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Résumé

Le développement du tissu adipeux blanc est finémégulé par des facteurs pro- et anti-
adipogéniques. Au cours de l'obésité, son expansionduit & de nombreuses complications
métaboliques. A ce jour, peu de données sont disiesnsur les facteurs qui contrélent négativement
son développement. Dans ce contexte, le laboratonleigé ses recherches sur le réle de I'aldose
réductase murine Akrlb7 dans ce tissu. Akrlb7 xgstimmée dans la fraction stromale vasculaire du
tissu adipeux blanc et possede un effet anti-aédipigge sur les préadipocytes en culture. La
réalisation et I'analyse de souris invalidées deugeneAkr1b7 nous a permis de démontrer que la
perte de Akrlb7 entraine une expansion de la naipeuse par une hypertrophie et une hyperplasie
des adipocytes associées & une insulino-résistaesesourisAkr1b7” ne sont pas hyperphagiques
mais présentent un métabolisme basal réduit. AkgqUbposséde une activité prostaglandine synthase,
régule le développement excessif du tissu adipeuxdgux mécanismes dépendant de la RP&F
savoir, l'inhibition de l'adipogenese et de la lggmese. D’autre part, nous avons développé un
modéle de souris transgéniques sur-exprimant k@de@ductase humaine AKR1B1 dans le tissu
adipeux. Contre toute attente et a I'inverse delBARr ce modéle montre un effet pro-adipogénique de
AKR1B1. Ces données vivo révelent des activités inédites et opposées diffagentes isoformes
d’aldose réductase et ouvrent de nouvelles pisteag pppréhender les mécanismes contrblant
I’lhoméostasie adipeuse et ses déreglements.

Mots-clés tissu adipeux, PGE; aldose réductases, adipogenése, lipogenese

Abstract

White adipose tissue development is tightly regaaby pro-and anti-adipogenic factors. In
obesity, its increased development leads to manybméc complications. To date, little is known
about the factors that control negatively its gtawin this context, the laboratory has focused
researches on the murine aldose reductase AkrldThravhite adipose tissue. Akrlb7 is expressed in
stromal vascular fraction of white adipose tissuwl @&xhibits an anti-adipogenic action on a
preadipocyte cell line. Generation and studylaflb7” knockout mice allows us to demonstrate that
lack of Akrlb7 leads to adipose tissue expansiatdihypertrophy and hyperplasia of adipose cells
associated to insulin resistanédr1b7” mice are not hyperphagic but show reduced bastitrkc
rate. This phenotype confirms Akrlb7 involvementaisipose tissue physiology. Akrlb7 regulates
development of adipose tissue by a RGfependent inhibition of both adipogenesis andggmesis.
On the other hand, we have developed a transgaminenmodel over-expressing the human aldose
reductase AKR1B1 in adipose tissdagainst all odds and contrary to Akrlb7, this mogebws a
pro-adipogenic effect of AKR1B1. These vivo data reveal new and opposed activities of differen
aldose reductase isoforms and open new avenuesderstand the mecanisms regulating fat
homeostasis and its disturbances.

Keys-words: adipose tissue, PGF-aldose reductase, adipogenesis, lipogenesis







4-HNE
AA
ACBP
ACCA
ACTH
ADD1
AdipoR
ADN
ADNCc
ADP
adPLA
ADSF
AGE
AGNE
AGPAT
AKR
AMPc
AMPK
aP2
AR
AR
ARLP
ATGL
ATP
BAC
BMP
C/EBP
CCN
CCR2
CIAP
CoA
COX
CREB
DGAT

Liste des abréviations

4-hydroxy-2,3-trans-nonénal

acide arichidonique

acyl-CoA binding protein

acetyl-CoA carboxylasea
adrenocorticotropic hormone

adipocyte differenciation and determination factor 1
adiponectine receptor

acide désoxyribonucléique

acide désoxyribonucléique complémentaire
adénosine diphosphate

adipose tissue phospholipase A

adipocyte specific secretory factor
advanced glycation end-products

acide gras non estérifié
1-acylglycerol-3-phosphate acyltransférase
aldo-keto reductase

adénosine monophosphate cyclique
AMP-activated protein kinase

adipose protein 2

aldose réductase

androgen receptor

aldose reductase like protein

adipose tissue triglycerides lipase
adénosine triphosphate

bacterial artificial chromosome

bone morphogenetic protein
CCAAT/enhancer binding protein
cellules de la créte neurale

chemotctic protein recepetor

calf intestinal alkaline phosphatase
coenzyme A

cyclooxygénase

CAMP regulatory element-binding protein
diacylglycérol acyltransférase






Egr2 early growth response gene 2

ER oestrogens receptor

ERK extracellular signal-regulated kinase

FABP fatty acid binding protein

FACS fluorescence activated cell sorter

FAS fatty acid synthase

FAT fatty acid translocase

FATP fatty acid transport protein

FIZZ3 found in inflammatory zone (résistine)

FP F.. prostaglandin receptor

FR-1 mouse fibroblast growth factor regulated protein (Akrlb8)
FSV fraction stromale vasculaire

GAPT glycérol-3-phosphate acyltransférase

GFP green fluorescent protein

GLUT  glucose transporteur

GR glucocorticoids receptor

GSK3 glycogene synthase kinase 3

HDAC  histone déacetylase

HEK human embryonic kidney

HIF-1 hypoxia inducible factor 1

hMADS human multipotent adipose-derived stem cell
HMW high molecular weight

HPGDS hematopoietique prostaglandine D synthase
HSD hydroxystéroide déshydrogéenase

HSL hormone sensitive lipase
IBMX isobutylmethylxanthine

IL interleukine

IMC indice de masse corporelle
IRS insuline-receptor substrat

JAK2 janus kinase 2
KLF kruppel-like factor

LH luteinizing hormone
LMW low molecular weight
LPL lipoprotéine lipase
LPS lipopolysaccharide

MCP-1  monocyte chemoattractant protein 1






MEF
mESC
MGL
MR
MVDP
NADH
NADPH
PAI-1
PCR
PDE3
PEPCK
PG
PI3K
PKA
POMC
PPAR
RAGE
RAR
RBP4
ROS
SCD1
SFRP
Shn-2
SOCS
SREBP
STAT
SV40
TA
TG
TGFB
TLR4
TNFo
UCP1
VLDL
Wnt

mouse embryonic fibroblast

murine embryonic stem cell
monoglycerides lipase
mineralocorticoids receptor

mouse vas deferens protein (Akrlb7)
nicotinamide adenine dinucléotide
nicotinamide adenine dinucléotide phosphate
plaminogen activator inhibitor
polymerase chain reaction
phosphodiesterase 3

phosphoénolpyruvate carboxykinase
prostaglandines
phophatidylinositol-3-kinase

protéine Kinase A

proopiomélanocortine

peroxisome proliferator-activated receptor
receptor of advanced glycation end-products
retinoic acid receptor

retinol binding protein 4

especes oxygenées réactives
stearoyl-CoA desaturase 1

secreted frizzled-related protein
Schnurri-2
supressor of cytokine signalling

sterol regulatory-element binding protein
signal transducer and activator of transcription
simian virus 40

tissu adipeux

triglycéride

transforming growth factor f3

toll-like receptor 4

tumor necrosis factor a

uncoupling protein 1

very low density lipoprotein

wingless type
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Figure 1 : L’adipocyte brun.

Clichés de microscopie électronique a balayage {&)teansmission (B) d’adipocytes bruns. Les adipexy
bruns de forme polygonale contiennent de multiplasuoles lipidiques (L) ainsi que de nombreuses
mitochondries « brunes » a crétes transversales. @ éidipeux brun est richement innervé et vascularisé
CAP, capillaires; NERVE, nerf non myélinisé. D’api@intiet al.,2009.
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I. Le tissu adipeux blanc: un véritable organe.

A. Les tissus adipeux

Le tissu adipeux est un acteur majeur de I’homéostasie de I’organisme. Chez les
Mammiferes, deux types de tissus adipeux histologiqguement et fonctionnellement différents
existent : le tissu adipeux blanc et le tissu adipeux brun. Le tissu adipeux blanc représente la
plus grande réserve d’énergie de I’organisme. Son réle physiologique majeur consiste a
stocker de I’énergie sous forme de triglycérides et a la mobiliser en fonction des besoins de
I’organisme. Quant au tissu adipeux brun, il intervient essentiellement dans la thermogeneése :
I’adipocyte brun est spécialisé dans la consommation et la dissipation de I’énergie sous forme

de chaleur.

1) Le tissu adipeux brun : une source de chaleur.

Les adipocytes bruns sont composés d’un noyau central et d’un cytoplasme rempli de
nombreuses petites vacuoles lipidiques (Figure 1). La plupart des adipocytes bruns sont de
forme polygonale avec un diamétre généralement compris entre 15 et 50 um. Contrairement a
I’adipocyte blanc, I’adipocyte brun est équipé d’un grand nombre de mitochondries qui lui
permettent d’oxyder les acides gras et de fournir de la chaleur. La présence de ces nombreuses
mitochondries, trés riches en cytochromes, donne sa couleur brune au tissu. Classiquement, la
respiration cellulaire au sein des mitochondries est couplée a la synthese d’ATP a partir de
I”’ADP. Dans I’adipocyte brun, la consommation d’oxygéene n’est plus couplée a la synthese
d’ATP mais quasi la totalité de I’énergie des oxydations est dissipée sous forme de chaleur.
Cette capacité unique a réguler la dépense énergétique est appelée «thermogenése
adaptative » (Lowell and Spiegelman, 2000). Ce processus dépend de I’expression spécifique
de la protéine mitochondriale découplante UCP1 (ou thermogénine) qui, pour produire de la
chaleur, court-circuite le gradient de protons mitochondrial. La diffusion dans I’organisme de
la chaleur produite est facilitée par une localisation préférentielle du tissu adipeux brun au
contact immédiat de nombreux vaisseaux sanguins.

Le tissu adipeux brun est un tissu richement vascularisé et innervé par le systeme
nerveux sympathique qui régule son activite thermogénique. La noradrénaline, via les

récepteurs p3-adrénergiques, stimule d’une part la lipolyse afin de générer des acides gras qui
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Figure 2 : L'adipocyte blanc.
Représentation schématique d’'un adipocyte (a gauetheliché d’adipocytes blancs obtenu par microseopi
électronique a balayage (a droite).
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Figure 3: Le tissu adipeux.
Dans le tissu adipeux, les adipocytes sont regepdobules irrigués par un réseau capillaireséim de ces
lobules, les adipocytes tassés les uns contraitessgprennent une forme polyédrique.
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sont les substrats pour la production de chaleur, et d’autre part, elle augmente I’expression et
I’activité de la protéine UCP1 (Cannon and Nedergaard, 2004).

Surtout abondant chez les mammiféres hibernants, le tissu adipeux brun est également
présent chez les petits mammiféres qui sont contraints d’avoir un métabolisme énergétique
important. Chez I’homme, il est principalement présent chez le feetus et le nouveau-né ou il se
répartit dans la région interscapulaire, autour des gros vaisseaux, autour des reins et du cceur.
Aprés la naissance, il disparait rapidement pour finalement n’étre plus visible
macroscopiquement chez I’adulte. La persistance du tissu adipeux brun chez I’adulte n’a été
suggérée qu’en 2007, suite a I’étude des clichés obtenus par imagerie par tomographie a
émission de positons (Nedergaard et al., 2007). Cette technique, destinée a visualiser les
tumeurs métaboliqguement plus actives que les tissus sains, a également mis en évidence des
zones plus actives ne correspondant pas a des tumeurs. L’expression de la protéine UCP1
dans ces zones a finalement été démontrée par plusieurs équipes indépendantes en 20009,
confirmant I’existence de dép6ts adipeux bruns métaboliquement actifs chez I’adulte (Cypess
et al., 2009; Nedergaard et al., ; van Marken Lichtenbelt et al., 2009; Virtanen et al., 2009;
Zingaretti et al., 2009).

2) Le tissu adipeux blanc.

a. Structure et composition

- L’adipocyte blanc

L adipocyte blanc est une cellule sphérique dont la quasi-totalité du cytoplasme est
occupée par une vacuole lipidique unique. Celle-ci est entourée par une mince couche
cytoplasmique contenant [’appareil de Golgi, le réticulum endoplasmique, plusieurs
mitochondries et le noyau aplati et refoulé contre la membrane plasmique (Figure 2). Dans le
tissu adipeux blanc, les adipocytes tassés les uns contre les autres prennent une forme
polyédrique. Ils sont sépares par des fibres de réticuline et groupés en petits lobules, eux-
mémes séparés par de fines cloisons conjonctives (Figure 3). Chaque lobule est irrigué par un
petit réseau riche en capillaires. L’adipocyte blanc, siege principal de I’activité métabolique
du tissu adipeux, est une cellule extensible qui a la particularité de pouvoir s’adapter en

fonction des apports et des besoins énergétiques de I’organisme. Lors d’un déreglement
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positif de la balance énergétique, I’adipocyte stocke I’énergie sous forme de triglycérides au
sein de sa vacuole lipidique. Son diametre peut alors atteindre 100 a 150 pum. Dans ce cas, on
parle d’hypertrophie. A I’inverse, en situation de besoins énergétiques, les triglycérides qu’il
stocke au sein de sa vacuole sont mobilisés par le processus de « lipolyse » et acheminés vers
les autres organes. Outre cette capacité de stockage des lipides, I’adipocyte blanc posséde une

activité sécrétrice de nombreux facteurs agissant de fagcon paracrine et/ou endocrine.

- Les cellules de la fraction stromale vasculaire

Méme si les adipocytes représentent environ 50% a 75% de la totalité des cellules, le
tissu adipeux contient d’autres types cellulaires constituant la fraction stromale vasculaire
(FSV) (Figure 4). Cette fraction hétérogéne peut étre séparée des adipocytes matures par une
digestion du tissu avec de la collagénase suivie d’une centrifugation : les adipocytes gorgés de
lipides moins denses remontent a la surface alors que les autres cellules, qui composent la
FSV, sédimentent.

Cette fraction cellulaire regroupe un nombre important de cellules progénitrices. Les

analyses phénotypiques de la FSV ont révélé la présence de cellules souches
mésenchymateuses multipotentes capables de se différencier en plusieurs types cellulaires
ainsi que la présence de progéniteurs déja engagés dans différentes voies de différenciation
(Prunet-Marcassus et al., 2006; Rodriguez et al., 2005). Les précurseurs des adipocytes
matures, déja engages dans le lignage adipocytaire, sont appelés « préadipocytes ». Ces
préadipocytes constituent un pool duquel vont pouvoir dériver les adipocytes apres une étape
de différenciation. Du fait de leur engagement, ils appartiennent & une population différente
des cellules progénitrices mais sont morphologiquement indifférenciables des fibroblastes.
Aujourd’hui, aucun marqueur antigenique spécifique de ce type cellulaire, permettant de les
identifier, n’a été découvert.
Une large population de cellules hématopoiétiques est également retrouvée au sein de la
fraction stromale. Celle-ci est principalement composée de cellules souches hématopoiétiques
et de macrophages. Ces derniers sont fortement représentés puisqu’ils composent environ
30% de la FSV (Prunet-Marcassus et al., 2006).

Il est désormais acquis que la présence et la proportion des différentes populations au
sein de la FSV varient d’un dép6t adipeux a I’autre et selon les conditions physiologiques. Les
cellules de cette fraction ont un réle important dans le développement et la physiologie du
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Figure 5: Zone mixte dans laquelle le tissu adipeulanc et le tissu adipeux brun s’entremélent.
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tissu adipeux, notamment dans la fonction de sécrétion de I’ensemble du tissu adipeux et la
genese des pathologies liées a I’obésité.

- Les adipocytes bruns

Dans I’organisme du rongeur, les tissus adipeux bruns et blancs sont souvent
entremélés (Figure 5). Des zones de tissu adipeux blanc, brun et des zones mixtes peuvent
étre retrouvées au sein d’un méme dépdt, notamment dans la région sous-cutanée antérieure et
au niveau des depodts viscéraux péri-renaux, péri-surrénaliens et médiastinaux. Ces régions
mixtes sont génétiquement programmeées et dépendent de plusieurs facteurs comme I’age, le
sexe, la température environnante et le statut nutritionnel (Cinti, 2005). Une expression de la
protéine UCP1, disséminée dans le tissu adipeux viscéral, a également été observée chez des
patients sains et obeses (Garruti and Ricquier, 1992; Kortelainen et al., 1993). Selon
Oberkofler et coll., le tissu adipeux viscéral chez I’adulte sain contient un adipocyte brun pour
100-200 adipocytes blancs (Oberkofler et al., 1997).

