorables a la prise en charge
du cholestérol par les hépatocytes (Jansen e1380; Kadowaki et al., 1992). Il est donc
possible d’émettre I'hypothése selon laquelle lsd®mde I'activité de la LH induite par la
PioGTZ provoque une réduction du pool de cholekié@toacellulaire. La mesure des taux
d’ARNm de la LH révéle au contraire une surexpm@ssiu gene dans les explants traités par
la PioGTZ en accord avec le fait qu’il existe uetation inverse entre I'expression de la LH
et le cholestérol intracellulaire (Perret et al02). En paralléle a son activité lipolytique, il a
été démontré que la LH facilite I'interaction deBlHavec le récepteur aux HDL, SR-B1 et
favorise ainsi le captage du cholestérol (Bengtsamuah Olivecrona, 1980; Lambert et al.,
1999). Dans notre étude, nous observons, soustl'éfi traitement par la PioGTZ, une
diminution de I'expression de SR-B1 qui pourrait panséquent également étre a l'origine de
la diminution du cholestérol intracellulaire.

L’ensemble de ces résultats suggérent donc quéolaTEZ est capable d’exercer un effet
direct sur les hépatocytes impliquant la LH et SRe®ec pour conséquence une diminution
du captage du HDL-C et du pool de cholestérol aaftalaire. Il est alors concevable de
supposer, en extrapolant ces résultats a I'Homm'encel effet direct de la PioGTZ sur le
foie puisse participer a 'augmentation du HDL-C.
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Figure 41: Captage des HDL-C par les explants de foie dasQ&7BL/6.
Les valeurs sont des moyennes + SEM (n= 6). Lesuvalvec des lettres différentes en exposant (a,b)
sont statistiquement diffrentes a p <0,05.
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3. Effets de la PioGTZ sur I'expression de PPAR

Il est a noter que la RosiGTZ n’exerce aucun eftetles parametres relatifs au captage du
HDL-C suggérant l'intervention de voies de réguatidistinctes entre la PioGTZ et la
RosiGTZ. Les glitazones étant des activateurs pnissde PPAR il est possible que
I'activation de ces facteurs de transcription sofforigine de certains effets observés sur les
explants. PPAR est faiblement exprimé dans le foie sain mais ét& démontré que son
expression est inductible. Elle s’accompagne alergactivation transcriptionnelle des genes
de la lipogenése et de I'adipogenéese et favoregggohrition d’'une stéatose (Gavrilova et al.,
2003; Schadinger et al., 2005; Yu et al., 2003).

Dans notre étude, seule la RosiGTZ conduit & uigenaatation significative des ARNm de
PPARy qui en plus est associée a I'induction de I'exgisdes genes de la lipogenése ACC1
et 2 et FAS figure 43). Ainsi, les effets de la PioGTZ ne semblent papendre de
I'activation de PPAR puisque le traitement ne modifie ni son expressiaelle de ses genes
cibles. Méme si les mécanismes mis en jeu restatdtérminer, une part des régulations
géniques et métaboliques induites par la PioGTZrmpaduétre la conséquence de l'effet

puissant qu’exerce cette drogue sur ’AMHAlgre 42).
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Figure 42: Immunoblot de la phospho-AMRK(p-AMPKa) a partir d'explants de foie de souris
C57/BL6. Les spots de la phospho (p)-AMPKt de la 3-actine sont issus de deux expériences
indépendantes.
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4. Effets de la PioGTZ sur le métabolisme du gluce

Les effets directs de la PioGTZ sont également emsévidence a travers I'étude du
meétabolisme du glucose. En effet, l'activation d&MPK, en plus de ses effets sur la
lipogenese, est associée a une inhibition de laglnéogenese (Lochhead et al., 2000;
Yamauchi et al., 2002). C’est ce que nous obserdans notre étude puisque le traitement
par la PioGTZ diminue I'expression de la PEPCK, idume I'expression et I'activité de la
G6Pase et s’Taccompagne d’'une réduction de la ptiodutte glucose par le foidigure 43).
Ces resultats sont encore une fois a mettre ensdmpo avec ceux correspondant au

traitement RosiGTZ qui ne révelent aucune modificatie la voie de la néoglucogenése.

90



Approchein vitro : GTZ

FAS ACC1 ACC2 CPT-1

200 b 500 b
180 450
160 400
140 a 350
120 a 300
a 250
R 200

150 a

s -

ToacTNam P TN <O TIE VYT
=
N A O ® O
S © © © o
ToacThan P TN <O TIE YT
=
N A O ® O
© o © o o
@ -
-gJ
ToacTNam P TN <O TIE YT
=
N A O ® O
© ©o © © o
Toacnan
o
o

oY & R
< \\3-.4' & <8 st ey & ~$"$’ @9 & Qs-?" &
LH SR-B1 HMGCoAred PPAR?
140 120 450
o b a 400 b
400 120 a a 100 250
350
100 b
2 300 b 80 a 300
B 250 E 80 E E 250 a
a 60
gzoo KF/Q 60 tFlz KF’zzoo
E1501 5 a B £ 40 F1s04 &
L 100 L L T 100
§ § 20 § 20 §
g s0 50
E 0 E 0 E 0 E 0
& s & & & & A
&u& ‘}*) q\“g {ﬁ *3-‘#& ,c'é“ {6‘ \&94\& (’G‘& &w* ‘.&\) q\“g
G6P PEPCK
% 180 % 120
100
140
a a
21204 g g 80
E 100 B
P ? 60
£ 80 a 4
G 60 F 40
I a0 E ’
g g
g 0 g 0
g AN & N
£ 2 . . &
&,3‘ QS«'? qn,\" Q«.& ‘&:Q& g ¢