- Vascularisation du tissu adipeux blanc

Méme si le role de la vascularisation dans le développement de la masse adipeuse est
reconnu depuis longtemps (Wassermann and Mc, 1963), la micro-circulation du tissu adipeux
a été longtemps négligée car ce tissu était considéré comme mal vascularisé. Cette faible
vascularisation apparente est due a la grande taille des adipocytes matures qui entravent le
réseau capillaire. En effet, la diminution du diametre des adipocytes aprés une peériode de
jedne chez I’animal, permet de mettre en évidence un réseau capillaire important autour de
chaque adipocyte (Rosell and Belfrage, 1979). Ainsi, lorsqu’on évalue la densité capillaire du
tissu adipeux soit en prenant en compte la surface capillaire et le volume «maigre » de
I’adipocyte, soit en marquant les érythrocytes au chrome 51, le réseau vasculaire du tissu
adipeux apparait aussi élevé que celui du muscle squelettique (Gersh and Still, 1945;
Hausberger and Widelitz, 1963).

Au cours du développement embryonnaire, I’angiogenése est étroitement liée a la
formation du tissu adipeux (Crandall et al., 1997). L’endothélium a un rdle prépondérant dans
le développement et I’expansion du tissu adipeux car il constitue une surface régulable
d’échange de nutriments, d’hormones, d’oxygéne et de cellules sanguines. Plusieurs études

démontrent que la néovascularisation est nécessaire a la différenciation adipocytaire qui elle-



Figure 6: Répartition du tissu adipeux chez la sous.

Le tissu adipeux est composé de deux dépdts soamézjtun dépot antérieur (A) (cervical, interscapeyaous-
scapulaire et axillo-thoracique) et un dépét paostiér(F) (dorsolombaire, inguinal et glutéal) et plesieurs
dépobts viscéraux : médiastinal (B) mésentérique réppéritonéal (D) et abdomino pelvique (E) (péraken
périsurrénalien et périgonadique). D’aprés Gantal.,2009.
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méme stimule les processus angiogéniques (Fukumura et al., 2003; Neels et al., 2004;
Nishimura et al., 2007).

- Innervation du tissu adipeux blanc

Le tissu adipeux est innervé par les fibres sympathiques et parasympathiques du
systéeme nerveux autonome. Celles-ci modulent ses fonctions endocrines et métaboliques
(Romijn and Fliers, 2005). De la méme facon que pour le tissu adipeux brun, I’innervation
sympathique, via I’adrénaline, est impliquée dans le contréle de la lipolyse. De plus, suite a
I’activation de ses récepteurs B3 adeénergiques, le neurotransmetteur inhibe également la
prolifération des cellules progénitrices en culture (Jones et al., 1992). La dénervation
sympathique locale du tissu adipeux chez les rongeurs conduit a une augmentation de leur
masse graisseuse, elle-méme résultant d’une augmentation du nombre de cellules adipeuses
(Cousin et al., 1993; Youngstrom and Bartness, 1998). Le tissu adipeux blanc possede
également une innervation parasympathique régulant ses fonctions endocrines et sa sensibilité
a I’insuline  (Kreier et al., 2002) et qui, contrairement a I’innervation symphatique, va

stimuler les processus anaboliques.

b. Répartition du tissu adipeux blanc.

Le tissu adipeux blanc se répartit dans I’organisme sous la forme de plusieurs dépéts
plus ou moins volumineux. Ces dépdts, soumis a des environnements différents, présentent
des propriétés et un réle physiologique distincts. De facon simplifiée, on distingue un tissu
adipeux blanc de soutien ou de protection mécanique et un tissu adipeux de reserve
énergétique. Le tissu adipeux de soutien est peu sensible aux variations nutritionnelles et sa
répartition anatomique est en lien avec sa fonction : il est retrouvé autour des orbites, dans les
paumes des mains, dans la plante des pieds et autour des articulations. Quant au tissu adipeux
de réserve, il est retrouvé au niveau sous-cutané et au niveau viscéral a proximité des organes
vitaux.

Chez les rongeurs, on retrouve de la graisse sous-cutanée dans la partie antérieure
(interscapulaire, sous-scapulaire, axillo-thoracique et cervicale) et dans la partie postérieure
(dorso-lombaire, inguinale et fessiére) (Cinti, 2005). Au niveau viscéral, le principal dép6t est
le dépot péri-gonadique. Chez le male, ce depdt adipeux bien delimité enveloppe et lie

I’épididyme, d’ou son appellation « péri-épididymaire ». Chez la femelle, il borde les ovaires,



Répartition androide:

chez ’homme, la masse
grasse est répartie
principalement dans la
partie supérieure du corps,
au niveau abdominal.

Répartition gynoide:
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grasse est répartie
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sous-cutané dans la
partie inférieure du corps.

Figure 7: Répartition différente du tissu adipeux @ fonction du sexe.
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les trompes utérines et la vessie mais ce dépbt est beaucoup moins volumineux que le dépot
péri-épididymaire. Du tissu adipeux est également présent autour du rein (péri-rénal), autour
de la glande surrénale (péri-surrénalien) et en position paravertébrale (ou rétropéritoneal). On
retrouve enfin des dép6ts au niveau médiastinal et mésentérique. La figure 6 permet de mieux
situer ces dépots.

Chez I’homme, le tissu adipeux est organisé également en dépdts sous-cutanés et
viscéraux. Néanmoins, la graisse sous-cutanée forme une nappe quasi continue autour du
corps (Arner, 1997). Les dépots viscéraux sont similaires a ceux de la souris, a I’exception du
tissu épididymaire que I’lhnomme ne possede pas.

La proportion ainsi que la distribution régionale de ce tissu est variable selon le sexe
de I’individu. En régle générale, la masse adipeuse représente seulement 10 a 15 % du poids
corporel chez I’homme, contre 20 a 30% chez la femme. De plus, chez I’homme, celle-ci
s’accumule de facon préférentielle au niveau viscéral (10-20% contre 5-8% chez la femme)
tandis que chez la femme, elle se répartit principalement au niveau sous-cutané, les régions
mammaires et fessieres étant particulierement touchées (Figure 7) (Wajchenberg, 2000). Afin
de désigner ces deux types de répartition, on parle de répartition « centrale » versus

« périphérique » ou bien « androide » versus « gynoide ».



Glucose

Glveérol Lactate,
ycero Acides aminés
\
Glycérol kinase PEPCK
Glucose
|
. Acyl
[ R > GIVCEOI 3P yamsdases e
X Gly-P DH
:
v
Pyruvate
Acyl-CoA
Pyruvate f
SCD1 ACS
Malate .
Palmitate
Acétyl-coA f AGNE
FAS
Cycle \ OAA Malonyl-CoA Acides gras libres
OAA
ACC
CitrateLy Acétyl-CoA
ACL

Lipoprotéines
AG-Albumine

Figure 8: Schéma de synthése des acides gras et tliggycérides

OAA: oxaloacétate; DHAP:dihydroxyacétone-phosphatdy-P DH: glycérophosphate déshydrogénase. ACL:
ATP-citrate lyase; ACC: acétyl-CoA carboxylase, FASty acid synthase, SCD1: stearoyl-CoA désatura§&s:A
acyl-CoA synthase; LPL: lipoprotéine lipase; FATRity acid transport protein; FABPpm: fatty acid binding
protein peripherally membrane-bound ; PECK: phosphip§mavate carboxykinase; AGNE: acides gras non
estérifiés



Bibliographie

B. Fonctions du tissu adipeux blanc

Le tissu adipeux blanc est un organe majeur pour le maintien de I’homéostasie
énergeétique de I’organisme par ses capacités de stockage et de libération des acides gras mais
également par sa capacité de sécrétion de molécules actives au niveau local ou systémique. La
fonction de réserve énergétique du tissu adipeux blanc est assurée par les adipocytes. Au sein
de leur vacuole, ils constituent un stock d’énergie sous forme de triglycérides qu’ils vont
pouvoir mobiliser en fonction des besoins de I’organisme. Quant a I’activité de sécréetion du
tissu adipeux, elle est portée a la fois par les adipocytes et par les cellules de la fraction

stromale.

1) Fonction de réserve énergétique

a. Lalipogenése de novo

Les lipides stockés par le tissu adipeux blanc sont issus essentiellement de ceux
apportés par I’alimentation. Néanmoins, des acides gras peuvent également étre synthétisés
par I’adipocyte a partir de substrats non lipidiques, comme le glucose, par le processus de
lipogenése de novo. Le glucose pénetre dans I’adipocyte grace a deux transporteurs
membranaires : GLUT1 et GLUTA4. Dans la cellule, il est dégradé en pyruvate par la voie de
la glycolyse, puis dans la mitochondrie, ce dernier est transformé en acétyl-CoA qui se
combine a I’oxaloacétate pour former du citrate (cycle de Krebs), capable de traverser la
membrane mitochondriale (Figure 8). L’acétyl-CoA, régenéré par I’action de I’ATP citrate-
lyase, est ensuite transformé en malonyl-CoA par I’acétyl-CoA carboxylase (ACC), la
premiére enzyme clé de la lipogenese de novo. La synthése d’acyl-CoA, catalysée par
I’enzyme FAS (fatty acid synthase), débute par la condensation d’une molécule d’acétyl-CoA
et de malonyl-CoA puis elle est suivie par des réactions de décarboxylation, réduction et
déshydratation. La longueur des chaines hydrocarbonées est obtenue par I’addition
séquentielle de malonyl-CoA a la chaine existante par I’enzyme FAS. L’acide gras produit
principalement est le palmitate (16 :00). Par la suite, la production d’acides gras a longues
chaines ou d’acides gras polyinsaturés requiert I’intervention d’élongases et de désaturases,
telles que SCD1 (stearoyl-CoA desaturase 1), qui sont présentes dans le réticulum

endoplasmique.
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Les études chez I’homme ont démontré qu’en comparaison avec la quantité apportée
par I’alimentation et dans un contexte non pathologique, la lipogenése de novo est un faible
contributeur d’acides gras pour la synthése de triglycerides dans I’adipocyte (Bjorntorp and
Sjostrom, 1978; Marin et al., 1992; Marin et al., 1987).

b. Apport des AG par I’alimentation.

La plupart des acides gras utilisés par les adipocytes pour la synthese des triglycérides
proviennent soit des acides gras non esterifiés (AGNE) liés a I’albumine plasmatique, soit des
triglycérides (TG) incorporés dans les lipoprotéines circulantes, telles que les chylomicrons et
les VLDL (very low density lipoprotein). La libération des acides gras qu’ils contiennent est
effectuée par la lipoprotéine lipase présente a la surface endothéliale des capillaires (Mead et
al., 2002). Le mécanisme de transport des acides gras implique plusieurs protéines, telles que
la translocase d’acides gras (Fatty Acid Translocase/CD36), les protéines de transport FATP 1
et 4 (Fatty Acid Transport Protein) et une protéine de liaison aux acides gras située a la
périphérie de la membrane plasmique FABPpm (Fatty Acid Binding Protein peripherally
membrane-bound) (Abumrad et al., 1999). Les souris Cd36™ présentent une augmentation de
leurs taux plasmatiques de VLDL-TG et d’acides gras libres qui peut s’expliquer par une
altération de la capture des acides gras par les tissus périphériques (Coburn et al., 2000). De
facon similaire, les souris Fatpl” sont résistantes & I’obésité induite par un régime suite a une
altération de I’apport des acides gras et de la formation des triglycérides dans les adipocytes
(Wu et al., 2006). Il est également probable qu’un systéme de diffusion passive co-existe,
cependant il semble quantitativement moins important (Doege and Stahl, 2006). Une fois dans
la cellule, les acides gras sont pris en charge par les protéines de transport FABPS
cytosoliques qui lient les acides gras libres et la protéine ACBP (Acyl-CoA binding protein)
qui lient les acides gras activés en acyl-CoA par I’acyl-CoA synthetase (Knudsen et al.,

2000). Ceux-ci sont ensuite orientés vers les voies d’oxydation ou d’estérification.

c. Syntheése des triglycérides.

La synthese des triglycérides nécessite du glycerol et des acides gras, transformés
respectivement en glycérol-3P et en acyl-CoA. Le glycérol-3P est généralement produit a

partir du glucose via la premiére étape de la glycolyse et/ou via la glycérogenése (Reshef et
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Figure 9 : Synthése des triglycérides.

La synthése comporte trois étapes: la formatiohadede phosphatidique, sa déphosphorylation etydégide et
I'estérification de la derniére fonction alcool glycérol.

(1) Deux acyl-CoA réagissent sur le glycérol 3-P pdanner de I'acide phosphatidique. Les fonctioroall
primaires et secondaires du glycérol-P sont estésfgrace a I'action des acyltransférases GPAT &AG

(2) Formation du diacylglycérol par la phosphatidateogphatase (PP) qui permet le départ du groupement
phosphate de I'acide phosphatidique.

(3) Le diacylglycérol réagit avec un acyl-CoA pour denune molécule de triglycéride grace aux diaggiétol
acyltransférases DGAT. Tous les acides gras utifisés la formation des triglycérides peuvent éffrents.



Bibliographie

al., 2003). La glycérogenese est la production de glycérol-3P & partir de substrats
gluconéogéniques comme le pyruvate, le lactate et certains acides aminés (Beale et al., 2003).
La contribution de la glycolyse et de la glycérogenése pour la production de glycérol-3P varie
selon le statut nutritionnel. En condition post-prandiale, la source majeure est la glycolyse par
I’action de la glycérophosphate déshydrogénase (Przybytkowski et al., 2007) et en condition
de jedne, le glycérol-3P est issu principalement de la glycérogenése contrdlée par la PEPCK
(phosphoenolpyruvate carboxykinase), elle-méme régulée au niveau transcriptionnel
particulierement par les glucocorticoides (Reshef et al., 2003). La formation de triglycérides
résulte d’une série de réactions enzymatiques menant a I’estérification successive des trois
fonctions alcool du glycérol-3P par les acyl-CoA. Ces réactions sont séquentiellement
catalysées par les glycérol-3-phosphate acyltransférases (GPAT1 et 2), la 1-acylglycérol-3-
phosphate acyltransférase (AGPAT2) et les diacylglycérol acyltransférases (DGAT1 et 2)
(Figure 9) (Large et al., 2004).

La plupart des enzymes impliquées dans la synthése des triglycérides sont présentes
sous différentes isoformes et ont certainement des réles distincts dans cette voie (Coleman et
al., 2000). Pour la plupart, elles sont régulees de fagon post-transcriptionelle. Le controle de
I’ensemble du processus de synthése des triglycérides implique des régulations
transcriptionnelles et post-transcriptionnelles, elles-mémes sous le contrdle d’hormones, de
nutriments et des conditions physiologiques (Coleman and Lee, 2004; Coleman et al., 2000).
La formation des triglycérides est notamment régulée positivement par le glucose et I’insuline
et négativement par le glucagon et les acides gras polyinsaturés. L’insuline qui est le
régulateur majeur, agit a différents niveaux (Campbell et al., 1992; Coleman et al., 2000;
Frayn et al., 1994; Sul and Wang, 1998): elle augmente les taux de glycérol-3P disponibles en
favorisant le recrutement des transporteurs de glucose et donc I’entrée du glucose, elle active
la lipoprotéine lipase (LPL) et la voie de lipogenese de novo via le facteur de transcription
SREBP1 (Foretz et al., 1999) et augmente donc le pool d’acides gras. Enfin, elle stimule leur
estérification pour former les triglycérides.

d. La lipolyse

Si la synthese des triglycérides a lieu dans d’autres organes comme le foie, la lipolyse
pour la production d’acides gras en tant que source d’énergie est une fonction unique de
I’adipocyte. En situation de déficit énergétique, la mobilisation des triglycérides stockés dans

les gouttelettes lipidiques par la lipolyse joue un role essentiel dans I’approvisionnement
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Figure 10 : Régulation de la lipolyse dans les adigytes.

ATGL initie la lipolyse en hydrolysant les triglytdes (TG) en diglycérides puis la lipase hormonusgde (HSL) les hydrolyse en
monoglycérides qui sont pris en charge par la mgreegide lipase (MGL), afin de générer au final dycgtol et trois acides gras. Ces acides gras
peuvent étre libérés dans la circulation ou oxyuHsl'adipocyte. 1) A jeun, les catécholaminestlilrs récepteurf-adrénergiques couplés aux
protéines @s et activent I'adénylate cyclase (AC) afin d’augneedtAMPc et activer la protéine kinase A (PKA). @eti phosphoryle HSL
permettant ainsi sa translocation du cytosol vengkuole lipidique. Dans le méme temps, les glotmoides augmentent I'expression d’ATGL.
2) Durant la période post-prandiale, I'insulinelisea son récepteur (IR), bloque I'expression de ATEla phosphorylation de HSL en diminuant
les taux d’AMPc. L'insuline régule également la gwotion de la prostaglandine, Rar Iinduction de la phospholipase, Bpécifique du tissu
adipeux (AdPLA). La prostaglanding fPGE), en se liant & son récepteur EP3 couplé & une peoi, inhibe 'AC et diminue la lipolyse.
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énergeétique en acides gras non estérifies au myocarde, aux muscles squelettiques, au rein et
au foie. L’utilisation des acides gras permet I’épargne du glucose dont les réserves sont
beaucoup plus limitées.

Trois lipases sont impliquées dans I’hydrolyse des triglycérides. La triglycéride lipase
du tissu adipeux (ATGL), la lipase hormono-sensible (HSL), et la lipase des monoglycérides
(MGL). La lipase hormono-sensible (HSL) a longtemps été considérée comme l'enzyme
limitante de la lipolyse des TG dans l'adipocyte. Cependant, la caracterisation des souris Hsl -
" n’a pas révélé d’obésité mais une accumulation de diglycérides dans le tissu adipeux,
suggérant une activité prédominante de diglycéride lipase pour cette enzyme et I’implication
également d’autre(s) lipase(s) dans ce processus (Haemmerle et al., 2002).

L’identification récente d’ATGL et les études menées par plusieurs laboratoires ont
permis de confirmer le réle majeur de cette enzyme dans la lipolyse. Les souris Atgl *~ sont
obéses et présentent une accumulation de triglycérides dans de nombreux organes
(Haemmerle et al., 2006). A I’inverse, les souris sur-exprimant ATGL de facon spécifique
dans le tissu adipeux présentent une lipolyse et une oxydation des acides gras accrues et sont
résistantes a I’obésité induite par un réegime (Ahmadian et al., 2009). Aujourd’hui, ATGL est
donc considérée comme la lipase majeure du tissu adipeux. La figure 10 représente le schéma
traditionnel et actuellement admis de la cascade lipolytique dans le tissu adipeux. La lipase
ATGL sépare le premier acide gras et HSL le second sur la molécule de triglycéride. Puis la
monoglycéride lipase libere enfin le glycérol et le troisieme acide gras. Malgré une
compensation partielle par HSL, les souris Mgl *~ présentent donc une augmentation des taux
de monoglyceérides dans le tissu adipeux (Taschler et al.).

Les acides gras libérés dans la circulation en tant qu’acides gras libres liés a
I’albumine plasmatique pourront étre utilisés par les adipocytes (ré-estérification en
triglycerides), par le muscle (oxydation) ou par le foie (oxydation ou synthese des

triglycérides).

Régulation de la lipolyse

La lipolyse adipocytaire est fortement régulée par les hormones. A jeun, les glucocorticoides
élevés stimulent I’expression de ATGL (Villena et al., 2004) tandis que les catécholamines,
via les récepteursp -adrénergiques couplés aux protéines Gs, augmentent les concentrations
d’AMPc et stimulent ainsi la phosphorylation de HSL par la protéine kinase A (PKA)
(Lafontan and Berlan, 1993) (Figure 10). La phosphorylation de HSL induit sa translocation

10
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dans la vacuole lipidique ou elle hydrolyse les diglycérides. A I’inverse, aprés la prise
alimentaire, I’insuline se lie a son récepteur et induit une cascade de signalisation qui, via la
phosphorylation et I’activation de la phosphodiestérase 3B (PD3B), diminue les taux d’AMPc
et donc I’activité de la PKA. Dans les cellules 3T3-L1, I’insuline réprime également
I’expression de ATGL (Kim et al., 2006). Cet effet inhibiteur a été confirmé in vivo chez des
animaux insulino-résistants. Le défaut de signalisation de I’insuline chez ces animaux entraine
une lipolyse accrue associée a une augmentation des transcrits ATGL (Kershaw et al., 2006).

Alors que la régulation endocrine de la lipolyse a été largement étudiée, la régulation
autocrine et paracrine est beaucoup moins connue. Cependant, Jaworski et coll. ont
récemment démontré I’importance des taux de prostaglandine E, (PGE;) dans la régulation de
la lipolyse. PGE; est la prostaglandine la plus abondamment sécrétée par le tissu adipeux. Via
I’activation de son récepteur EP3 et la diminution conséquente des taux d’AMPc, la PGE;
supprime la lipolyse. La production de PGE, dans le tissu adipeux est principalement
dépendante de la phospholipase majeure et spécifique du tissu adipeux, adPLA, qui est
fortement induite par I’insuline lors de la prise alimentaire. Chez la souris, I’ablation de
adPLA entraine une diminution drastique des taux de PGE;, conduisant a une augmentation de
la lipolyse adipocytaire via la phosphorylation de HSL et, en conséquence, a une résistance de
ces souris a I’obésité génétique et induite par un régime (Jaworski et al., 2009).

En plus de ces mécanismes, d’autres voies de signalisation induites par les cytokines
telles que TNFa, I’hormone de croissance, les peptides natriurétiques stimulent la lipolyse
alors que I’adénosine et le neuropeptide Y I’inhibent. Cependant, leur importance relative
reste a élucider (Jaworski et al., 2007; Lafontan and Langin, 2009).
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2) Le tissu adipeux blanc : un organe sécréteur

a. Introduction

D’un point de vue quantitatif, les acides gras libres issus de la lipolyse et libérés dans
la circulation sanguine représentent le principal produit de sécrétion du tissu adipeux et ont
longtemps été considérés comme le seul (Trayhurn and Beattie, 2001). Depuis la découverte
de la leptine en 1994 (Zhang et al., 1994), notre vision du tissu adipeux a considérablement
évolué. Le tissu adipeux, jusqu’alors caractérisé comme un tissu inerte servant uniqguement au
stockage de I’énergie, est apparu comme un organe endocrine actif. Depuis, plus d’une
centaine de molécules biologiquement actives et sécrétées par le tissu adipeux ont été
identifiées. Ces facteurs, regroupés sous le terme « d’adipokines », sont produits par les
adipocytes mais egalement par les autres cellules du tissu adipeux.

Ces adipokines agissent soit de fagon autocrine et/ou paracrine et régulent
I’homéostasie du tissu adipeux lui-méme, soit comme des hormones endocrines maintenant
ainsi un dialogue avec d’autres tissus. Le tissu adipeux blanc, via les adipokines, est ainsi
impliqué dans plusieurs processus centraux et periphériques, incluant I’appétit, le
métabolisme énergétique, celui du glucose et des lipides, les réponses inflammatoires,
I’angiogenése, la pression sanguine et la fonction de reproduction. L’adiponectine et, dans
une moindre mesure, la leptine sont principalement produites par I’adipocyte et méme si
celui-ci est également capable de produire certaines cytokines (TNE&, IL -6, MCP-1, PAI-1),
la grande majorité d’entre elles produites par le tissu adipeux provient des cellules non
adipeuses telles que les macrophages (Fain, 2010).

Lors de pathologies du tissu adipeux, I’altération de son profil cellulaire va entrainer
des changements dans la sécrétion locale de ces adipokines pouvant étre a I’origine de
complications associées (Trayhurn, 2005). Notamment, chez les individus obeses, le profil de
sécrétion de ces adipokines est déséquilibré suite a I’hypertrophie des adipocytes et a
I’infiltration des macrophages. A I’exception de I’adiponectine, leur quantité est généralement
corrélée positivement avec la masse adipeuse. Aujourd’hui, il est certain que plusieurs de ces
facteurs jouent un rdle important dans la physiopathologie des complications associées a
I’obésité, comme I’inflammation et la résistance a I’insuline. Certains d’entre eux sont

présentés ci-dessous.
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b. La leptine

La leptine, produit du géene ob, est une protéine de 16 kDa exprimée principalement
dans les adipocytes et sécrétée dans la circulation sanguine. Initialement, le statut d’hormone
anti-obésité lui a été attribué. La liaison de la leptine a son récepteur LRb au niveau des
neurones hypothalamiques, stimule la production et la sécrétion de neuropeptides
anorexigenes (ex : POMC, proopiomélanocortine) et supprime celle des peptides orexigénes
(ex: NPY, neuropeptide Y et AgRP, agouti-related protein) par I’activation des voies de
signalisation JAK2/STAT3 (Ahima and Lazar, 2008; Prodi and Obici, 2006). De fagon
indépendante, la leptine est également impliquée dans I’homéostasie du glucose et la balance
énergétique. Elle stimule I’oxydation des acides gras, la capture du glucose et prévient
I’accumulation des lipides aussi bien au niveau du tissu adipeux qu’au niveau des tissus
sensibles a I’insuline. Ces effets métaboliques de la leptine sont médiés au niveau central par
I’activation de I’axe hypothalamus-systéeme nerveux sympathique (Minokoshi et al, 2002) et
impliqueraient I’activation de ’AMPK (AMP-activated protein kinase) (Guo et al., 2007;
Kahn et al., 2005). Dés lors, un défaut de signalisation de la leptine di soit a une mutation de
son gene (ex : les souris ob/ob), soit de son récepteur (ex : souris db/db) entraine chez le
rongeur une obésité induite par un comportement hyperphagique combiné a une dépense
énergétique moindre (Chen et al., 1996; Lee et al., 1996; Zhang et al., 1994). Chez I’homme,
I’absence de leptine ou la résistance a son action conduit a I’obesité, le diabete de type 2 et a
I’infertilité (Clement et al., 1996; Reed et al., 1996).

La production de leptine est proportionnelle a la masse adipeuse et donc a la quantité
des réserves énergétiques de I’organisme. De ce fait, elle a une fonction « d’adipostat » pour
le systéme nerveux central qui régule la prise alimentaire et la dépense énergétique.
Cependant, chez les individus obéses présentant des taux élevés de leptine lies a la masse
adipeuse, un phénoméne de « résistance a la leptine » est observé. La leptine perd alors sa
capacité a controler le développement de I’obésité par ses effets (Myers et al., 2008).

La leptine regule les fonctions endocrines de I’organisme. Elle régule a la fois les
hormones hypophysaires, thyroidiennes, surrénaliennes, sexuelles et de croissance
(Mantzoros et al., 2011). Par exemple, la leptine a un impact sur la stéroidogenese ovarienne
et surrénalienne (Bornstein et al., 1997; Zachow and Magoffin, 1997). Dans la surrénale, elle
interfére avec la signalisation ACTH/AMPc possiblement par un mécanisme de dégradation
de I’AMPc impliquant JAK2, la PI3K (phosphatidylinositol-3 kinase), et la phosphodiestérase

PDE3. Cet effet conduit a la diminution de I’expression de I’enzyme P450scc et par
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consequent a une diminution de la stéroidogenése (Hsu et al., 2006). La leptine a également
un réle important dans la fonction de reproduction, la réponse inflammatoire et I’angiogenése
(Brewer and Balen, 2010; Ronti et al., 2006)

c. L’adiponectine

L’adiponectine est une protéine de 30kDa également appelée Acrp30, apM1 GBP28 et

AdipoQ. Il s’agit de I’adipokine la plus abondamment sécrétée par les adipocytes. Chez
I’Homme, elle atteint des taux plasmatiques de 3 & 30 pg/ml (Combs et al., 2003).
Contrairement aux autres adipokines, les taux plasmatiques d’adiponectine sont négativement
corrélés avec I’adiposité. L’adiponectine est au centre de nombreuses recherches en raison de
ses propriétés anti-athérogéniques, anti-inflammatoires et anti-diabétiques. En effet, de
nombreuses données suggérent I’implication de cette adipokine dans les complications liées a
I’obésité.
Les eétudes prospectives sur diverses populations indiquent que des taux faibles
d’adiponectine sont corrélés a une plus forte incidence du diabéte de type 2 et du syndrome
métabolique (Rabe et al., 2008). De facon similaire chez la souris, I’absence d’adiponectine
entraine une insulino-résistance et une intolérance au glucose (Maeda et al., 2002; Nawrocki
et al., 2006). A I’inverse, I’augmentation de celle-ci par administration d’une protéine
recombinante apres I’apparition d’un diabéte ou par transgenese, ameéliore la glycémie et la
sensibilité globale a I’insuline des rongeurs (Berg et al., 2001; Combs et al., 2004; Fruebis et
al., 2001; Yamauchi et al., 2001).

L’adiponectine se présente sous trois formes majeures : une forme d’homotrimere, une
forme de complexe a faible poids moléculaire comprenant 2 trimeres (LMW), ou une forme
de complexe a haut poids moléculaire formé a partir de 6 triméres (HMW) (Pajvani et al.,
2003). La multimérisation de I’adiponectine est une étape critique aussi bien dans la
régulation de sa sécretion que dans sa fonction de sensibilisation a I’insuline (Waki et al.,
2003). En effet, ces differents complexes présentent des caractéristiques biochimiques
distinctes (Schraw et al., 2008; Waki et al., 2003; Wang et al., 2007). 1l a été démontré que le
ratio du complexe a haut poids moléculaire a plus d’impact physiologique que la quantité
totale de I’ensemble des formes de I’adiponectine (Combs et al., 2003; Empana, 2008; Fisher
et al., 2005; Liu et al., 2007b).

Comme [I’adiponectine, I’expression de ces récepteurs, AdipoR1 et AdipoR2, est

diminuée dans les modeles murins d’obésité et de résistance a I’insuline. Ces deux récepteurs
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possedent des affinités différentes en fonction des formes de I’adiponectine et présentent une
distribution distincte. AdipoR1 a une expression ubiquiste alors que AdipoR2 est exprimé
principalement dans le foie (Yamauchi et al., 2003a). Cependant, méme si ces deux récepteurs
sont impliqués dans le métabolisme énergétique, ils possédent des effets opposés. En effet, les
souris déficientes pour AdipoR1 deviennent obeses, intolérantes au glucose et présentent une
dépense énergétique moindre alors que les souris AdipoR2” sont minces, résistantes a
I’obésité induite par un régime gras et ont une dépense énergetique accrue (Bjursell et al.,
2007; Liu et al., 2007a).
La distribution des récepteurs suggére une implication de I’adiponectine dans plusieurs
organes (Figure 11). Dans le foie et le muscle, I’effet sensibilisateur a I’insuline de
I’adiponectine passe a la fois par I’inhibition de la néoglucogenese (Berg et al., 2001) et par
une augmentation de I’oxydation des acides gras, médiées par I’activation de I’AMPK (AMP-
activated protein kinase) (Tomas et al., 2002; Yamauchi et al., 2002) et PPARa (Kersten et
al., 2000; Yamauchi et al., 2003b). De plus, en augmentant la sensibilité a I’insuline, elle
inhibe la production de glucose des hépatocytes primaires isolés (Yamauchi et al., 2007).
Récemment, Qiao et coll. ont mis en évidence une nouvelle fonction de I’adiponectine
dans le tissu adipeux. Leurs travaux démontrent que I’adiponectine, par I’intermédiaire de la
PKA, inhibe I’activation de la lipase hormono-sensible HSL. Ainsi, chez les souris déficientes
pour I’adiponectine ou dans les cultures primaires d’adipocytes issues de ces souris, la perte
de production d’adiponectine entraine une lipolyse accrue. De plus, cette étude demontre que
I’adiponectine controle les taux de la sous-unité régulatrice Rllo de la PKA en augmentant sa
dégradation (Qiao et al., 2011).

d. La résistine

La résistine, appelée également ADSF (adipocyte-specific secretory factor) ou FIZZ3
(found in inflammatory zone) est un polypeptide de 12,5kDa sécrété par les adipocytes. Le
terme de résistine provient de sa capacité a induire la résistance a I’insuline chez la souris.
(Steppan et al., 2001). Chez les rongeurs, la résistine est exprimée et sécrétée principalement
par les adipocytes matures, méme si son expression est également retrouvée au sein des flots
pancréatiques, de I’hypophyse et de I’hypothalamus. Les études perte et gain de fonction
menées chez les rongeurs suggérent que I’augmentation des taux de résistine observée chez
les individus obéses serait impliquée dans la médiation de la résistance a I’insuline au niveau

hépatique et musculaire (Banerjee et al., 2004; Muse et al., 2004; Pravenec et al., 2003;
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Rangwala et al., 2004; Satoh et al., 2004; Steppan et al., 2001). Néanmoins, chez I’homme,
son role est fortement controversé (Barnes and Miner, 2009). La résistine humaine est
quasiment indétectable dans le tissu adipeux (Patel et al., 2003) et les différentes études
menées chez I’homme ont rapporté des résultats contradictoires quant a son réle dans le
métabolisme du glucose. La résistine humaine est principalement produite et sécrétée par les
macrophages (ou cellules mononuclées de la périphérie sanguine) et possede des propriétés
pro-inflammatoires. Elle stimule la production de cytokines pro-inflammatoires telles que les
interleukines IL-1, IL-6, IL-12 et TNFa par I’activation du facteur nucléaire NFkB (Bokarewa
et al., 2005; Nagaev et al., 2006; Silswal et al., 2005) et peut étre elle-méme activée par les
interleukines et les antigénes microbiens tels que le LPS (Kaser et al., 2003; Lu et al., 2002).
Dans plusieurs situations physiopathologiques telles que I’athérosclérose (Reilly et al., 2005),
la maladie de Crohn (inflammation de [I’intestin) (Konrad et al., 2007) ou [I’arthrite
rhumatoide (Lee et al., 2009), les taux plasmatiques de résistine ont été positivement associes
avec un grand nombre de marqueurs inflammatoires suggérant que la résistine pourrait étre
impliquée dans le développement de ces maladies inflammatoires. Cependant, le ou les
récepteurs de la résistine n’ayant toujours pas été identifiés, il est difficile de comprendre les

effets clairement divergents de la résistine chez I’homme et le rongeur.

e. LePAI-1

Le PAI-1 ou inhibiteur des activateurs du plasminogéne est une protéine appartenant a
la famille des inhibiteurs des sérine protéases. Ce facteur anti-thrombotique inhibe I’activation
du plasminogéne dans le plasma et les tissus et donc la fibrinolyse (Huber, 2001).