Figure 43: Expression des ARNm des génes ACC1, ACC2, FAS, CATH, SR-B1, HMGCoAred, PPAR
G6P et PEPCK dans les explants de foie de soufisBI&Btémoins ou soumises au régime HSHF en présenc
ou en absence d'insulindes résultats sont des moyennes * E.S.M. (n=5). Jadsurs avec des lettres
différentes en exposant (a,b) sont statistiquemiinentes a p <0,05.
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L’ensemble de ces données plaide en faveur d'wet difect de la PioGTZ sur le foie qui
s’exercerait via I'activation de 'AMPK et conduitad une amélioration du métabolisme
glucido-lipidique. Par conséquent, il est envisbleaue les effets de la PioGTZ observés
dans I'expérimentation « in vivo » soient au moamspartie directs et donc indépendants du

fait que les taux d’ApN circulante aient été augtésn
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Conclusion & Perspectives

Les résultats de cette étude ont permis de démprdrdravers [l'utilisation de divers
traitements provoquant des variations de la madgease, que la production d’ApN n’est
pas strictement dépendante de la masse grasseloNpn&es, ajoutées a celles de la littérature,
suggerent que I'état inflammatoire des adipocytemistitue le facteur déterminant.
Parallelement, nous avons mis en évidence par ppeehein vitro I'existence d’effets
directs de I'ApN sur le foie, qui, méme s’ils nens@as directement transposables a

I'organisme entier, ne doivent pas étre négligés.

Dans la littérature, il est admis que 'ApN exedss effets insulino-sensibilisateurs et stimule
la R-oxydation. Plusieurs études menées sur dédeseimusculaires suggerent que ’ApN
active 'AMPK dans plusieurs tissus différents ekeq’est par cette voie qu’elle exerce son
action. Ainsi, en 2002, Yamauchi et al. démontagrien paralléle a l'activation de 'AMPK,
'ApN stimule la phosphorylation de ACC, lI'oxydatiodes AG, l'uptake du glucose et la
production de lactate dans des myocytes en culiuaeeégalement été démontré par Li et al.
en 2007 dans un modele de cardiomyocytes en cujued’ effet de I'ApN sur la 3-oxydation
est la conséquence d’'une stimulation de 'AMPK aosant a la phosphorylation de 'ACC et
finalement a la stimulation de l'activité de la GP{Li et al., 2007). L'effet de I'ApN sur la
3-oxydation dépendrait donc en grande partie dadandre production de malonyl-CoA,
puissant inhibiteur de I'activité CPT-I, dont laoguction est réduite lorsque que l'activité de
'ACC est inhibée fijgure 44). De la méme facon, il a été clairement mis edéwein vivo
gue I'administration d’ApN conduit rapidement a whminution des AGL circulants associée
a une augmentation de I'activité R-oxydative dassnhuscles (Fruebis et al., 2001; Yamauchi
et al., 2002).
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Figure 44: R6le de 'AMPK dans la régulation de I'activitéoxydative

Si les effets de 'ApN sur la R-oxydation semblessez bien décrits dans les cellules
musculaires, ils sont beaucoup moins bien décaissdes hépatocytes. Dans I'étude de
Yamauchi en 2002, les résultats mettent égalemenévedence des effets de I'ApN sur
AMPK, 'ACC et sur les paramétres relatifs a la giécogenese dans des hépatocytes sans
toutefois présenter de résultats concernant la raaful’activité 3-oxydative pour ce modele
(Yamauchi et al., 2002). Dans une autre étude miendeo, seul un effet inhibiteur de I'’ApN
sur la néoglucogenese dépendant de I'activatiohPAldPK a bien été démontré dans le foie
alors qu’aucune action de I'’ApN sur I'oxydation desdes gras n’est décrite (Yamauchi et
al., 2001). Pourtant, cette étude sert de référande nombreux auteurs pour illustrer des

effets activateurs de I’ApN sur la 3-oxydation denfoie.

Les résultats de notre étude sur des coupes finefoid apparaissent donc importants
puisqu’ils montrent d’une part un effet activateleg 'ApN sur TAMPK apres 45 min de

traitement et d’autre part une augmentation deaaitds de [3-oxydation des AG. Toutefois, il
semble peu probable que ce résultat soit la coes@gud’une variation de la production de
malonyl-CoA comme proposé dans le muscle. En effegst clairement démontré que

l'isoforme hépatique de la CPT-I (CPT-la) présaire sensibilité au malonyl-CoA beaucoup
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plus faible que l'isoforme musculaire (CPT-IR) (Myhet al., 1992). Par conséquent les
variations de production de malonyl-CoA dépendandes I'activité  AMPK pourraient
conduire a des effets tres modérés sur l'activie € dans les hépatocytes. De plus, dans
notre modele, I'activité R-oxydative est mesuréesdan milieu dépourvu d’insuline, c’est a
dire dans des conditions peu favorables a la sgatdé malonyl-CoA. Le fait qu'aucun effet
de 'ApN n’ait pu étre mis en évidence aprés uitdraent plus long suggere pourtant que le
mode d’action dépend bien de voies de signalisatpides comme c’est le cas de la cascade
impliquant la p-AMPK. |l est alors possible d’esa&ger qu’une régulation de I'activité CPT-|
indépendante du malonyl-CoA intervienne dans le foomme cela a déja été suggéré
par (Guzman et al., 2000). Quoi gu’il en soit, lésultats renforcent I'hypothése selon
laquelle les effets bénéfiques exercés par I'ApNesiparametres lipidiques dépendent d'une

stimulation de I'activité 3-oxydative dans le meset le foie.

Les GTZ améliorent la sensibilité a I'insuline evdrisant le captage des acides gras par le
tissu adipeux, en stimulant la production d’ApN e réduisant les taux de facteurs
inflammatoires (Goldberg et al., 2005). Puisqueugutraitement par les GTZ (PioGTZ et
RosiGTZ) conduit a 'augmentation des concentratiplasmatiques d’ApN, il est suggéré par
de nombreux auteurs qu’une part des effets bérefiges GTZ sur le métabolisme glucido-
lipidique dépend de I'ApN. Toutefois, seule la Pi&G conduit a une amélioration
significative des parametres lipidiques (Goldbergle 2005). En démontrant dans cette étude
gue la PioGTZ peut exercer des effets directs ligunes sur le métabolisme hépatique et
sachant qu’il est bien décrit dans la littératume ¢gs GTZ stimulent la production d’ApN par
le tissu adipeux, nous pouvons émettre I'hypotisesen laquelle une partie des effets exerces
par le traitement PioGTZ sur le métabolisme desldip chez les souris (étudevivo) voire
chez 'Homme, est due a I'action combinée de celgcntes sur les hépatocytdigy(re 45).