PAI-1 est exprimé par les adipocytes et les cellules de la fraction stromale. Des
concentrations élevées de PAI-1 ont été rapportées chez les sujets obeses et elles sont
fortement corrélées avec la quantité de tissu adipeux viscéral (Fain, 2010). L expression de
PAI-1 est induite par les facteurs IL-1, TNFo, TGF-p et par I’insuline (Vaughan, 2005). Les
études de knockout chez la souris ont apporté des résultats contradictoires quant au réle de
PAI-1 dans le développement de I’athérosclérose. Cependant, la réduction de la prise de poids
et I’amélioration de la sensibilité a I’insuline observées chez ces souris suite a un régime gras,
suggerent que PAI-1 participe a la physiopathologie de I’obésité (Ma et al., 2004). De facon
intéressante, I’utilisation d’inhibiteurs de PAI-1 bloque la différenciation de préadipocytes

humains et murins, suggérant une activité autocrine et/ou paracrine de ce facteur (Crandall et
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al., 2006). Les taux de PAI-1 sont considérés aujourd’hui comme un critére additionnel pour
le diagnostique du syndrome métabolique.

f. La Retinol-binding protein 4

Une augmentation des taux plasmatiques de la retinol-binding protein (RBP4) est
retrouvée chez les souris obeses et diabétiques et chez des patients diabétiques (Chavez et al.,
2009; Graham and Kahn, 2007). Ces observations ont conduit a la création de modéles murins
de surexpression de RBP4 (par transgenése ou administration de protéine recombinante) et
d’invalidation génique, afin d’établir un lien direct entre RBP4 et la résistance a I’insuline.
Les résultats obtenus confirment que I’augmentation des taux de RBP4 provoque une
résistance systémique a I’insuline chez les souris tandis que les faibles concentrations ont un
effet opposé (Yang et al., 2005). En effet, chez les souris invalidées pour le transporteur de
glucose GLUT4, la réduction du flux de glucose entraine une augmentation de la sécrétion de
RBP4 contribuant a la résistance a I’insuline que développent ces souris. Méme si les
mécanismes par lesquels RBP4 régule I’action de I’insuline ne sont pas totalement connus,
I’augmentation de RBP4 induit une diminution de la signalisation a I’insuline au niveau du
muscle et une stimulation de I’expression de I’enzyme PEPCK et de la production de glucose
dans le foie (Yang et al., 2005). Cependant, un lien direct entre les taux de RBP4 et I’obésité,
la résistance a I’insuline, ou le diabete de type 2 n’a toujours pas été établi (Rabe et al., 2008).
Sa fonction d’adipokine regulant le metabolisme du glucose chez I’homme reste donc a

déterminer.

g. Les cytokines inflammatoires : IL-6 et TNFa.

Le tissu adipeux est une source importante d’interleukines inflammatoires et d’autres
cytokines. TNFa (tumor necrosis factor) et IL-6 sont les deux cytokines produites par le tissu
adipeux qui ont été le plus largement étudiées. Ces deux cytokines sont produites par les
adipocytes et les cellules de la fraction stromale. TNFo est considérée comme une cytokine
pro-inflammatoire a action plutdt paracrine alors qu’IL-6 libérée dans la circulation peut avoir
une action systémique (Mohamed-Ali et al., 1997). Leur taux plasmatique augmenté chez
I’obése a permis de proposer un lien entre I’inflammation du tissu adipeux et la résistance a

I’insuline induite par I’obésité.
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L’augmentation des taux circulants de TNFa chez les sujets obéses humains et murins
(Dandona et al., 1998) a été associé a la mise en place de la résistance a I’insuline et du
diabete de type 2 (Hotamisligil, 1999). Ces données sont en accord avec le fait qu’une
exposition chronique a du TNFa exogene induit une résistance a I’insuline in vivo et in vitro
(Lang et al., 1992). A I’inverse, la neutralisation de TNFa, son invalidation ¢ nique, ou celle
de ses récepteurs améliore la réponse a I’insuline des modéles de rongeurs obéses (Araujo et
al., 2007; Hotamisligil et al., 1994; Uysal et al., 1997). Toutefois, son role dans la résistance a
I’insuline chez I’lhomme est trés contreversé. Malgré certaines études démontrant que la
neutralisation de TNFa améliore la sensibilité a I’insuline de patients souffrant de maladies
inflammatoires chroniques (Gonzalez-Gay et al., 2006; Kiortsis et al., 2005), I’ensemble des
autres études cliniques ne démontre aucune amélioration (Bernstein et al., 2006; Dominguez
et al., 2005; Ofei et al., 1996; Wascher et al., 2011 ). Ces resultats remettent en question
I’implication de TNFa dans la liaison entre 1’obésité et la résistance a I’insuline.

Comme pour TNFa, les taux plasmatiques d’IL-6 sont corrélés positivement avec le
statut obese et la résistance a I’insuline. L’administration périphérique d’IL-6 chez le rongeur
provoque une résistance a I’insuline (Kim et al., 2004). Le tissu adipeux contribuerait a 30%
des quantités d’IL-6 circulantes, avec une production viscérale trois fois plus importante que
la production sous-cutanée (Fain et al., 2004; Fried et al., 1998). Les travaux réalisés sur les
adipocytes 3T3-L1 demontrent qu’IL-6 induit une résistance a I’insuline via I’activation de
STATS3 et I’augmentation de SOCS3 (supressor of cytokine signaling 3) (Serrano-Marco et
al., 2011). SOCS3 supprime la sensibilité¢ a I’insuline par I’association directe avec son
récepteur IRS (Rui et al., 2002; Ueki et al., 2004a) et la kinase Janus (JAK) (Ueki et al.,
2004b). De plus, elle stimule I’'ubiquitinylation d’IRS et augmente alors sa dégradation par le
protéasome (Rui et al., 2002). Ce mécanisme est actif in vivo puisque les souris surexprimant

SOCS3 dans le tissu adipeux développent une resistance a I’insuline locale (Shi et al., 2006).

h. Les chémokines

Les chémokines sont sécrétées généralement plus fortement dans le tissu adipeux
durant la progression de I’obesité. Leur rble est de permettre le recrutement des cellules
immunitaires au niveau des sites inflammatoires. MCP-1 (monocyte chemoattractant protein
1) et son récepteur CCR2 ont été les plus largement étudiés pour leur implication dans
I’accumulation des macrophages observée lors de I’obésité. Les taux de transcrits et de la

protéine MCP-1 sont rapidement augmentés dans les différents dép6ts du tissu adipeux blanc
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de souris, suite a un régime riche en graisse (Yu et al., 2006). Kanda et coll. ont démontré
que, chez des souris obeéses, la surexpression de MCP-1 favorise I’infiltration des
macrophages dans le tissu adipeux, la résistance a I’insuline, et la stéatose hépatique. A
I’inverse, la perte de la protéine ou de son récepteur CCR2 entraine une réduction de
I’accumulation des macrophages et des complications associées (Kanda et al., 2006).
Cependant, les différentes études n’ont pas toutes montré les mémes résultats et le phénotype
ne semble pas pénétrant a 100% (Surmi and Hasty, 2010). Ces données suggerent que MCP-1
a une action précoce pour le recrutement des macrophages et qu’une coopération entre

plusieurs chémokines est certainement nécessaire.

I. Les prostaglandines

Les prostaglandines sont des métabolites de I’acide arachidonique. Celui-ci peut étre

apporté par l'alimentation, mais il est essentiellement produit de fagcon endogéne a partir des
phospholipides membranaires par I’action des phospholipases A2. A partir de l'acide
arachidonique, la prostaglandine H2 (PGH2) est formée par I’action des cyclo-oxygénases
(Cox1 et Cox2). La PGH2 est un intermédiaire instable qui est rapidement converti en
thromboxane, ou en prostaglandines plus stables, telles que PGI2 (ou prostacycline), PGD2,
PGE2, PGJ2 et PGF20 (Figure 12). Ces médiateurs, rapidement sécrétés dans le milieu
extracellulaire par des transporteurs spécifiques (Schuster, 2002) agissent de facon paracrine
et/ou autocrine.
L’importance physiologique des différentes prostaglandines dans le tissu adipeux reste a
déterminer. Plusieurs études in vitro suggérent qu’elles pourraient participer a la
différenciation adipocytaire (voir Chap I1,E.3.e) ou a la régulation de la lipolyse.En effet, in
vivo, la prostaglandine majoritaire du tissu adipeux, PGE, est un important régulateur de la
lipolyse (voir Chap 1.B.1.d) (Jaworski et al., 2009). Quant a la prostaglandine PGD,, elle
participe a la fois a I’activation de I’adipogeneése et a la régulation de la sensibilité a I’insuline
lorsqu’elle est produite en grande quantité chez la souris (Fujitani et al., 2010). Les
prostaglandines sont également des modulateurs de nombreux autres processus
physiologiques et physiopathologiques tels que I’inflammation (Ricciotti and FitzGerald,
2011), la réponse immunitaire (Sakata et al., 2010), I’hypertension (Yuhki et al., 2011) et la
fonction de reproduction (Kobayashi and Narumiya, 2002).
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C. Obésité et complications métaboliques

1) L’obésité : un probleme majeur de santé publique

Considéré comme un tissu inerte, capable uniguement de stocker les graisses, I’étude
du tissu adipeux a pendant longtemps été mise de coté. Bien qu’il soit responsable de
I’atteinte esthétique des individus obéses ou en surpoids, il apportait cependant un caractere
« bien portant » a la personne. L’explosion de I’incidence de I’obésité au cours de ces
dernieres décennies, dans les pays riches comme dans ceux en voie de développement, a
permis de prendre conscience que I’exces de graisse provoque des altérations physiologiques
importantes et, de plus, dégrade I’état psychologique et perturbe la position sociale de la
personne.

En 1997, I'Organisation Mondiale de la Santé a reconnu I'obésité humaine comme une
maladie. Elle definit le surpoids et I'obésité comme «une accumulation anormale ou
excessive de graisse corporelle qui peut nuire a la santé » La surcharge pondérale et I’obésité
sont estimées notamment grace a I’indice de masse corporelle (IMC), une mesure simple qui
correspond au poids divisé par le carré de la taille, exprimée en kg/m?. On parle de surpoids
lorsque que I’IMC est égal ou supérieur a 25 et d’obésité lorsque celui-ci est égal ou supérieur
a 30 (http://www.who.int/topics/obesity/fr/).

A I’échelle mondiale, le nombre de cas d’obésité a doublé depuis 1980. Les derniéres
projections de I'OMS indiquent, qu'aujourd’hui, au moins un adulte sur trois dans le monde
souffre de surcharge pondérale et que pres d'un sur dix est obése. De fagon encore plus
inquiétante, en 2010, le surpoids concernait pres de 43 millions d'enfants de moins de cing
ans. Cet exces de tissu adipeux peut avoir en effet des conséquences graves pour la sante. Il
est parfaitement établi que le surpoids et I’obésité constituent des facteurs de risque
importants de maladies chroniques comme les maladies cardiovasculaires, I’hypertension
artérielle, la résistance a I’insuline, le diabete de type 2, des troubles musculo-articulaires tels

que l'ostéoarthrite et méme certains cancers (de I'endomeétre, du sein et du colon).

2) Modifications celllulaires au cours de I’obésité

L’origine de I’obésité est multifactorielle. Elle associe des facteurs génétiques et

comportementaux conduisant a un déreglement de la balance énergétique de I’organisme et
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ainsi a une expansion du tissu adipeux. Le remodellage cellulaire du tissu adipeux va mener a
une altération de ses fonctions métaboliques et sécrétoires, a I’origine du développement de
nombreuses complications métaboliques.

Au cours de la mise en place de I’obésité, le tissu adipeux répond de fagcon dynamique
a I’apport excessif d’énergie par une premiére phase d’hypertrophie rapide des adipocytes afin
d’augmenter le stockage des triglycérides. La cellule accumulerait les triglycérides jusqu’a
atteindre une taille critique au-dela de laquelle une phase d’hyperplasie apparaitrait grace au
recrutement de cellules progénitrices et de leur différenciation en adipocytes. L’hypertrophie
de I’adipocyte va modifier son propre fonctionnement. L’adipocyte hypertrophié devient
moins sensible a I’insuline qui, par conséquent, n’a plus la capacité de réguler normalement la
lipolyse post-prandiale, et contribue ainsi a une libération accrue d’acides gras libres
(Livingston et al., 1972). Cette augmentation chronique des acides gras circulants conduit a
un stockage ectopique de triglycérides au niveau du foie (stéatose hépatique) et du muscle
(Lewis et al., 2002) et est associée a une diminution de la sensibilité a I’insuline dans ces
tissus.

Comme nous I’avons précédemment évoque, au cours de I’obésite, le profil de
sécrétion du tissu adipeux est également modifié au détriment de la production d’adiponectine
et en faveur des facteurs pro-inflammatoires. La diminution des taux d’adiponectine favorise
le développement de la résistance a I’insuline, de méme que les facteurs pro-inflammatoires
qui vont maintenir le tissu adipeux dans un état inflammatoire de faible niveau. La mise en
place de cet état inflammatoire a été principalement attribuée, non pas au déreglement de la
sécrétion des adipocytes hypertrophiés, mais a un recrutement macrophagique (Figure 13). En
effet, chez I’homme et la souris, I’expansion de la masse adipeuse s’accompagne d’une
hypoxie tissulaire, d’une mort cellulaire accrue, d’un désequilibre de la production des
chémokines et d’un déreglement des flux d’acides gras. Tout cela va contribuer a une
infiltration macrophagique importante au sein du tissu adipeux (Sun et al., 2011). Ces
macrophages se disposent typiquement en couronne autour des adipocytes présentant des
signes de mort cellulaire afin d’exercer leur r6le de phagocytose et d’élimination d’adipocytes
métaboliquement défectueux, en particulier ceux ayant atteint leur taille critique.

Ces macrophages constituent une population hétérogene au sein de laquelle deux sous-
populations de macrophages ont été identifiées : les macrophages M1 ou « classiqguement
activés » qui sont induits par des facteurs pro-inflammatoires tels que le lipopolysaccharide
bactérien (LPS) et IFN-y, et les macrophages M2 ou « alternativement actives » (Gordon and

Taylor, 2005; Mantovani et al., 2004), générés in vitro suite a I’exposition aux interleukines
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IL-4 et IL-13 (Gordon, 2003). Alors que les macrophages M1 produisent principalement des
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, I1L-6, IL-12), les macrophages M2 produisent peu de
cytokines pro-inflammatoires mais génerent de grandes quantités de cytokines anti-
inflammatoires (IL-10 et IL-1) et ont une capacité de réparation et remodelage du tissu
endommagé (Gordon and Taylor, 2005). Au cours de I’obésité, un switch phénotypique est
induit, les macrophages passant d’un état d’activation M2 anti-inflammatoire et protecteur, a
un état M1 pro-inflammatoire (Lumeng et al., 2007).

En retour, la présence de ces macrophages va également contribuer localement a
I’altération de la biologie des adipocytes. La présence de cette population M1 a été corrélée
positivement a la diminution de la sensibilité & I’insuline des adipocytes. De plus, la mise en
présence du milieu de sécrétion des macrophages avec des adipocytes en culture stimule la
sécretion de facteurs pro-inflammatoires et induit une résistance a I’insuline. Les acides gras
ainsi libérés par les adipocytes rendus insensibles a I’effet anti-lipolytique de I’insuline
activent les macrophages vers le phénotype M1 (Figure 14). Cette boucle paracrine entre les
deux types cellulaires initie un cercle vicieux délétere et qui aggravent le statut inflammatoire
(Suganami et al., 2005).

Depuis quelques années, de nombreuses recherches ont démontré le réle de
I’inflammation dans les complications métaboliques associées a I’augmentation de la masse
grasse. Les études menées chez la souris ont en effet confirmées I’impact de cette infiltration
macrophagique sur la mise en place de la résistance a I’insuline. Chez I’homme obeése, seule
une corrélation avec la gravité d’atteintes hépatiques (stéatose et fibro-inflammation) a été
observée. Des études restent nécessaires afin de préciser les conséquences précises de la

présence de ces macrophages sur les fonctions meétaboliques.

3) Impacts métaboliques différents selon les dépdts concernés

Les études menées a la fois chez I’lhnomme et les rongeurs ont clairement associé la
prédominance du tissu adipeux viscéral au risque accru de développer des complications
métaboliques. En effet, I’obésité de type «androide » est fortement liée au syndrome
métabolique (Wajchenberg et al., 2002) et au diabete de type 2 (Hamdy et al., 2006). Par
conséquent, de nombreuses équipes ont centré leur recherche sur les caractéristiques et les
différences physiologiques des tissus adipeux blancs selon leur localisation et ont mis en

évidence un profil d’expression génique significativement différent, notamment entre le tissu

22






Bibliographie

adipeux sous-cutané et le tissu adipeux viscéral. (Gesta et al., 2006; Tchkonia et al., 2007;
Vidal, 2001; Vohl et al., 2004). En effet, plusieurs processus tels que le développement,
I’apport des acides gras et la lipolyse au sein de I’adipocyte, le contrdle du métabolisme
énergétique et la secrétion d’adipokines, different selon la position anatomique du tissu
adipeux (Caesar et al., 2010; Gesta et al., 2007; lbrahim, 2010).

Les différences majeures observées entre les dépbts peuvent étre attribuées en grande
partie, non pas aux adipocytes eux-mémes, mais a la fraction stromale vasculaire (FSV). Cette
fraction comprend les précurseurs adipocytaires desquels vont dériver les adipocytes matures
et les cellules immunitaires responsables notamment d’une grande partie des sécrétions du
tissu adipeux. L’analyse protéomique de cette fraction cellulaire a révélé un profil
indéniablement différent entre le tissu adipeux viscéral et le sous-cutané, témoignant d’une
composition et de propriétés cellulaires distinctes (Peinado et al., 2010). Les premiéres études
ont démontré tout d’abord que la fraction stromale du tissu adipeux sous-cutané présente un
potentiel adipogénique supérieur a celle du tissu adipeux viscéral. Par la suite, Joe AW et ses
collaborateurs ont confirmé que le tissu adipeux sous-cutané est beaucoup plus riche en
précurseurs adipocytaires que le tissu adipeux visceral et que, suite a un régime gras, ses
précurseurs présentent une capacité de prolifération supérieure. Le tissu adipeux sous-cutané
s’étend par hyperplasie et privilégie donc la production de nouveaux adipocytes a partir des
précurseurs présents dans la FSV, alors que I’expansion du tissu adipeux viscéral resulte
d’une hypertrophie des adipocytes existants (Joe et al., 2009).

Il est bien connu aujourd’hui que le tissu adipeux viscéral est métaboliquement plus
actif et posséde une activité lipolytique plus élevée (Jensen, 1995). En plus d’avoir une
vascularisation et une innervation par les axones sympathiques efférents plus riche (Bowers et
al., 2004), les adipocytes blancs viscéraux sont plus sensibles a la lipolyse induite par les
catéecholamines et moins sensibles aux effets anti-lipolytiques de I’insuline que ceux
provenant du tissu adipeux sous-cutané (Sadie-Van Gijsen et al., 2010). Par conséquent, dans
un contexte obésogene ou I’expansion du tissu adipeux intra-abdominal se fait principalement
par une hypertrophie des adipocytes, sa position anatomique favorise le drainage des acides
gras libérés directement au niveau hépatique par la veine porte (Bjorntorp, 1990). Dans le cas
de I’obésité androide, le foie est donc exposé aux fortes concentrations portales d’acides gras
libres, contribuant a une augmentation de la production de glucose, de la sécrétion de VLDL,
et a une diminution de la sensibilité a I’insuline.

Enfin, chez les sujets obeses, on observe une infiltration supérieure des macrophages

dans le tissu adipeux viscéral (Cancello et al., 2006), la quantité de macrophages accumulés
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étant corrélée de facon positive avec la taille des adipocytes (Weisberg et al., 2003). Cette
augmentation de macrophages, associée a la variation de sécrétions des adipocytes
hypertrophiés, conduit & une augmentation de la production de chémokines et de cytokines
pro-inflammatoires comme TNF-a et 1L-6 au sein du tissu. Ceci va participer a une induction
et un maintien de I’état inflammatoire local, renforcant ainsi la résistance adipocytaire a
I’insuline (Xu et al., 2003). De plus, la libération accrue d’IL-6 au niveau de la veine portale
peut affecter directement le métabolisme hépatique et favoriser la résistance a I’insuline
(Jensen, 2008).

La situation anatomique et les caractéristiques physiologiques du tissu adipeux
viscéral comparé au tissu adipeux sous-cutané résumées ci-dessus expliquent leur contribution
distincte dans le développement des désordres métaboliques associés a I’obésité.

De plus, il a été démontré que I’ablation chirurgicale du tissu adipeux intra-abdominal chez
I’homme entraine une amélioration de la glycémie et des taux d’insuline (Thorne et al., 2002).
Chez la souris, I’ablation de ce tissu améliore la tolérance au glucose chez le méle et la
femelle (Shi et al., 2007). Cependant, I’ablation du tissu adipeux sous-cutané aussi bien chez
les rongeurs que chez I’hnomme n’améliore aucun aspect du syndrome métabolique (Gabriely
et al., 2002; Klein et al., 2004; Shi et al., 2007). Finalement, Tran et coll. ont démontré que la
transplantation de tissu adipeux sous-cutané au niveau viscéral améliore les parameétres

métaboliques chez les rongeurs (Tran et al., 2008).
Du fait de cette relation avec les complications métaboliques associées a I’obésité, la

plupart des études chez la souris portent sur le tissu adipeux viscéral principal chez le méle, le

tissu adipeux péri-épididymaire.
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Il. Le développement du tissu adipeux.

A. Mise en place du tissu adipeux

La cinétiqgue de développement est variable selon la localisation du tissu adipeux
(Gesta et al., 2007). Chez les rongeurs, le tissu adipeux blanc est indétectable
macroscopiquement au cours de I’embryogenese mais, juste aprés la naissance, les dépots
périgonadiques puis sous-cutanés apparaissent et, enfin, les autres tissus visceraux. Chez le
feetus humain, le tissu adipeux se développe avant la naissance, au cours du second trimestre
de gestation. A la naissance, les dép6ts viscéraux et sous-cutanes, sont apparents (Poissonnet
et al., 1983; Poissonnet et al., 1984). A partir de I’a4ge adulte, méme si le tissu adipeux peut
produire de nouvelles générations d’adipocytes, leur nombre reste relativement fixe (Klyde
and Hirsch, 1979) et environ 10% seulement des cellules adipeuses du corps sont régénérées
chaque année (Spalding et al., 2008; Strawford et al., 2004). Les périodes feetales et post-
natales semblent donc déterminantes pour la formation du tissu adipeux.

Néanmoins, une des particularités du tissu adipeux est sa grande plasticité. Le tissu
adipeux est capable d’adapter sa morphologie en fonction des conditions physiologiques et
pathologiques telles que I’acclimatation a différentes températures, la gestation et la lactation,
I’obésité, le jelne et la restriction calorique (Cinti, 2009). Ainsi, dans des conditions d’exces
énergétique, I’augmentation de la masse adipeuse est le résultat d’une hypertrophie des
adipocytes qui augmentent leur stock de lipides et d’une hyperplasie de ces cellules adipeuses
(Hirsch and Batchelor, 1976; Kissebah and Krakower, 1994). L’adipocyte mature n’ayant pas
la capacité de proliférer, la production de nouveaux adipocytes résulte du recrutement et de la
différenciation de cellules progeénitrices.

Le processus de différenciation de ces cellules en adipocytes matures constitue
I’adipogenése. L adipogenese est généralement décrite comme un processus en deux étapes :
(1) Détermination ou engagement des cellules souches qui perdent leur capacité a se
différencier dans les autres lignages mésenchymateux et deviennent des préadipocytes. Dans
ce cas, on dit qu’elles sont déterminées ou bien engagées dans le lignage adipocytaire. In vivo,
les préadipocytes se multiplient et forment un pool duguel vont dériver les adipocytes.

(2) Différentiation terminale des préadipocytes qui deviennent alors des adipocytes matures et

fonctionnels.
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B. Les precurseurs des adipocytes blancs.

1) Précurseurs présents dans la fraction stromale

Les analyses phénotypiques des cellules de la fraction stromale vasculaire (SVF) ont
révélé la présence de préadipocytes, ainsi que la présence de cellules souches multipotentes
capables de proliférer et de se différencier en plusieurs types cellulaires (Guilak et al., 2006;
Prunet-Marcassus et al., 2006; Rodriguez et al., 2005). Selon leur environnement en culture
primaire, les cellules issues de la fraction stromale chez I’Homme et la souris peuvent
s’engager dans plusieurs lignages: adipogénique, ostéogénique, chondrogénique et
myogénique (Zheng et al., 2006; Zuk et al., 2001). Cependant, les cellules de la FSV
présentent in vivo une capacité tres limitée a se différencier en adipocytes (Hong et al., 2006;
Patrick et al., 1999; Sengenes et al., 2005). Cette fraction constitue une population cellulaire
trés hétérogéne et, a ce jour, aucun marqueur spécifique ne permet de distinguer les
intermédiaires cellulaires entre le passage de la cellule souche mésenchymateuse a I’adipocyte
mature. L’identité et la localisation des précurseurs adipocytaires in vivo restent donc
largement méconnues.

Néanmoins, une analyse par cytométrie de flux a récemment permis d’isoler, a I’aide
de marqueurs membranaires, différentes populations cellulaires de la FSV afin de tester leur
potentiel adipogénique. Par cette technique, Rodeheffer et ses collaborateurs, ont isolé une
sous-population cellulaire marquée Lin-:CD29+ :CD34+ :Scal+ :CD24+ a partir de tissu
adipeux de souris adultes qui est capable, aprés transplantation dans le tissu adipeux résiduel
de souris lipoatrophiques A-ZIP, de reconstituer un dépdt de tissu adipeux normal
(Rodeheffer et al., 2008). Ces cellules CD24+ repréesentent environ 0,08% de la totalité des
cellules de la FSV. En utilisant une approche différente, basée sur I’étude de lignées
transgéniques murines exprimant des génes rapporteurs sous la dépendance du promoteur
PPARy, Tang et coll. ont également isolé des précurseurs au marquage similaire, et
possiblement identique (CD45+ :Terl19- :CD34+ :Scal+). La plupart des adipocytes dérivent
de ces cellules deja engagées pendant la période prénatale ou post natale précoce. Elles sont
capables de se diviser afin de maintenir un pool de précurseurs au sein de la fraction stromale.
Cette étude a également démontré, qu’apres une transplantation chez des souris nude, ces

cellules donnent lieu a un depot ectopique de tissu adipeux (Tang et al., 2008).
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Il est intéressant de noter que la fraction stromale vasculaire contient d’autres cellules
capables de se différencier en adipocytes in vitro (telles que des cellules CD24-). Cependant,
leur capacité a produire des adipocytes chez les modeles murins est tres limitée (Rodeheffer et
al., 2008). Ces données indiquent que, dans les études préalables sur la formation du tissu
adipeux, I’utilisation de la totalité de la fraction stromale a certainement surestimé le potentiel

adipogénique réel in vivo.

En ce qui concerne la localisation des progéniteurs, le microenvironnement local (ou
niche) est un déterminant crucial pour leur fonction et leur maintien (Jones and Wagers,
2008). Des travaux antérieurs suggérraient que des précurseurs adipeux existaient a proximité
des vaisseaux sanguins (Sengenes et al., 2005). Grace au lignage génétique des précurseurs,
I’équipe de M.Graff a pu effectivement démontrer que la plupart correspond a des cellules
murales résidentes au sein des vaisseaux sanguins du tissu adipeux (Tang et al., 2008). Le
réseau sanguin apparait donc comme une niche de progéniteurs au sein du tissu adipeux,
auxquels il apporterait des signaux modulant leur prolifération et leur différenciation en

adipocytes matures.

2) Précurseurs externes au tissu adipeux

Ces derniéres années, plusieurs équipes ont également démontré une production
d’adipocytes a partir de cellules souches hématopoiétiques issues de la moelle osseuse. La
moelle osseuse est une source importante de cellules souches mésenchymateuses et
hématopoiétiques. Contrairement aux cellules souches mésenchymateuses, les cellules
hématopoiétiques peuvent migrer vers d’autres tissus par la circulation sanguine. La capacité
de ces cellules a générer des adipocytes a été verifiée in vivo par des études de transplantation
cellulaire chez la souris (Crossno et al., 2006; Sera et al., 2009; Tomiyama et al., 2008), et
également par un modéle de souris transgéniques exprimant le géne LacZ de facon restreinte
au lignage myéloide. Dans le tissu adipeux de ces souris, un nombre significatif d’adipocytes
exprimant le géne LacZ a été détecté, confirmant I’origine myéloide de certains adipocytes
(Majka et al., 2010). Le nombre de ces adipocytes issus des progéeniteurs myeloides est plus
élevé en cas de conditions pro-adipogénigques, comme un traitement aux thiazolidinediones ou
I’exposition & un régime riche en graisse et ils s’accumulent préférentiellement au niveau
viscéral. Dans cette étude, la présence d’adipocytes non marqués confirme I’existence

d’autres progéniteurs, résidents ou non au sein du tissu adipeux. La localisation adjacente aux
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vaisseaux décrite par Tang et ses collaborateurs pourrait également étre le reflet de ces

progéniteurs issus effectivement d’une niche externe et migrant via le réseau sanguin.

C. Origine développementale

Il existe peu de données concernant la formation du tissu adipeux au cours du
développement. Les adipocytes, comme les cellules musculaires et osseuses, sont
généralement considérés comme des cellules dérivant de cellules souches mésenchymateuses,
elles-mémes issues du mésoderme. Cependant, les études récentes de I’équipe de C. Dani
révelent une origine alternative des adipocytes issus de la créte neurale (Billon et al., 2007).
La créte neurale est une population cellulaire retrouvée chez les vertébrés, provenant du
neurectoderme.

Dans un premier temps, Billon et ses collaborateurs ont mis en évidence le potentiel
adipogénique de cultures primaires de cellules de la créte neurale (CCN) issues d’embryons
de caille. Des adipocytes matures ont pu étre obtenus a partir des CCN céphaliques et, dans
une moindre mesure, a partir des CCN du tronc (Billon et al., 2007). La contribution de la
créte neurale dans le lignage adipocytaire a ensuite été confirmée par une approche de tragage
in vivo des CCN et de leurs dérivés. L’étude de souris Sox10-Cre/Rosa26-YFP, possédant un
marquage persistant Sox10+ au niveau des CCN et de leurs dérivés, a mis en évidence la
présence d’adipocytes dérivant de la créte neurale au niveau des tissus adipeux céphaliques.
Néanmoins, aucun adipocyte marqué n’a été retrouvé au niveau des tissus adipeux du tronc.
De facon similaire, Takashima et coll. ont démontré, également par une approche de lignage
cellulaire in vivo, que certaines cellules souches mesenchymateuses de I’embryon sont
génerées a partir du neuroépithélium (Sox1+) et non du mésoderme, et une partie d’entre elles
passe par I’intermédiaire des crétes neurales (Takashima et al., 2007). Ces cellules souches
sont multipotentes et ont la capacité de se différencier in vitro en adipocytes.