De plus, il convient de considérer que, vivo, une augmentation des concentrations
plasmatiques d’ApN induite par un traitement méaieateux ou un régime hypocalorique
correspond généralement a une amélioration du mi&ate adipocytaire avec pour
conségquence une réduction de la production d’AGLdet cytokines inflammatoires.
Ensemble, ces facteurs peuvent exercer des effgisriants sur le foie et contribuer a
'amélioration du métabolisme lipidique, en partieudans des situations pathologiques telles

gue I'obésité et le diabéte.
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Figure 45: Schéma hypothétique représentant les effets costieda PioGTZ et de I'ApN
sur l'activité 3-oxydative des AG dans le foie

Les effets directs de I’ApN sur le foie, mis end®nce par I'approchia vitro, méme s’ils ne
sont pas directement transposables a I'organisitier eme doivent pas étre négligés. En effet,
il est intéressant de noter que les effets de I'’ApNles explants sont proches de ceux exerces
par la PioGTZ dans des conditions similaires eteliésts bénéfiques de la PioGTZ sur les
parametres lipidiques sont bien démontrés chezniide (Goldberg et al.,, 2005). En
démontrant précédemment que la PioGTZ pouvait ereles effets directs bénéfiques sur le
meétabolisme hépatique et sachant qu’il est bierritdéans la littérature que les GTZ
stimulent la production d’ApN par le tissu adipemous pouvons émettre I'hypothese selon
laguelle une partie des effets exercés par leetrant PioGTZ sur le métabolisme des lipides
chez les souris (étudi@ vivo) voire chez 'Homme est due a l'action combinée cés
molécules sur les hépatocytes.

Méme si certains effets bénéfiques de I’ApN n’oas gté retrouvés sur les explants de foie
issus de souris obéses, il convient de considéver, i@ vivo, une augmentation des
concentrations plasmatiques d’ApN induite par w@itégment médicamenteux ou un régime
hypocalorique correspond généralement a une aragtiordu métabolisme adipocytaire qui a

pour conséquence de réduire la production d’AGLdet cytokines inflammatoires. Ces
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facteurs peuvent exercer des effets indirects itapts sur le foie et contribuer a
'amélioration du métabolisme lipidique en partieuldans des situations pathologiques telles

gue I'obésité et le diabéte.

Les mécanismes conduisant a I'association entrgN'A&t les parametres lipidiqgues ne sont
donc pas clairs et une question reste en suspksseffets bénéfiques de I'ApN sur les
parametres lipidiques sont-ils dépendants d’une ingkction de I'activité 3-oxydative ?
L’accumulation de lipides dans les cellules muscedaet hépatiques semble étre un facteur
déterminant dans I'établissement de la résistari@esaline associée a I'obésité et au diabete
(Zhang et al. 2009). Par exemple, la sur-expres$ams les cellules hépatiques de la malonyl-
CoA décarboxylase qui catalyse la dégradation diomyaCoA (puissant inhibiteur du
catabolisme des acides gras a longue chaine) prteégt de la résistance a l'insuline (An et
al. 2004). Par conséquent, les facteurs stimulaatiité béta-oxydative pourraient s’averer
bénéfiques en réduisant les lipides et leurs métabocytoplasmiques. Plusieurs études
suggerent que les effets de I’ApN conduisant a ameélioration du métabolisme glucido-
lipidique sont liés a une induction des capacitésdoxydatives (Yamauchi and Kadowaki,
2001). Cependant, a notre connaissance, aucungomelantre une augmentation du
catabolisme des acides gras induite par I'’ApNanhéglioration des parametres lipidiques n'a
encore été clairement établie. Pourtant cette munesevét une importance particuliere
puisque la voie de dégradation des acides gradirestement liée a celle de la lipogenése
conduisant a la formation de TG puis a la sécrétieripoprotéines ; ce qui peut, a terme,
modifier 'lhoméostasie lipidique de I'organismeient

Afin d’explorer cette hypothese il serait probant & développer un modele animal
présentant un déficit béta-oxydatif qui permettra ce déterminer si I'effet qu’exerce
'ApN sur le métabolisme des lipides est la conségnce d'une augmentation du

catabolisme béta-oxydatif des acides gras dans kessus et d’en préciser les mécanismes.

97



Conclusion & Perspectives

Description du projet

- Etablissement d’un modeéle animal présentant urfidié béta-oxydatif

Une partie du projet consistera, dans un prmierpgena déterminer les conditions du
traitement qui permettront d’induire une diminutioresurée de la voig-oxydative chez la
souris. Nous pourrant utiliser une drogue le mitdte, connue pour ses capacitées a inhiber
la synthese de la carnitine, molécule clée dp-txydation mitochondriale (Degraad al.
2007).

Les parametres doses et temps de traitement serdéfinir pour établir un modéle animal
présentant une altération modérée d@-taxydation. Il conviendra alors de déterminer les
conséquences du défi@itoxydatif induit par le mildronate et d’en apprédies conséquences

sur les parametres glucido-lipidiques et sur lag tHApN circulante.

- Effets de 'ApN

Les effets bénéfiques de I’ApN sur le métabolisipalique seront mis en évidence chez la
souris préalablement soumise a un régime richeueres et en graisses (HSHF) jusqu’a ce
gu’elles deviennent a la fois obéses et hyperinéoliques. Ensuite, nous déterminerons si
'administration d’ApN (a I'aide de pompes osmoggjuest toujours capable d'améliorer les

parametres chez les animaux présentant un deéfigitadif (figure 46).
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Figure 46: Schéma expérimental
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L’injection d’ApN chez des souris traitées par lddmnate devrait permettre de répondre a
notre question sur la relation entre I'actiVit®xydative et le métabolisme lipidique. En effet,
si cette relation existe, I'injection d’ApN exogédevrait étre beaucoup moins efficace chez
des animaux traités par le mildronate, que chead&saux sensibles a une augmentation des
activitésp-oxydatives dans le foie et le muscle. De plussremwrons également une approche
dynamique de la modification du métabolisme despliptéines par la mesure des capacités
de sécrétion des VLDL et de I'uptake des HDL.

Les résultats de cette étude, associés a ceuxusbitevitro, devraient permettre d’estimer si
des corrélations existent entre ApN, activité Reative et métabolisme des lipides et

lipoprotéines.
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[. ANIMAUX

1. Souris

Les animaux utilisés sont des souris males de €0G8TBL/6 provenant de I'élevage Janvier
(Le Genest Saint Isle, France). Avant traitemesg, dnimaux sont répartis individuellement
dans des cages en plastique et recoivent a voleaié et un régime commercial standard
(AO4 del'Usine Alimentation Rationnelld&pinay-sur-Orge, France) sous forme de bouchons
pendant une semaine afin de les acclimater a leuvel environnement. Ce régime
représente une alimentation équilibrée qui contéatde lipides (composition en g par kg :
180, caseéine; 460, amidon de mais; 220, saccha?@seellulose; 50, sels minéraux; 10,
vitamines; 49, huile de tournesol; 1, huile de éhyle I'eau.

2. Traitement des aminaux

2.1. Traitement des souris par la streptozotec{®TZ)

Des souris C57BL/6 males agées de 11 semaines/eatd injections intrapéritonéales de
streptozotocine (STZ) (1 injection par jour a raiste 45 mg/kg de poids corporel véhiculé
dans du citrate de sodium 0,05 M a pH 4,5). Le geotémoin recoit des injections de la
solution véhicule seule. Des mesures de glycémmergalisées dans le but de sélectionner les
souris manifestant un début de diabéte. Durantdl®sj 4 souris témoins et 4 souris
diabétiques (STZ) ont ensuite libre accés a I'dauune alimentation standard.

2.2. Traitement des souris par IRioglitazone (PioGTZ)

Six souris C57BL/6 méles agées de 11 semainestisotgtes a la Pioglitazone (PioGTZ) a
raison de 10 mg/kg de poids corporel pendant 1&javec un libre acces a I'eau et au régime
standard. Le médicament est adminigigt os apres dilution dans environ 500 pL d'eau

boisson.
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2.3. Régime enrichi a I'acide linoléique conjugy&l0c12CLA)

Durant 12 jours, 4 souris C57BL/6 males agées deehiaines sont soumises a un régime
enrichi avec 1 % de t10c12 CLA (Régime alimentdieebase enrichi avec 1% du trans-10,
cis-12 18:2 (n-6) (pureté 90%) estérifiee sous e TG (Larodan Fine Chemicals)) sous
forme de croquettes selon Degrace et al. (Degriaale, 2004).

2.4. Régime hyperglucidique et hyperlipidique (HB)

Des souris C57BL/6 méles agées de 4 semaines énteparties en 2 lots. Un lot de 5
animaux a été maintenu sous un régime standargstgnain second lot de 30 animaux a été
soumis a un régime riche en saccharose et en ggsaldggh Sucrose High FatHSHF)
(235HF SAFE, Augy, France). Ce régime HSHF contkO% de caséine, 13% d’amidon de
mais, 29,3% de saccharose, 5% de cellulose, 2,8 fattodextrine, 20% de saindoux, 2,5%
d’huile de soja, 7% minéraux 205B SAFE et 1% damiihe 200 SAFE. Aprés 19 semaines
de régime, 22 souris HSHF présentant a la foisunpogds et une hyperinsulinémie ont été
retenues. Les animaux avaient libre accés a l'eduawe régime HSHF renouvelé

guotidiennement.

3. Sacrifice des animaux

Avant chaque sacrifice, Les animaux sont anesthgsad injection intrapéritonéale d’un
mélange kétamine / xylazine (7,5 mg/1 mg respentiant par 100 g de poids corporel). Le
sang est récupéré en premier par ponction dansiri@ ave. Un échantillon de foie frais est
coupé et utilisé pour des mesureeexydation et/ou d’'incorporation des AG et le eesst
congelé dans de l'azote liquide. Le muscle, le €Agpididymaire (viscéral) et inguinal (sous
cutané) sont rapidement prélevés et congelés dialiazote liquide. Une fois le sang coagulé
et centrifugé a 6000 tours pendant 5 nhensérum est récupéré et congelé également @ans d

I'azote liquide. Tous les échantillons prélevéstsmmserves a — 80°C jusqu'a analyse.
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[I. ANALYSES BIOCHIMIQUES

1. Dosages sériques
1.1. Dosage des protéines totales

Les concentrations en protéines sont déterminées vkit BCA protein assay (Sigma)
selon la méthode de Smith (Smith et al., 1985)dasé la quantification le complexe soluble
entre I'acide bicinchoninique (BCA) et les ions Ciormés par les protéines en présence
d’ion Cu++. L'albumine sérique bovine est utilissmanme étalon. La lecture est réalisée avec

un lecteur de microplague Bio-Rad (modéle 680) Art6.
1.2. Dosage du glucose

La concentration du glucose est estimée par le glticose-Trinder » (Sigma-Diagnostics) en
utilisant la séquence glucose oxydase — peroxyaddasehromogéne. La mesure de la

coloration (formation de quinonéimine) s’effectuB( nm en lecteur de microplaque.
1.3. Dosage des acides gras libres (AGL)

On utilise le kit " Non-esterified fatty acids " d#hez Wako Pure Chemical Industries
(Richmond, VA, USA). Le dosage est basé sur la meesle I'HO, produit lors de la
formation d'un énoyl-CoA a partir d'un AGL. L'in&t€ du précipité pourpre, issu du dosage

du peroxyde mesuré a 550 nm, est fonction de laezdration en AGL.
1.4. Dosage des triglycérides totaux

Leur concentration est quantifiée a I'aide du K& Enzymatique PAP150 (Biomérieux) basé
sur la mesure spectrophotomeétrique a 505 nm deit@mine formée a partir du glycérol
libéré par une lipase (glycérokinase — glycérolR®gphate oxydase — peroxydase) et dont la
coloration est proportionnelle a la quantité depr€sente dans I'échantillon.