L’ensemble de ces données démontre que les adipocytes sont genérés a partir du
mésoderme et de I’ectoderme, ce dernier intervenant uniqguement dans la région cranio-
faciale. La contribution de la créte neurale pour plusieurs tissus mésenchymateux, tels que les
os et les tissus conjonctifs de la face, avait préalablement été mise en évidence (Le Douarin et
al., 2004).
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D. Les modéles d’études de I'adipogenese

1) Modeles cellulaires d’étude de l'adipogenése

Nos connaissances sur les mécanismes moléculaireg\wkloppement adipocytaire
proviennent essentiellement de I'étude de diverdates cellulaires. Notamment, I'étude des
lignées 3T3 établies par Green et ses associésemasnées 70 a grandement amélioré nos
connaissances sur les mécanismes moléculairesdifél@nciation adipocytaire. Grace a ces
lignées préadipocytaires et aux cultures primaitasdifférenciation terminale a pu étre
largement étudiée (Rosen and MacDougald, 2006 Elcemment, l'utilisation de cellules
souches multipotentes murines et humaines ouvrpdess pour I'étude du renouvellement

des précurseurs et de leur engagement dans Igégthpocytaire.

a. Les lignées préadipocytaires

Les cellules 3T3-L1 et 3T3-F442A sont les plusiség#s et les mieux caractérisées
pour I'étude de I'adipogenese. Elles proviennentldaes de cellules fibroblastiques, isolés a
partir d’embryons de souriSwiss 3T3, qui ont été sélectionnées pour leur capa&ité
accumuler des lipides en réponse a une inductiomdmale (Green and Kehinde, 1975,
1976). En phase de croissance, ces cellules peddant morphotype fibroblastique mais sont
déja engagées dans le lignage adipocytaire. Afimddire leur différenciation, les cellules
confluentes sont exposées aux inducteurs adipogésitgls que le sérum de veau foetal, la
dexaméthasone (glucocorticoide de synthese), Uistibethylxanthine (IBMX) permettant
I'élévation des taux intracellulaires d’AMPc etn&uline. Suite au traitement, les cellules
acquierent les caractéristiques de l'adipocyte meaén 4-6 jours a savoir, I'apparition de
gouttelettes lipidiques et I'expression de I'enstndes géenes du programme métabolique des
adipocytes matures. Les deux lignées, 3T3-L1 et-BARA, different par leur stade
d’engagement qui est Iégérement plus avancé psweltiles 3T3-F442A.
L’avantage de ces lignées est qu’elles présenteatpopulation homogene permettant des
réponses aux traitements reproductibles.

De nombreuses autres lignées cellulaires, esdemmht murines, issues de
fibroblastes embryonnaire8MEFs mouse embryonic fibrobast), ont été établies a partir de
souris de divers fonds génétiques ou a partir destransgéniques.
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b. Les cultures primaires

Les précurseurs adipocytaires peuvent étre isolés du tissu adipeux blanc. Apres
digestion et centrifugation du tissu adipeux, la fraction stromale vasculaire (FSV) du tissu
adipeux blanc contenant les préadipocytes peut étre séparée des adipocytes et mise en culture.
Cette fraction contient plusieurs types cellulaires tels que des cellules souches
mésenchymateuses, des précurseurs endothéliaux, des macrophages et des lymphocytes T. La
proportion de cellules présentes dans cette fraction, notamment celles ayant la capacité de se
différencier en adipocytes, est variable selon I’espece, I’age et le depdt adipeux.
Contrairement aux lignées homogénes qui permettent d’étudier les acteurs des voies de
signalisation grace a leurs réponses reproductibles, les cultures primaires de FSV contenant
différents types cellulaires offrent un contexte proche des conditions in vivo. Le second
avantage de ces cultures primaires est qu’elles peuvent étre obtenues a partir de différents
dépdts de tissu adipeux, provenant de différentes especes, a différents ages et a la suite d’un
traitement in vivo de I’animal.

Cependant, I’utilisation de cultures primaires presente des inconvénients majeurs: la
prolifération et la différenciation des préadipocytes primaires sont clairement différentes selon
leur origine anatomique et I’4ge du donneur (Djian et al., 1983), ce qui nécessite des
précautions quant a la reproductibilité et la confrontation des résultats obtenus. De plus, une
quantité importante de tissu adipeux est requise car les préadipocytes sont présents en trés
faible quantité, et de surcroit, il est difficile de les séparer des autres cellules fibroblastiques.
La sélection peut se faire en utilisant un milieu de culture approprié qui permet uniquement
I’induction de la différenciation des préadipocytes (Hauner et al., 1989), ou grace aux
marqueurs de surface récemment identifiés qui permettent une purification sélective par des
billes magnétiques immunitaires ou par FACS (Sengenes et al., 2005). Enfin, bien que ces
cellules soient capables de se différencier en adipocytes in vitro, elles sont plus difficiles a

entretenir et ont une durée de vie trés limitée.

c. Les cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires murines (mMESC) sont des cellules souches
pluripotentes dérivées de I’épiblaste de blastocyste de souris. Au stade indifférencié, elles sont
capables de se multiplier indéfiniment et, en présence d’inducteurs appropriés, elles sont
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capables de se différencier directement en adipocytes fonctionnels (Dani et al., 1997).
Cependant, un traitement préalable et transitoire des corps embryonnaires avec de |’acide
rétinoique est nécessaire a I’engagement des cellules avant I’induction de leur différenciation
en adipocytes matures par un cocktail adipogénique classique.

Plus récemment, des cellules souches multipotentes humaines, les cellules hMADS
(human multipotent adipose-derived stem cells), ont été isolées a partir de la fraction stromale
de tissus adipeux de nourrisson et des lignées ont été établies (Rodriguez et al., 2005). Ces
cellules hMADS peuvent subir une trentaine de passages en culture sans perdre leur capacité a
proliférer et a se différencier en adipocytes, ostéoblastes ou chondrocytes (Rodriguez et al.,
2005; Zaragosi et al., 2006). Ces cellules sont donc un modeéle approprié pour I’étude du
métabolisme adipocytaire. De plus, la possibilité de les modifier génétiquement fait de ces
cellules un outil puissant pour I’étude des mécanismes précoces de développement du tissu
adipeux murin et humain. De plus, la transplantation chez la souris des cellules de la FSV ou
des cellules humaines, hMADS, a démontré que les cellules souches du tissu adipeux offrent
un potentiel thérapeutique prometteur pour la régénération et la réparation tissulaire (Dani,
2006).

2) Modéles animaux

- Intéréts

Il est évident que les signaux que recoivent les précurseurs adipocytaires in vivo sont
trés complexes et ne peuvent étre reproduits sur des modeles cellulaires in vitro.
L’étude transcriptomique réalisée par Soukas et coll. démontre que le programme cellulaire
associe a la différenciation adipocytaire in vivo est considérablement plus complexe que les
données obtenues avec les modéles cellulaires (Soukas et al., 2001). En effet, méme si au
cours de la différenciation les cellules adipeuses expriment in vitro beaucoup de genes
identiques et possédent des caractéristiques morphologiques et métaboliques similaires aux
adipocytes in vivo, le profil d’expression obtenu in vitro au cours de la différenciation est tres
différent de celui de la fraction stromale et adipocytaire du tissu adipeux blanc in vivo. La
confrontation des résultats obtenus a partir de cultures cellulaires avec des modeles in vivo est

donc indispensable. A ce jour, la création de modéles murins transgéniques a permis de
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Tableau 1: Récapitulatif des modéles animaux mentionnés dans ce manuscrit.

M éabolisme
FATP Fatpl” résistance a I’obésité, absence de formation de TG
dans les adipocytes
CD36 Cd36™ 1 taux plasmatiques VLDL-TG et AG libres.
HSL Hsl™” accumulation de diglycérides dans le TA, absence
d’obésité
ATGL Atgl” obésité, 1 de triglycérides dans les tissus
surexpression TA 1 lipolyse, Toxydation des AG
MGL Mgl™ Augmentation des taux de monoglycérides dans le
TA
adPLA adPLA™ | PGE2, 1 lipolyse, 1 phosphorylation de HSL,
résistance a I’obésité induite et génétique
Adipokines
Leptine invalidation obésité, hyperphagie, | dépense énergétique
ob/ob (leptine)
db /db (récepteur)

Adiponectine

PAI-1
RBP4
GLUT4

TNFa

MCP1

Adiponectine™
AdipoR1™
AdipoR2™

PAI-17"
surexpression dans TA
adipose Glut4™

invalidation TNFa ou
récepteur

Mcpl”

surexpression TA

résistance a I’insuline, intolérance au glucose,
tlipolyse

souris obeéses, résistance a I’insuline, intolérance au
glucose, |dépense énergétique

souris minces, résistance a I’obésité, 1dépense
énergétique

1 sensibilité a ’insuline, résistance a 1’0bésité
résistance a I’insuline
| flux de glucose, RBP4, résistance a I’insuline

1 sensibilité a I’insuline, 1 AG circulants

| infiltration macrophagique, 1 sensibilité a
I’insuline en réponse a un régime gras

1 infiltration macrophagique, 1 résistance a I’insuline




Bibliographie

confirmer, de préciser ou bien méme parfois de réfuter de nombreuses hypotheses apportées
par les études cellulaires.

- Méthodes

Les animaux transgéniques sont genéralement créés par deux méthodes: la
microinjection d’ADN dans le pronucléus d’un ovocyte fécondé ou par I’intégration de
cellules souches embryonnaires modifiées dans un blastocyste. Ceux-ci sont ensuite
réimplantés au stade blastocyste dans I’utérus d’une mére pseudogestante.

La premiere méthode consiste a introduire un grand nombre de copies du fragment
d’ADN linéaire dans un des pronucléi de I’ovocyte fécondé. L’intégration de I’ADN étranger
doit étre réalisée avant le doublement du matériel génétique précedant le premier clivage afin
que I’animal résultant possede le transgene dans toutes ces cellules. Par cette méthode, le
locus d’insertion du fragment est aléatoire, de la méme maniére que le nombre de copies
insérées. 1l y a donc un risque que le transgene soit sous ou sur-exprimé ou bien qu’il s’insére
dans une région verrouillant son expression.

La seconde technique est I’insertion du transgene dans des cellules souches
embryonnaires (cellules ES), issues du bouton embryonnaire d’un blastocyste. Apres la
transfection de I’ADN étranger dans les cellules ES, celles-ci sont sélectionnées, clonées et
les cellules ayant incorporé, par recombinaison homologue, le transgéne dans le bon locus
sont microinjectées dans un embryon au stade blastocyste. L’animal chimérique issu de cet
embryon transmettra le génotype recombinant si les cellules ES injectées ont contribué a la
formation des cellules germinales. Par cette méthode, il est possible de cibler la région
d’insertion de la séquence d’ADN et donc de modifier de fagon précise une séquence d’ADN.

- Les différents types de modeles animaux

Ces techniques de transgenese ont permis d’obtenir des centaines de modéles animaux
transgéniques. D’une facon génerale, dans le cadre de I’étude du développement du tissu
adipeux, on distingue trois principaux types d’approches : les modéles « perte de fonction »
ou généralement le géne endogéne d’intérét est remplacé par un allele modifié non
fonctionnel, les modeéles «gain de fonction » ou il s’agit de faire surexprimer ou exprimer de
facon ectopique un géne dans un tissu donné, et les modeles « traceurs d’expression » qui

permettent a I’aide de genes rapporteurs, tels que le gene codant pour la GFP (green
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Tableau 1 (suite)

Adipogenéese

Facteurs de transcription

PPARy

C/EBPa

C/EBP et &
C/EBPs

SREBP1

KLF5
STATS
AR

Prostaglandines

Ppar”

Ppar” chimérique
expression hypomorphe

Clebpo”

Clebpf™ etlou c/ebpp™

Dominant négatif A-
C/EBP

Srebpl™”

Surexpression TA

hétérozygotes

invalidation TA

AdPLA adPLA™

HPGD synthase surexpression

FP (récepteur PGF,,) Fp”

AKR1B

Akr1b3 Akr1b3”
Akr1b3" - db/db

Akr1b7 Akr1b7"

défaut de développement placentaire, létalité
embryonnaire

les cellules invalidées n’ont pas donné d’adipocytes
lipodystrophie, résistance a I’obésité

défaut d’accumulation de lipides dans le TA et le
foie, déces juste apres la naissance due a une
hypoglycémie

mortalité +++, défaut de développement du TA

Retard de développement du tissu adipeux, stéatose
hépatique, hyperinsulinémie, hyperlipidémie

Létalité embryonnaire +++, 1 SREBP2
Diminution de I’expression des genes lipogéniques

lipodystrophie
défaut de développement du TA
| des dépdts adipeux

1 taux d’cestrogénes et obésité sous-cutanée

| PGE2, 1 lipolyse, 1 phosphorylation de HSL,
résistance a I’obésité induite et génétique

obésité, 1 sensibilité a I’insuline, 1 adipogenése

défaut de parturition, pas de données sur le TA

protection contre les neuropathies, absence de
variation du poids et de défaut au niveau du TA

| des signes de neuropathies observés chez les souris

db/db

pas d’analyse du tissu adipeux
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fluorescent protein) ou le gene LacZ codant pour la B-galactosidase, de révéler I’activité in
vivo des régions promotrices d’un gene et rendre compte de son patron d’expression au cours
du développement, depuis I’embryon jusqu’au stade adulte.

Les modeéles perte et gain de fonction évoqués dans ce manuscrit sont repertories dans le

tableau 1.

33






Bibliographie

E. Les mécanismes moléculaires de I’adipogenése

La majorité des données sur les mécanismes moléculaires de I’adipogenese a été
obtenue a partir d’expériences réalisées sur les lignées murines 3T3-L1 préadipocytaires. Dés
lors, les auteurs décrivent généralement I’adipogenése comme un processus « deux-étapes » :
la premiére consiste en la détermination des cellules souches en préadipocytes, et la seconde
correspond a la différenciation de ces préadipocytes en adipocytes matures. La cascade
transcriptionnelle qui coordonne I’expression des génes permettant cette derniére étape de
différenciation a été le sujet de nombreuses recherches et elle est aujourd’hui relativement
bien détaillée (Gesta et al., 2007; Rosen and MacDougald, 2006; Tontonoz and Spiegelman,
2008).

Toutefois, le processus d’adipogenése est assurément plus complexe et, malgré les
progrés considérables concernant la différenciation terminale, les meécanismes précoces
impliqués dans I’engagement des cellules souches vers le lignage adipocytaire restent

largement inconnus.

1) Régulation de la détermination

La différenciation de cellules souches embryonnaire murines (MESC) en adipocytes
fonctionnels a été réalisée pour la premiére fois par I’équipe de C. Dani en 1997, qui
démontra que I’engagement de ces cellules souches vers le lignage adipocytaire nécessite une
exposition précoce et transitoire du bouton embryonnaire aux acides rétinoiques (Dani et al.,
1997). Par la suite, un criblage utilisant des rétinoides synthétiques spécifiques des différentes
isoformes des récepteurs RAR (retinoic acid receptor) a permis de démontrer que I’isoforme
RARp esta la fois nécessaire et suffisante a I’engagement de ces cellules vers le lignage
adipocytaire (Monteiro et al., 2009). Cette détermination induite par I’activation de RARB est
dépendante de I’activation de la GSK3 (glycogene synthase kinase). En effet, I’utilisation
d’inhibiteurs pharmacologiques de cette enzyme inhibe I’adipogenése des cellules mESC. Ces
premiers résultats ont apporté de nouvelles pistes pour I’étude des génes impliqués dans les
étapes précoces de I’adipogenése. Notamment, I’étude de I’adipogenése chez les souris
déficientes en RARP et les expériences de criblage avec des agonistes de RARP et des
inhibiteurs de la GSK3 devraient permettre de préciser les mécanismes impliqués dans cet

étape.
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2) Cascade transcriptionnelle de la différenciation

Le programme de l'adipogenése est régulé par Vaiitin séquentielle de facteurs de
transcription qui assurent I'engagement et le nennde la différenciation des préadipocytes.
Ce paragraphe va présenter les principaux acteudgveloppement identifiés a ce jour par le

biais des modeéles cellulaires et animaux.

a. PPARy : le régulateur clé de I'adipogenése.

Les facteurs de transcription PPAR®eroxysome proliferator-activated receptor)
appartiennent a la super-famille des récepteuréeames. Activés par la fixation de leurs
ligands, les PPARs forment des hétérodiméres aveédepteur de I'acide 9-cis rétinoique
RXR qui se fixent sur des éléments de réponse P@Riexysome proliferator response
elements) au niveau du promoteur de ses genes cibles. BR& nt été identifiés au niveau
de nombreux génes spécifiques de la différenciapocytaire.

Chez les Mammiferes, il existe trois isoformes AR (v, B ety), chacune codée par
un géne différent et caractérisée par des proprigidinctes (distribution tissulaire, ligands,
co-facteurs). PPAR et plus particulierement PPAR est exprimé de facon quasi exclusive
dans les adipocytes et joue un role majeur daesr&dle transcriptionnel de la maturation
terminale de I'adipocyte.

L'importance de PPARdans 'homéostasie du tissu adipeux a initialengé@tmise
en evidence par Spiegelman et ses collaborateursidgntifierent comme un facteur de
transcription régulant I'expression de la protéileetransport aP2/FABP4 (fatty acid binding
protein 4) (Tontonozt al., 1994a). La premiére expérience « gain de fonctiandémontré
que l'expression ectopique de PPARans des fibroblastes murins non adipogéniques est
suffisante pour initier le programme d’adipogenésalonner lieu a des cellules ayant les
caractéristiques d’adipocytes matures @tal., 1995; Tontonozt al., 1994b) .