1.5. Dosage du cholestérol

Le kit cholestérol RTU (Biomérieux) permet de dokeecholestérol en utilisant la séquence
cholestérol estérase - cholestérol oxydase - pdesey — chromogene. L'intensité de la
coloration (formation de quinonéimine), mesuréed@ Bm, est proportionnelle a la quantité

de cholestérol présente dans I'’échantillon.
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1.6. Profils lipoprotéiques

Les lipoprotéines totales du sérum sont séparées-get Protein Liquid Chromatography
(FPLC) (AKTA ; Amersham Pharmacia Biotech). 200 de sérum sont injectés sur colonne
superose 6 (Amersham Pharmacia Biotech) avec Blatiaison de 0,3 mL/min d’'un tampon
TSE (Tris 50 mM, NaCl 9g/L, EDTA 1 mM, NaN3 0,2 g/pH 7,4). Les lipoprotéines sont
détectées a 280 nm. A partir des profils UV obtgfigare 45), le cholestérol total de chaque
fraction de 0,3 mL est mesuré grace au kit chales®TU (Biomérieux), ce qui permet de

déterminer la quantité de cholestérol de chaquéioprotéines selon leur profil en UV.
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Figure 45: Exemple de profil UV (280 nm) obtenu par FPLC.Xeades abscisses correspond au temps
en minutes et I'axe des ordonnées en mAU (milltasid’absorbance). Les espaces entre chaque trait

rouge correspondent a une fraction de 0,3 mL &éligour le dosage du cholestérol total.

1.7. Apolipoprotéines A-1 et B100

Les concentrations des lipoprotéines A-1 et B10Gt sdéterminées par un dosage
immunoturbidimétrique c'est-a-dire par immunopriéaipn en phase liquide via le Kirion
diagnostica(Espoo, Finlande). Le principe est basé sur labioaison des apoA-1 ou apoB
sériques avec un anticorps anti-apoA-1 ou anti-4p0Bprésent dans le réactif, ce qui forme
un complexe insoluble qui est mesuré par turbidiméCette turbidité est mesurée a 340 nm
et la concentration des deux lipoprotéines de dBtihon est déterminée a partir d'une courbe

de calibration obtenue grace aux standards fodams le Kkit.
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1.8. Dosage de l'insuline

Ce dosage s’effectue grace au kit « Mouse Insuliis& » (Mercodia ou AbCys ). La mesure
est basée sur une technique immuno-enzymatiquéeclkaique ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay), avec des anticorps antlimestliés a une peroxydase. Les anticorps
anti-insuline liés a la microplaque réagissent aled,3’, 5,5- tetramethylbenzinidine.

L’intensité de la réaction est mesurée par absor@i450 nm.

1.9. Dosage de 'ApN

Les taux d’ApN sont déterminésa le kit « Mouse Adiponectin ELISA Kit » (AdipoGeruo
AbCys). L’ApN est fixée par des anticorps spéciéigua I'adipokine murine, puis un couplage

avec un substrat développe une coloration doriehisité est mesurée a 450 nm.

2. Dosages hépatiques

2.1. Intégrité des ARNms

Les ARN totaux sont extraits des différents tisquemr la technique du Tri-Reagent
(Euromedex, Souffelweyersheim, France) adaptée gedcédure décrite par Chomczynski
(Chomczynski and Mackey, 1995). Ensuite, une meaurspectrophotométre a 260 nm et a
280 nm est réalisée. La premiére mesure permetdetifier les ARN totaux et la seconde
mesure permet de déterminer en fonction du rapgeg DO a 260 et a 280 nm la
contamination protéique. Le rapport pour un "ARNIr gloit étre compris entre 1,7 et 2.
L'intégrité des ARN est ensuite veérifiee sur un gghrose 1%, coloré au BET avec la
présence de deux bandes (ARN ribosomiaux 28S gt ApEes dénaturation des ARNs dans
une solution dénaturante (500 pl MOPs 10X ; 50@frhamide 50% ; 60 ul formaldéhyde
37%) a 60° C pendant 15 minutes, un mélange BE®n(Bre d’Ethidium) dilué au 1/ 1000
du bleue de bromophénol et 4ug d’ARNs sont dépsgeésin gel d’'agarose a 1% dans une
cuve remplie de MOPs 1X et mise sous tension (Lif3)vpendant 45 min. Le gel est revéle
par une exposition aux UV (GEL DOC 2000, Biorad).
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2.2. Dosage des protéines du foie

A Tlaide d'un mini broyeur a billes (Biospec Prodsic les échantillons de foie sont
homogénéisés dans du tampon phosphate salin (REBS8)ioph 1/100 v/v). Ensuite, Les

concentrations en protéines sont déterminées avieit BCA protein assay (Sigma) selon la
méthode Smith al, (Smith et al., 1985).

2.3. Dosage des lipides totaux du foie

Les lipides totaux sont extraits aprés broyagewdten 200 mg de foie selon la méthode de
Folch et al, (1957) (Folch et al., 1957) en préseticin mélange de chloroforme, méthanol
(2/1). Un aliquot de la phase chloroformique estamgé pour moitié avec du Triton X-100 a
1% dans du chloroforme. Aprés évaporation du clidonee et reprise dans de I'eau, les TG

sont alors dosés grace au kit TG PAP150 (BioméJieux

2.4. Dosage du glycogene

La mesure du glycogene est réalisée apres hydrelysgmatique selon (Bergmeyer et al.,
1974). Un homogénat de foie dilué dans 7 volumed@D4 (0,4 M) est centrifugé a 13000
g pendant 5 min. Un volume de surnageant est nisétravec du K2CO3 (0,75 M), puis
maintenu 10 min a 4 °C. Une partie de I'échantiksh mélangée a 4 volumes d’une solution
d’amyloglucosidase a 10 mg/mL en milieu acétatsatbum (0,3 M ; pH 4,8). Les mélanges
sont conservés a 37 °C pendant 2 h, puis centsfagg0000 g pendant 10 min a 4 °C. Un
essai téemoin est réalisé en absence d’amylogluassid.a quantité de glycogéne correspond
a la différence entre la quantité de glucose obfenu I'essai «amyloglucosidase» et I'essai
témoin ne contenant que l'acétate de sodium. Lmabée du protocole opératoire est
également appliqué a des solutions de concentsationnues en glycogene. Le glucose est

dosé selon la technique citée précédemment pdrien.