Plusieurs études « perte de fonction » ont engtéteconduites afin de déterminer le réle de
PPARy invivo. L’approche traditionnelle de knock-out, menannhadéfaut de développement
placentaire et a une létalité embryonnaire, n’agemis d’explorer le role de PPARans le
tissu adipeux (Barakt al., 1999; Kuboteet al., 1999). Par la suite, les stratégies alternatives
développées pour pallier a ce défaut placentaitedémontré que l'absence de PRAR
empéche la formation du tissu adipeux. L'une denglles a été de créer des souris
chimérigues dérivant a la fois de cellules ES sgesat de cellules ES homozygotes pour la
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Figure 15: Cascade transcriptionnelle conduisant dihduction de I'adipogeneése.

La différenciation des préadipocytes en adipocgstgégulée par un réseau de facteurs de transaorjptrmettant
I'expression coordonnée de nombreux génes resplessdb phénotype mature de I'adipocyte. Au cengeette
cascade transcriptionnelle, on retrouve les deuncipaux facteurs pro-adipogéniques, PRA®R C/EBR, qui

supervisent le processus terminal de différenaiatio
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délétion deppary (Rosen et al., 1999). Méme si ce modele n'a pas permis de démontrer
réellement lI'implication de PPARsur la fonction du tissu adipeux, il a pu étre staté
gu’'aucune des cellules invalidées pour PRARe s’est développée en adipocyte. Une autre
approche a été la création d’'embryons chimériquestidisant des cellules tétraploides afin
de pallier au défaut placentaire (Barikal., 1999). Cette stratégie n'a généré qu’une seule
souris viable trés peu de temps aprés la naissaraie elle a permis d’observer que la
délétion deppary empéche la formation du tissu adipeux. Enfin, léatton de souris
hétérozygotes pour un allele mutant du ggpery a démontré que I'expression hypomorphe
de PPAR a donnée naissance a des animaux séverementdipmalyiques et résistants a
I'obésité induite (Mileset al., 2000). L’ensemble de ces approches a permis mermtéer le
caractére aussi bien nécessaire que suffisant ARP&ans I'adipogenese. A ce jour, aucun
facteur capable d’'induire la différenciation defutes adipocytaires en I'absence de PRAR
n'a été découvert.

Le contréle de la quantité et de Il'activité de eetéur est donc essentiel. Cette
régulation peut se faire au niveau transcriptiormepost-traductionnel par phosphorylation,
aceétylation, ubiquitynilation ou sumoylation maigatement au niveau de la liaison a son
ligand (van Beekuret al., 2009).

b. La famille des C/EBPs

Les membres de la famille des C/EBRSAAT/enhancer-binding proteins), C/EBRy,
C/EBPB et C/EBBR, sont des acteurs adipogéniques importants (Freyta., 1994; Lin and
Lane, 1994; Wet al., 1996; Wuet al., 1995; Yehet al., 1995). Ces facteurs de transcription
forment des homodimeres ou des hétérodimeres aaatreas membres de la famille C/EBP
par leur domaine leucine zipper et se lient a 'ABN des séquences CCAAT présentes dans
les régions régulatrices de genes cibles. Les gtug@éesn vitro ont démontré que C/EBP
C/EBPB, C/EBR sont exprimées de facon séquentielle au coursadéifférenciation
adipocytaire. En effet, I'induction précoce et sinire de C/EBB et C/EBB entraine
I'expression plus tardive de C/EBRt PPAR en agissant directement sur leur promoteur
(Caoet al., 1991; Christyet al., 1991; Clarkeet al., 1997; Yehet al., 1995) (Figure 15).
L’induction plus tardive de C/EBPpermet de maintenir I'expression de PRA& cette
régulation positive et réciproque entre ces dewtefas préserve vraisemblablement I'état
différencié des adipocytes. Chez la souris, laepeéet C/EBR seul (Wanget al., 1995) ou la

36






Bibliographie

perte de C/EBP et/ou C/EBB (Tanakaet al., 1997) entraine des défauts de développement
du tissu adipeux. Récemment, la création d'un neodalrin exprimant une protéine
dominante négative A-C/EBP se liant aux domaine$iaison a 'ADN des membres de la
famille C/EBP, de facon ciblée dans le tissu adipaunis en évidence le rble crucial de cette
famille dans le développement du tissu adipeux @enth période post-natale précoce, mais
également dans I’'homéostasie du glucose et delesigihez I'adulte (Chatterjeeal., 2011).
Durant les deux semaines suivant la naissancepless aP2-A-C/EBP ne développent pas de
tissu adipeux et a I'age adulte, elles présentestgignes de lipodystrophie. Ce phénotype
s’'accompagne d’'une stéatose hépatique, d'une mgudinémie et d’'une hyperlipidémie. Les
facteurs C/EBPs, et particulierement C/EBBont requis pour une expression robuste des
genes adipocytaires et orchestrent la biologie cagiiaire en coopération avec PPAR
(Lefterovaet al., 2008). En effet, la plupart des motifs de liaigoHADN des C/EBPs sont
retrouvés dans des régions proches des sitesisenlide PPAR Plus particulierement, la
majorité des genes induits durant I'adipogeneselgma la fois par C/EBPet par PPAR a
proximité de leur site d'initiation de la transdign alors que tres peu sont PPAR

spécifiques.

c. ADD1/SREBP1c

ADD1 (Adipocyte differenciation and determination factor 1) ou SREBP1qSerol
regulatory element-binding protein) appartient a la famille des facteurs de trandoript
hélice-boucle-hélice. Exprimé dans les adipocyilesst régulé au cours de I'adipogenéese
(Tontonozet al., 1993). Dans les cellules 3T3-L1, son expressktniraluite en réponse a
I'insuline (Kim et al., 1998). Les membres de la famille C/EBPs jouentolmimportant dans
I'induction précoce de son expression et dans lentiea de celle-ci dans les adipocytes
matures (Paynet al., 2010).In vitro, il a été démontré que la surexpression de SREBP1c
stimule l'activité adipogénique de PPARIlors que I'expression ectopique d’'un dominant
négatif de SREBP1c entraine une diminution de fgérénciation adipocytaire (Kim and
Spiegelman, 1996). Cependant, les étudesvo n'ont pas permis de conclure a un roéle dans
le développement du tissu adipeux. La perte de $RERnNtraine une |étalité embryonnaire
importante. Chez les souris survivantes ne présepis de réduction significative de leur
tissu adipeux mais une diminution de I'expressi@pdiique des genes lipogéniques, une
augmentation de SREBP2 est observée. Celle-ci gibwompenser la perte de I'isoforme 1

(Shimanoet al., 1997). De facon paradoxale, la surexpressioreeile SREBP1c dans le
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tissu adipeux a conduit a un syndrome complexépdeystrophie (Shimomuret al., 1998).
Comme pour PPAR des modeleq vivo plus complexes, tels que des souris chimériques,
hypomorphes ou bien knockout de facon inductiblepestnatal, permettraient de clarifier

I'importance réelle de SREBP1c dans le développéchetissu adipeuin vivo.

d. La cascade des Krippel-Like Factors (KLF)

Les KLFs appartiennent a la famille des protéinedogyt de zinc et se lient aux
séquences CACCC et aux séquences riches en GGeurtusnembres des KLFs ont été
impliqués dans le processus d’adipogenese (FidireCertains d’entre eux, tels que KLF2 et
KLF7, présentent une action anti-adipogénique (Beaest al., 2003; Kawamuraet al.,
2006). A Tlinverse, KLF4, KLF5, KLF6, et KLF15 rétpnt positivement I'adipogenese
(Birsoy et al., 2008; Liet al., 2005; Moriet al., 2005; Oishiet al., 2005). Il est intéressant de
noter que chacun de ces membres semble avoir fingdexpression différent au cours de la
différenciation adipocytaire. Certains facteurs, gee KLF4, sont induits dans les phases
précoces de la cascade transcriptionnelle et ttinede promoteur de C/EBRBIrsoyet al.,
2008). KLF5 occupe une position intermédiaire densascade : il agit en concert avec
C/EBR et 6 en se liant sur des sites proches (Oishial., 2005). Les souriceaux
hétérozygotes pour KLF5 présentent un défaut deldgpement du tissu adipeux. Enfin,
KLF15 intervient dans les stades plus tardifs pmtiver la transcription de PPARMori et
al., 2005). Le knock-down de KLF15 par siRNA dansdelules MEFs bloque leur capacité
a se différencier en adipocytes (Asatlal., 2011). Le r6le des KLFs dans la différenciation
adipocytaire, leurs génes cibles, ainsi que letaraction avec les facteurs C/EBPs et PPAR
restent a préciser, notamment par la création d#eles murins invalidés pour les différentes

isoformes.

e. STATS

Plusieurs donnéds vitro etin vivo suggeéerent que I'activation des protéines STAT5
(active signal transducer and activator of transcription 5) est un évenement important dans
I'induction de l'adipogenese. Au cours de la diféciation adipocytaire, les protéines
STAT5A et STATS5B sont fortement induites et actigéar phosphorylation de leurs résidus
tyrosines (Harpet al., 2001; Stephenst al., 1996). Dans les 15 minutes suivant I'induction de
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I'adipogenése, elles sont acheminées vers le noyalles peuvent ainsi induire I'expression
de plusieurs genes (Baughal., 2007; Floyd and Stephens, 2003). L'expressioopigtie de
STATS induit I'adipogenese des préadipocytes 3T3etldes cellules fibroblastiques non
engagees (Floyd and Stephens, 2003; Nanbu-Wetkalo, 2002). Dans les cellules 3T3-L1
différenciées, I'expression de ces deux protéirsesgalement régulée de facon coordonnée
avec celle des facteurs PPARBt C/EBR. (Stewartet al., 1999). De plus, il a été démontré
que l'induction de l'adipogenese par I'hormone deissance est dépendante de STATS qui
stimule I'expression de PPARFainet al., 1999; Kawaiet al., 2007b; Shang and Waters,
2003). Chez la souris, la délétion de STAT5 enéraine diminution significative des dépots
adipeux (Teglundt al., 1998).

Récemment, Zhang et coll. ont également démoninéplication de la voie de
signalisation JAK2/STAT3 dans la différenciationpatytaire des cellules 3T3-L1. STAT3
régulerait positivement les phases précoces deipfgdnese par l'induction de la
transcription du facteur C/EBRZhanget al., 2011).

f. Autres régulateurs

Outre ces intervenants essentiels dans [I'adipogenéd’autres facteurs
transcriptionnels aux actions pro- ou anti-adipagées peuvent influer la différenciation
adipocytaire (pour revue (Farmer, 2006). Certailestte eux sont présentés dans la figure
15. Par exemple, le facteur Krox20 (ou Egr2 pearty growth response gene 2) stimule la
différenciation des préadipocytes 3T3-L1. Activé&qocément, son effet pro-adipogénique
passe par une induction directe de I'expressionCdeEBR3 mais également par des
mécanismes indépendants de C/EBRvorisant la différenciation terminale (Chenal.,
2005). Le facteur CREBCAMP regulatory element-binding protein) exprimé trés tot lors de
I'adipogenése des cellules 3T3-L1 participe égafdnee I'induction de I'expression de
C/EBB3 et PPAR (Fox et al., 2006; Zhanget al., 2004). La suppression de son expression
bloque l'adipogenése de cellules exprimant de fagaapique C/EB&, C/EBR, ou PPAR.
Ceci indique que CREB est impligué également dasstiades plus tardifs de I'adipogenese
(Fox et al., 2006). De nombreux co-activateurs et co-repreésseontrolent l'activité
transcriptionnelle des facteurs présentés ci-deseass de l'induction du programme
d’adipogenese, les facteurs adipogéniques liésvaaun des promoteurs de leurs génes cibles
libérent les co-répresseurs au profit du recruteérderplusieurs co-activateurs permettant la
liaison avec la machinerie transcriptionnelle (Farn2006; Rosen and MacDougald, 2006).
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3) Facteurs extracellulaires

Comme nous venons de le voir, le programme d'adipege est modulé par
I'activation séquentielle de nombreux facteurs rd@gcription. Or, ces facteurs se situent en
aval de voies de signalisation acheminant les imédions venues de signaux extracellulaires
pro- ou anti- adipogéniques qui, combinés, vonercin environnement favorable ou non
pour le développement du tissu adipeux. De nombigeteurs extracellulaires, endocrines ou

paracrines, sont impliqués dans le développemetissiu adipeux.

a. Les hormones sexuelles

Comme nous l'avons précédemment indiqué, la praposet la répartition du tissu
adipeux est sexuellement dimorphique. Comparéeshammes, les femmes présentent un
pourcentage de masse grasse supeérieur ainsi qiloeaBsation préférentiellement sous-
cutanée plutdt que viscérale (Shi and Clegg, 2006jte différence de distribution du tissu
adipeux en fonction du sexe peut étre due a I'efést hormones sexuelles et principalement
celui des cestrogénes. En effet, plusieurs étudemisnen évidence une corrélation inverse
entre les taux d'cestrogénes et la localisationévade du tissu adipeux. Chez la femme, la
diminution drastique des taux d'cestrogenes au mbaema ménopause est associée a une
expansion de la graisse intra-abdominale (Kogaral., 1994). De facon similaire, chez la
ratte, I'ovariectomie ne modifie pas le tissu adipesous-cutané mais conduit a un gain
adipeux viscéral, rétabli par une administratiomipgt@rique ou centrale de [-testradiol
chez ces femelles (Clegtal., 2006). Les cestrogénes circulants, plus élevés lehiemme,
semblent donc avoir un effet protecteur contred%itg viscérale.

De plus, ce dimorphisme peut également s’expligaerun métabolisme différent des
hormones sexuelles au sein méme des dépbts adipeueffet, méme si les hormones
sexuelles circulantes sont majoritairement progyi&r les gonades et les glandes surrénales,
leur concentration peut étre régulda les enzymes d’activation et de conversion présente
dans le tissu adipeux, telles que laB-hydroxystéroide déshydrogénase HSD) et
'aromatase (Belangeet al., 2002; Meseguert al., 2002). L'aromatase, qui permet la
conversion des androgenes en cestrogenes (andiostereh oestrone et testostérone en

oestradiol), est plus fortement exprimée danstitadipeux sous-cutané que I8-HSD qui
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Bibliographie

convertit les hormones en forme active (androsteraien testosterone et estrone en
oestradiol) (Figure 16). Ce rapport est inversésdantissu adipeux viscéral. Ces données
suggerent que la prédominance du tissu adipeuxadané chez la femme pourrait favoriser,

via 'aromatase, la production d'cestrogenes quilaasuite limiterait le développement de

I'adiposité viscérale. En effet, 'augmentation tissu adipeux viscéral chez les animaux
dépourvus d’activité aromatase confirme le role oestrogénes produits au sein méme du
tissu adipeux (Jones al., 2000; Takedat al., 2003).

L’action inhibitrice du 1p-cestradiol sur 'adipogenése a récemment été coddimar
Jeong et Yoon. Elle bloque I'adipogenése induiteRi2ARy en diminuant sa liaison a ’ADN
et en inhibant le recrutement du coactivateur CRE®ng and Yoon, 2011).

En ce qui concerne le réle des androgénes surstahdition du tissu adipeux dans
I'organisme, les données restent contradictoiree(@nd Shen, 2009). D’'une part, certaines
études ont associé I'obésité intra-abdominale a dimenution des taux plasmatiques de
testostérone (Pasquatial., 1991). D’autre part, le traitement de femmes aleortes doses
d’androgenes mene a un changement de répartitidisglu adipeux vers un phénotype plus
« androide » (Elbert al., 1997). A l'inverse, la perte spécifique du réeeptdes androgenes
AR au sein du tissu adipeux de la souris conduitéaugmentation des taux intra-tissulaires
d’'cestrogénes et a une obésité sous-cutanéeeiMal., 2008). Enfin, une étude récente
démontre que la castration chez la souris indu# dimminution du tissu adipeux péri-
épididymaire caractérisée par une diminution ddaile des adipocytes associée a une

induction de la lipolyse (Florykt al., 2011).

b. Les glucocorticoides

Les glucocorticoides sont des hormones stéroidéséles par le cortex surrénalien et
dont les taux plasmatiques augmentent en réponsé&reas. Leur pouvoir pro-adipogénique
est observé chez les patients atteint du Syndrar@udhing ou chez les patients traités avec
des glucocorticoides de synthese qui présentenaugmentation de leur adiposité centrale.
En plus des glucocorticoides circulants, le tisdipeux exprime la 1 hydroxystéroide
déshydrogénase de type | BtHSD), qui catalyse la conversion de la cortisome@tisol ou
corticostérone qui sont les formes actives desogluticoides chez 'homme et les rongeurs
respectivement. La surexpression ciblée de cetmynem dans le tissu adipeux viscéral
entraine une obésité centrale chez la souris (M&sezal., 2001; Masuzakét al., 2003). A
l'inverse, la suppression de laftHSD chez les souris knock-out et en culture déales
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3T3-L1 par ARN interférence, entraine une résisgaad obésité et diminue I'adipogenése
des cellules 3T3-L1 (Kotelevtseval., 1997; Liuet al., 2008; Mortoret al., 2004).