2.5. Activité de la lipase hépatique

L’activité de la lipase hépatique (LH) est mesu&épartir d’explants de foie frais selon la
méthode décrite par Iverius et Ostlund-Lindquistefius and Ostlund-Lindgvist, 1986)
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utilisant 1,67 mmol / L de trioléine émulsionnéamslau WME avec du Tri-9, 10 [3H] oléoyl-
glycérol (22 kBqg / essai; PerkinElmer) comme sudtstApres 2 h d'incubation a 37°C,
I'activité de la LH est calculée a partir de laicadttivité libérée dans le milieu ou incorporée

dans les explants de foie.
2.6. Captage des lipoprotéines de haute densit@l(H

Dans un premier temps, une fraction HDL est iscdé@artir du plasma humain par
ultracentrifugation séquentielle par flottation aella méthode décrit par Perségol akt
(Persegol et al., 2006). Parallelement, des maécul'ester de cholestérol (CE) sont
marquées au tritiuntHi] et combinées avec La-phosphatidylcholine et Ibytroxytoluéne
dans un rapport molaire de 500: 1: 6, ensuiteféwai aux ultrasons pour former des
liposomes. Le complexe HDL-[3H] CE a été obtenu guddition des liposomes a la fraction
HDL en présence de lipoprotéines plasmatiques costuee de la protéine de transfert des
esters de cholestérol (CETP) aprés une incubationednuit a 37° C sous une légere
agitation. Les HDL radiomarquées ont été séparaeeste des liposomes par une seconde
ultracentrifugation séquentielle et lavées deus fdans KBr (densité de 1,21). Enfin, les
HDL-[*H] CE ont été aliquotées et conservées a -80° qujadeur utilisation. Les mesures
d’uptake sont réalisées par incubation de 2 expldatfoie dans 1 mL de WME contenant 40
ug d’HDL-[3H] CE (0,3 mCi), a 37 ° C sous une légayitation. Trois heures apres, les
explants sont retirés du milieu, lavés trois fas,homogénéisés dans 400 ml de tampon
phosphate salin (PBS) avec un mini-broyeur a bi{Ri®spec Products). La radioactivité

retrouvée dans I'nomogénat représente la quariiidldcaptées par les cellules du foie.

lll. EXPRESSION GENIQUE PAR RT-PCR (REVERSE TRANSCRIPTASE-
POLYMERASE CHAIN REACTION) EN TEMPS REEL

Les ARNm totaux sont extraits des différents tispas la technique du Tri-Reagent
(Euromedex, Souffelweyersheim, France) adapté dedaédure décrite par Chomczynski
(Chomczynski and Mackey, 1995). L'expression desegeest évaluée par RT-PCR semi-
guantitative en temps réel. La synthese de '’ADMpl@mentaird ADNC) est réalisée a partir
a partir d’1ug dARNm totaux grace au kit Iscript cONA (Bio-Ralflarnes-La-Coquette,
France). La transcription inverse et 'amplificatides fragments d’ADNc sont réalisés dans
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un thermocycleur 2720 thermal cyclépplied Biosystems$-rance). Les PCR en temps réel
sont réalisées sur des plaques de 96 puits a gais ng d’ADNc dans un volume final de
25 uL composé de 12,pL de Mix PCR contenant d8ybr-green (Bio-Rad S.A., France) et
300 mM de chaque amorce (sens et anti-sens). lopeées des amorces sens et anti-sens
ont été seélectionnées grace au logiciel « Primess synthétisées paviWG-Biotech AG
(Ebersberg, Allemagne). Pour chacun des gene&studs séquences des amorces sens et

anti-sens ont été déterminées avec le logiciel &srfableau 8.

Tableau 8:séquences des différentes amorces utilisées.

Geénes 5'-sens primer-3' 5'-anti-sens primer-3' Lengde I'amplicon
(pb)
18S gtgtggggagtgaatggtg gcgagacagtcaaaccacg 60
ABCA1l ctcctgtggcttttggattc accccgataccttgctcct 66
ACC1 acaccatgttgggagttgtg gctgttcctcaggctcacat 64
ACC2 catggtagtggctttgaagga cgtgtcgatatcgttgttctg 114
AdipoR2 gaacttcctggccactctca tccattgaaaagcacacacg 87
ApN gccgcttatgtgtatcgcetc acattgggaacagtgacgc 67
CPT-I ggatctacaattcccctctge atcttaactgccggatccac 110
FAS ggctgcagtgaatgaatttg ttcgtacctccttggcaaac 55
FAT/CD36  aattagtagaaccgggccac ccaactcccaggtacaatca 67
G6P tggcctggcttattgtacct gtgctaagaggaagacccga 64
GK actttccaggccacaaaca tcccagaactgtaagccactc 78
Glut2 ctcttcaccaactggccct cagcagataggccaagtagga 113
HL gtgaatgtggggttagtggac acttcgcagattcctccagc 129
HMGCoAred gcctggatgggaaggagta cttatggctctgcagcectct 90
LDLR gattggctctgagtgcctgt  tctggctcctgacactcgtc 89
LRP gaccgactggcgaacaaat ctgggtgttggtcctctgta 87
PEPCK cagccagtgccccattatt ccaccaaagatgataccctca 77
PPARy2 atcttaactgccggatccac aggcacttctgaaaccgaca 69
SCD-1 ccggagaccccttagatcgagcctgtaaaagatttctgcaaacc 100
SR-B1 tcccttcgtgceattttctca gttcatcccaacaaacaggc 86
TNF-a ggcctccctctcatcagtt gatctgagtgtgagggtctgg 49
TPB acggcacaggacttactcca gctgtctttgttgctcttccaa 77

Les couples d’'amorces ont été déterminés avegjieidbPrimers! puis ont été synthétisés par MW@Gt&th AG
(Ebersberg, Allemagne). ACC, acetyl-CoA carboxylas®CA1l, ATP-binding cassette transporter A 1; APT
carnitine palmitoyltransferase |; FAS, fatty acignthase; FAT/CD36, fatty acid translocase; G6P¢aga-6-
phosphatase; Gk, glucokinase; HL, Hepatic lipasdG-HCoA, 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductade)LR,
Low density lipoprotein receptor ; LRP, LDL reaaptelated protein; PEPCK, phosphoenolpyruvatematinase;
PPARy2, peroxisome proliferator-activated recepi@; SCD-1, stearoyl-CoA desaturase-1; SR-BI, scaasteng

receptor class B type I; TN&; tumor necrosis factons TBP, TATA box binding protein.
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Les données sont analysées a l'aide du logicielR&id et de Microsoft Excel. La semi
guantification du nombre de copies d’ADN est cadeuh partir de courbes standards pour
chaque gene d'intérét établies a l'aide de 4 dihgi(1/10 a 1/10000) d'un ADNc contréle
positif. Les résultats de chacun des génes étudmd#, standardisés avec une moyenne
d’expression de deux génes de référence 18S et THOKAet exprimés en unités arbitraires

en choisissant la valeur 100 pour le témoin.

IV. DOSAGE DE LA PHOSPHO-AMPK PAR WESTERN BLOT

Le western blot est réalisé a partir d’explantsfale homogénéisés a l'aide d’'un Potter-
Elvehjem dans du PBS contenant des antiprotéasede®t antiphosphatases (Roche
Diagnostic) et diluée dans du tampon échantillon(2X5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 20% de
glycérol, SDS 4% , DTT, 5 mM DTT et 5% [-mercaphaéiol). Des quantités égales de
protéines ont été séparées par électrophorésengel @ 8% polyacrylamide contenant 0,1%
SDS et transférés sur des membranes de nitroc@lulHybond-ECL, Amersham
Biosciences). Ces dernieres sont fixées pendaeuleha température ambiante avec 5% de
BSA dans du tampon TBST (Tris-buffered saline n#@ Tris-HCI, 500 mM NacCl, 0,1% de
Tween 20, pH 7,4). Ensuite, les membranes sontbées) soit une nuit a 4 ° C avec un
anticorps anti-phospho (p)-AMRK (Thrl72) (dilution 1:1000; signalisation cellulair
Danvers, MA, USA), ou 1h a température ambiante aveanticorps anfd-actine (dilution
1:10.000; Sigma). Les membranes sont lavées avetB&BT pendant 1 h et incubées une
derniere fois en présence d'un anticorps secondainé-1gG liée a une peroxydase (dilution
1: 10 000) pendant 1 h. Les membranes sont law@esTBST et les spots sont révélés avec
des réactifs ECL (GE Healthcare).

V. MESURE DE LA CONSOMMATION D'OXYGENE DES EXPLANTS PAR
OXYGRAPHIE

La consommation d’'oxygene est mesurée sur un ogkigréHansatech, Norfolk, Angleterre)
equipé d'une électrode de Clark. Les mesures 8alisées 5 fois sur 1 explant placé dans une
cuve thermostatée a 37°C contenant 1 ml de PBSaggitation magnétique. L'éléctrode est
reliée a un ordinatewia une interface et les signaux entrants sont détettanalysés avec le

logiciel « Oxygraph Plus V1.01 (Hansatech) ».
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VI. OXYDATION DES ACIDES GRAS
1. Sur les explants de foie

A lissue de l'incubation, en présence d’acide patloe marqué, les explants de foie sont
rincés et broyés dans 1 mL de PBS a l'aide d’uni imiayeur a billes (Biospec Products).
Cette homogénat sera réservé pour le dosage deéinmmt Parallelement, le milieu
d’incubation est acidifié avec 1,5 mL d’acide péocigue a 25%. L’acide provoque la
libération du**CO2 dissout dans le milieu qui est ensuite piégéOpamL d’hydroxyde de
Hyamine (Packard) placée dans une louche en vesgeadue au centre du montage. La
quantité dé¢“CO2 formé est estimée par scintigraphie (Tri-C2980 TR). Deux heures plus
tard, le milieu acidifié est filtré a travers unembrane Millipore (25um de diameétre) sous
léger vide de maniére a retenir les AGL non réaatif les protéines qui sont tous deux
insolubles en milieu acide. Le comptage de la &ddivité du filtrat permet d’estimer la
guantité de molécules d’AG dégradées jusqu'au stdds produits acido-solubles
(principalement les corps cétoniques ainsi quedtideCoA, I'acétyl-carnitine). La quantité
d’AG utilisée pour lap-oxydation est donc déterminée par la mesure de lproduits de
dégradation. Ainsi, I'oxydation totale corresponth&omme de la radioactivité portée par le

CO2 libéré et les produits acido-solubles.

2. Sur muscle soléaire

La B-oxydation des AG a également été testée sur lelmasléaire selon la méthode adaptée
de Héron-Milhavetet al. (Heron-Milhavet et al., 2004). Le muscle soléadraichement
prélevé est entierement pré-incubé 30 min a 3703 sine forte agitation dans du milieu
incubation DMEM supplémenté en glucose (5mM) et 2166BSA. Ensuite, le muscle est
incubé pendant 2h a 37°C sous une légére agitddinoe du DMEM supplémenté en cocktail
d’antibiotiques-antifongiques (1%) et en L-carrati(0,50 mM) et en présence de 0,2 mM
d’acide palmitique [1-14C] (55,5 GBqg / mol, Perkinter, Courtaboeuf, France) fixés a
I'albumine (Bovin Serum Albumin, BSA) dans un ragipoolaire de 2,5/ 1.

Les conditions suivantes sont testées dans le butldderminer les conditions les plus
favorables a I'oxydation des AG et de valider notredele expérimental. Les muscles sont
incubés soit en présence de glucose (5 mM) avesaosi insuline (12.5uM), soit en absence
de glucose avec ou sans Malonyl-CoA (45.6 uM), wisgant inhibiteur de Ig-oxydation.
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Les résultats obtenufigure 48) indiquent clairement que I'oxydation des AG desuscle
soléaire est la plus élevée en absence de glutaseabsence d’insulin®e plus, dans ces
mémes conditions mais cette fois en présence denyiaCoA, la B-oxydation est inhibée
guasiment de moitié. Compte tenu de ces résuliatss retiendrons le milieu dépourvu de

glucose et d’insuline pour les expérimentationgrigdures.

18 -

O +ins +eluc
16 - )
14 O -ins +ghie
12 - .

H -ins -gluc
10 -

M -ins -gluc

+malonyl-CoA

nmol de palmitate /h.g de muscle-1
[=2]

Figure 48: p-oxydation de I'acide palmitique dans le muscleéaok entier de souris
incubé en présence ou en absence d’'insuline (12,5deMylucose (5 mM) et de malonyl-
CoA (45.6 uM).

Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=3)ahevaux sont utilisés aprés un jeline de 4 h.

VIl. CAPTAGE ET INCORPORATION DES ACIDES GRAS DANS LES
DIFFERENTES CLASSES LIPIDIQUES

A la fin de la période d’incubation, en présencacaie palmitique marqué, les explants de
foie (environ 0,2 g) sont broyés dans 1 ml de PBS&ide d’'un mini broyeur a billes (Biospec
Products). Sur cet homogénat de foie, 0.1 mL sesgrvés au dosage de protéines et le reste
est mélangé a une solution de chloroforme/méthéh@.25) afin d'arréter les réactions
enzymatiques et commencer |'extraction des liptdésux qui sera réalisée selon la méthode
de (Folch et al., 1957). Les différentes classesligides (PL: phospholipides, MG :
monoglycérides, DG : diglycérides, AGL : acidessglibres TG : triacylglycérols et EC :

ester de cholestérol) sont ensuite séparées pamatwgraphie sur couche mince de silice
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dans un milieu de migration composé d’hexane /réligylique / acide acétique / méthanol
(90/20/2/3, VIV). La radioactivité portée par ceadentes classes de lipides est mesurée en
utilisant un scanner de plaque (AR-2000 imagingisea instruction)L’analyse des radio-

chromatogrammes permettra de déterminer les paiages d'incorporation des AG dans les
classes lipidiques.

VIIl. ADIPONECTINE

1. ApN recombinante HEK293 (AbCys)

Les différentes formes de I'ApN possedent des ffaétaboliques distincts, toutefois les
formes hexamériques et la HMW-ApN sont les plugéegntatives par rapport a la forme
trimérique dans la circulation générale. De ceefarnous avons choisi d’utiliser 'ApN
recombinante issue de la lignée cellulaire HEK2@3(an embryonic kidney 293) (AbCys,
France) qui regroupe les trois formes de I'adipeWang et al., 2005jigure 49).

SDS-PAGE gel

"""""" L. 1
9T | -
66 Figure 4S Gel SDS-PAGE a 12% d’ApN
45 . recombinante HEK29 (AbCys). Dépbt de

- : 5ug/bande 1-Marquer de poids moléculaire.
31 - 2-Protéine  dénaturée. 3-Protéine  non
dénaturée
21
14 | =
1 2 3

L’ApN recombinante HEK293 se présente sous foryogHilisée et est reprise dans 200 pl
d’eau distilée juste avant d’étre utilisée a unecemtration finale de 8 ug/ml dans le milieu
d’incubation.

2. Validation de I'efficacité biologique de I'’'ApN recombinante HEK293

A I'heure actuelle, il est bien établi que I'ApNt&e la f-oxydation des AG dans le muscle

squelettique. Les travaux de Fruebtsal montrent,in vitro, une tendance a I'augmentation
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de la p-oxydation dans le muscle soléaire entier incubépesence d’ApN (2,5 pg/ml)
pendant 90 min (Fruebis et al., 200flg\fre 50).

G5

G0
35
50

o]

il

Qleate oxidation (nmolig)

EDL Soleus

Figure 5C. B-oxydation de l'acide oléiqgue dans le muscle sofeaintierincubé en
présence d’ApN (2,5 pg/ml) pendant 90 min selonregux de Fruebis et al. 2001.

Dans des conditions similaires, nous avons réaimne mesure df-oxydation du palmitate
sur le muscle soléaire incubé en présence de I''ggidmbinante HEK293 (8 pg/ml) pendant
90 min. Les résultats obtenus indiquent que I'AgMhsle la [3-oxydation dans le muscle

soléaire ce qui prouve l'efficacité biologique deprotéine recombinantédure 51).

O Témoin

EApN
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Figure 51 : B-oxydation de l'acide palmitique dans le muscleeaok entier de souris
incubé en présence d’ApN (8 pg/ml) pendant 90 min.
Les résultats sont des moyennes + E.S.M. (n=5)ahé@saux sont utilisés aprés un jeline de 4 h.
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3. Dosage de I’ApN adipocytaire

Afin de déterminer la contenu du TA en ApN, lesatdillons ont été homogénéisés grace a
un mini broyeur a billes (Biospec Products) dansvbluimes de tampon phosphate salin
(PBS). Aprés centrifugation a 12000 g pendant 16 @i4 °C, les surnageants ont été
recueillies avec soin a travers la couche de grasssurface, dilués a 1/40000 dans le PBS et
utilisés pour du dosage d’ApN via le kit « Mousapadectin ELISA kit » (AdipoGen ou
AbCys).

IX. STATISTIQUES

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. [fé&rehces entre les valeurs moyennes
sont testées par le test non paramétriqgue de Mawhiney. Les différences signivicatives

sont calculées pour une valgs0.05.
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