Récemment, Campbell et coll. ont démontré que Oskmpn chronique aux
glucocorticoidesn vivo stimule a la fois I'adipogenese et la lipolysefaigon indépendante et
concomitante sur les préadipocytes et les adipsayi&tures, respectivement. Au niveau des
adipocytes matures, les glucocorticoides augmetddigolyse basale via 'augmentation de
I'expression deéAtgl et la phosphrylation de HSL. Au niveau des préadjfes, ils induisent
leur différenciation (Campbelkt al.,, 2011). Les rats implantés avec des capsules de
corticostérone sont significativement plus maigge® les rats témoins et présentent une
augmentation des concentrations d’AG libres et lgeégol circulants, conséquente a une
lipolyse basale supérieure (Camphetlal., 2011). Toutefois, malgré un poids corporel plus
faible, I'adiposité viscérale de ces animaux teist augmentée. L'étude de leur tissu
adipeux n’'a pas permis de mettre en évidence upertigphie adipocytaire, en raison de la
lipolyse accrue, mais une augmentation du nomhadiplbcytes. Cette hyperplasie renforce
'idée que les glucocorticoides agissent au nivelas préadipocytes et stimulent leur
différenciation.

L'effet des glucocorticoides peut étre médié panxdetcepteurs : le récepteur aux
glucocorticoides GR et le récepteur aux minératmmides MR. GR stimule I'adipogenése
via l'induction de la transcription du facteur padipogénique KLF15 (Asade al., 2011).
Suite a l'induction de la différenciation, GR forrégalement un complexe avec STAT5A
phosphorylé et agit comme un co-activateur trapsoriel (Baughet al., 2007; Stocklinet
al., 1996). Dans les cellules 3T3-L1, c’'est le réceptdR qui est impliqué dans I'induction
du programme adipogénique par les glucocorticoidasdiminution de son expression par
siRNA inhibe dramatiquement la différenciation aetflules 3T3-L1 en adipocytes matures
alors que celle de GR n'a pas dimpact (Capgioal., 2007). Cet effet est associé a
I'inhibition de PPAR et de C/EBR.

c. La superfamille des TGF§

Plusieurs membres de la superfamille BGtels que le facteur TBE, I'activine A et
les protéines BMP$pne Morphogenetic Proteins) ont un impact sur 'adipogenése.

TGH31 est le membre qui a été le plus étudié. Contragrg aux protéines BMPs qui
possedent des effets pro-adipogéniques, fT&FMnule la prolifération des préadipocytes en

culture mais inhibe les phases précoces de letérelifciation en adipocytes (Chay al.,
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Figure 17: Signalisation des membres de la superfaile TGF .
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adipogénigues. BMP-2 entraine la translocationéaict de Schnurri-2 (Shn-2) qui, par le recrutendestSmad 1
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2000; Ignotz and Massague, 1985; Jeoetng., 1995). La liaison de TGFa ses récepteurs
entraine la phosphorylation des protéines Smadayéis s'étre dimérisées, transloquent dans
le noyau ou elles régulent la transcription dedeggnes cibles (Figure 17). L'effet inhibiteur
de TG résulte de l'interaction des protéines Smad 3kt des facteurs C/EfRet C/EBBR,
bloguant ainsi I'induction de I'expression des geRpar )y and Cebpa (Choy and Derynck,
2003; Choyet al., 2000). Dans les cellules souches humaines, bitibn induite par TGP et
médiée par Smad 3 implique également 'augmentatetiexpression des génes de la voie
de signalisation Wnt, une cascade inhibant égaletaatifférenciation adipocytaire (Zhaat

al., 2004).

L’activine A est exprimée dans les préadipocytemdiins et ses taux peuvent étre
augmentés par des facteurs secrétés par les magespbu diminués par la dexaméthasone
(Zaragosiet al., 2010). De facon similaire a T@H’activine A possede un effet positif sur la
prolifération des précurseurs adipocytaires maggtiée sur leur différenciation. La réduction
de I'expression des gen&par y and Cebpa observée chez les cellules 3T3-L1 suite a un
traitement par I'activine A, semble étre médiée Barad 2 plutdt que par Smad 3 et par
C/EBB3 (Hirai et al., 2005; Zaragosit al., 2010).

Les protéines BMPs sont sécrétées sous formesédeirpeurs dimériques qui sont
clivés par des convertases pour donner la formeeades protéines (Nolet al., 2004; Xiao
et al., 2007). Les membres de cette famille sont exprioigss plusieurs tissus dont ils
régulent la formation et la fonction. Les effetssd®VIP sur I'adipogenése sont variés et
semblent dépendants de leur concentration et die stie développement des cellules.
Notamment, I'exposition de cellules mésenchymateumsaltipotentes a la protéine BMP-4
les transforme en adipocytes matures (Tetray., 2004). Des faibles concentrations de BMP-
2 et BMP-7 induisent la détermination adipogénigies cellules mésenchymateuses
pluripotentes C3H10T1/2 alors que des fortes canatons induisent une différenciation en
chondrocyte et ostéoblaste (Asahietaal., 1996; Wangget al., 1993). Alors que BMP-7 est
impliquée dans la détermination et la différenoiatdu tissu adipeux brun (Tsemyal.,
2008), BMP-2 induit I'engagement des cellules seschet est impliguée dans la
différenciation terminale des adipocytes blancllB’'méme, la protéine BMP-2 ne stimule
pas l'adipogenese, mais potentialise fortementecdés cellules 3T3-L1 en présence de
rosiglitasone, un agoniste de PPAREIlle entraine la translocation nucléaire de latgne
Schnurri-2 (Shn-2), qui par le recrutement de Sméasihad4 et C/EBk va induire
I'expression de PPAR(Hataet al., 2003; Jiret al., 2006) (Figure 17).

43



A @ B @ Cc @
LRP NN m\ROR
R N U )

(0
@@@ /\. _’

® & | /

P L /T
@m Wil
e ~/ A

©

//ﬁ@
N
)
Loy
—

~/

Figure 18: Signalisation Wnt dans le développementudtissu adipeux.

(A) Voie canonique En absence de ligand Wnt,flacaténine est phosphorylée par le complexe de déistnuc
composé d’APC (adenomatous polyposis coli)/Axin/G8KESH, ce qui induit sa dégradation par le
protéasome. La liaison du ligand au récepteur ktzé=2Z) inhibe I'action du complexe de destruct@® qui
permet une stabilisation de pacaténine, une désintégration du complexe composk geotéine AXIN et
permet la stabilisation et 'accumulation deplaaténine cytosolique. Elle migre alors vers le noga elle
interagit avec les facteurs de transcription LERFFTEOur activer la transcription des genes cilB¥.Voie non
canonique dépendante du calciumLa liaison de Wnt & son récepteur induit une augntiemtades taux
intracellulaires de G4, déclenchant I'activation de la protéine kinas@P&C) et de la protéine kinase calcium-
calmoduline dépendante (CAMKII). L'activation desceoies entraine 'induction de facteurs de trapson
tels que NFAT (nuclear factor of activated T-cel(§}) Voie non canonique dépendante de JNKLa cascade
JNK peut étre induite par certaines molécules Wnlia® soit au récepteur FZ soit au récepteur diphe
tyrosine kinase ROR. Cette voie peut induire lagphorylation de c-Jun et activer la transcriptiengénes
cibles.
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d. Les molécules Wnt

La voie de signalisation modulée par les protéives (Wingless-type) est fortement
conservée au cours de I'évolution. Les protéinest Womt des glycoprotéines seécrétées
agissant de facon paracrine et autocrine et quiisgpliquées dans la différenciation et les
processus de développement cellulaire. La fixaties protéines Wnt aux récepteurs frizzled
initie des voies de signalisation dépendantes oo de la p-caténine, appelées «voie
canonique » ou « voie non-canonique » (Figure L&xtivation des voies de signalisation
Wnt maintient les préadipocytes en culture danseiat indifférencié par I'inhibition des
facteurs PPAR et C/EBR: (Bennettet al., 2003; Kawaiet al., 2007a; Ros&t al., 2000).
L’expression constitutive de Wnt10b, qui normaletmest exprimée uniquement dans les
préadipocytes et les cellules vasculaires stromalapéche I'adipogenese vivo, les souris
surexprimant Wnt10b sous la dépendance du promb#&BP4 présentent une diminution de
leur tissu adipeux et sont résistantes a I'obé@sitéite par un régime (Wrighet al., 2007). De
plus, le transfert de ce transgéne dans les lignéemes génétiquement obéseb/ob ou
agouti, entraine a I'dge de 8 semaines une réductiorbdie A% de la masse des dépbts de
tissu adipeux sous-cutanés et viscéraux. Les mlelecantagonistes des Wnt exercent
également un réle important dans la différenciates préadipocytes en adipocytes matures.
En effet, la surexpression de SFRP1 stimule laédiffciation adipocytairén vitro par
I'inhibition de la voie canonique Wnt. En accordeavces données, I'expression de SFRP1 est
induite au cours de l'adipogenese chez 'hommeoat expression est augmentée chez les
patients présentant une obésité (Lagattal., 2010).

En plus des données sur la voie canonique Wntléb,wdriants de la voie non
canonigue Wnt5a ont également été associés auop@eshent de I'obésité dans des modeles
animaux (Almind and Kahn, 2004), suggérant que deax voies de signalisation sont
importantes pour la formation du tissu adipenxivo. Une étude récente suggere que les
macrophages influencent 'adipogenéese des préagrsa@ésenchymateux non pas seulement
via les cytokines pro-inflammatoires mais égalenpantla sécrétion de Wnt5a (Bilkovsii
al., 2011). De plus, un antagoniste naturel de WngzRP5, a été identifié comme une
adipokine anti-inflammatoire dont la sécrétion pes adipocytes est perturbée dans les
modeles d'obésité et de diabete de type 2 (Osechi., 2010). La voie Wnt pourrait donc
avoir un rble fondamental dans l'interaction depadytes et des cellules inflammatoires.
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La signalisation Wnt est également importante plaudétermination des cellules
souches mésenchymateuses. Seul 'engagement \ignsdge adipogénique est inhibé par les
molécules Wnt (Akimotaet al., 2005; Kirtonet al., 2007; Shangt al., 2007a; Shanet al.,
2007b; Zhowet al., 2008; Zhotet al., 2004). D’'une part, I'activation de la voie carqune par
Whnt3a induit I'expression de facteurs pro-myogéegyat diminue celle de C/EBRt PPAR
(Shanget al., 2007a; Shangt al., 2007b). D’autre part, la voie non canonique a@sipar
Wnt5a stimule I'ostéogenése et inhibe I'adipoger{@sasdorfet al., 2009; Bilkovskiet al., ;
Santoset al.). Enfin, en plus d’'un développement osseux adesisouris FABP4-Wnt10b
présentent une réduction de leur tissu adipeuxr(@téat al., 2005). La voie de signalisation
Wnt est donc cruciale dans la régulation de la rdétation des cellules souches

multipotentes dans les différents lignages mésenaltsux.

e. Les prostaglandines

Parmi les facteurs autocrines ou paracrines adissarn’adipogenese, on trouve les
prostaglandines qui peuvent avoir une action pipeggnique ou anti-adipogénique. Les
études préalablem vitro ont démontré que PGDet PG}) améliorent la différenciation
adipocytaire (Fujimoret al., 2007; Vassaugt al., 1992), alors que PGEt PGH, I'inhibent
(Casimiret al., 1996; Milleret al., 1996; Tsuboet al., 2004).

La PG} (ou prostacycline), en se liant a son récepteyr d&tive la voie de
signalisation PKA (protéine kinase A) et induitdfgession précoce de C/EBRt C/EBB
(Belmonteet al., 2001). Une forte production de P&Ehez la souris, par la surexpression de
la prostaglandine D synthase hématopoiétique hiar{eifPGDS), est associée a une obésité,
une adipogenése prononcée et une augmentation slen&bilité a l'insuline sous régime
riche en graisse (Fujitaei al., 2010).

La PGD2 et/ou ses métabolites agissent donc conesi@ativateurs de I'adipogenese
in vivo. La 15-désoxya’®* PGY (15d-PGJ), qui est un des métabolites de PGB été
identifiée comme un ligand de PPARapable d'activer la différenciation adipocytaire
(Formanet al., 1995; Klieweret al., 1995). Cependant, sa contributionvivo n’est pas
certaine. En effet, les concentrations utiliséas pactivation de PPAR dans les différentes
études sont largement supérieures a la faible otrat®n retrouvée au sein du tissu et sa
faible affinité pour PPAR rend sa pertinence physiologique discutable (Batikhet al.,
2003; Fujimoriet al., 2007; Fujitankt al., 2010).
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Deux modes d’action ont été décrits. BGen se liant a son récepteur FP couplé a la protéitg @eut réprimer

I'expression de C/EBPet de PPAR par une voie dépendante de la calcineurine. Celtemble impliquer les

histone déacétylases et les facteurs de transeriptie-1 et DEC1. La fixation de PGFa son récepteur peut
également activer la voie des MAPK et induire uhegphorylation inactivatrice de PPAR
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Au niveau du tissu adipeux, PgReut avoir des effets variables selon le récepteur
auquel elle se lie. Il existe quatre isoformes écepteur a la PGE2 (EP1, EP2, EP3, EP4)
utilisant des voies de transduction différentes. I@teraction avec son récepteur EP3 et la
suppression de la production d’AMPc conséquente&sP@ahibe la lipolyse adipocytairi@
vivo (Jaworskiet al., 2009). De plus, un effet anti-adipogénique a ddéontré sur des
cellules 3T3-L1 et des fibroblastes embryonnaiesaliris (MEFs). Cet effet inhibiteur de la
différenciation adipocytaire est médié par sadiaiau récepteur EP4 et induit une diminution
de la transcription du gerpary (Inazumiet al., ; Sugimotoet al., 2004; Tsuboét al., 2004).

La prostaglandine & est également un inhibiteur physiologique potentiel
'adipogenése. Son effet anti-différenciateur eluicele ses analogues pharmacologiques
(fluprosténol et cloprosténol) a été mis en éviderar la lignée préadipocytaire 3T3-L1
(Casimir et al., 1996), sur les cellules adipogéniques 1246 (8ere al., 1992a) mais
également sur des cultures primaires de précursalijpecytaires de rat (Serrero and Lepak,
1997; Serrerat al., 1992b). Les préadipocytes 3T3-L1 a confluencalpisent de la PGk
mais cette production chute de 75% apres 12 hearédférenciation et reste stable au moins
durant les 120 heures suivantes. La présence dpteds FP a été démontrée dans les
préadipocytes et les adipocytes matures (Borgkinal., 1999; Miller et al., 1996).
Cependant, les voies de signalisation et les mg&ees moléculaires impliqués dans cet effet
semblent multiples. Dans une premiere étude, Mgtecoll. montrent que I'activation du
récepteur FP par la P@FRléclenche une augmentation des concentrationcéfittiaires de
Cd*associée & une augmentation de la synthése d’Ab®malifération cellulaire (Millegt
al., 1996) (Figure 19). Ces résultats ont été confirméprécisés par Liu et Clipstone, qui
démontrent que la PGJ; via la sous-unité &g de la protéine G couplée a son récepteur FP,
entraine une augmentation du calcium intracellelair I'activation de la calcineurine, une
sérine/thréonine phosphatase dépendante de la dalim®'C&* (Liu and Clipstone, 2007).
Cette voie de signalisation aboutit & une diminutide I'expression des facteurs de
transcription majeurs C/EBP et PPAR, possiblement par I'implication des histone
déeacétylases HDAC et/ou par une activation en dasdas facteurs de transcription HIF-1
(Hypoxia-inducible factor 1) puis DEC1, réprimant directement le promoteuP&ARy (Liu
and Clipstone, 2008). Comme dans les premiersurauactivation de cette voie inhibe les
phases précoces de I'adipogenése mais n'interfiseapec la phase d’expansion clonale et

n'affecte ni I'expression, ni I'activité du factede transcription C/EBR
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Figure 20 : Voies de biosynthése de la prostaglamdi F,,.
La prostaglandine fFest synthétisée par trois voies a partir de RGESD, ou de PGH par une
activité PGE 9-cétoréductase, une activitt PGD 1l1drédtictase ou une activit¢ PGH 9-,11-

endoperoxide réductase (Watanabe, 2002).
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Indépendamment de cette voie, B&peut bloquer la différenciation des préadipocytes e
activant la voie des MAPK et induisant ainsi unegpghorylation inactivatrice de PPAR
(Reginatoet al., 1998).

La PGk, peut étre produite par trois voies différentes t@dabe, 2002). La voie
principale consiste en la réduction de RGidr une activité 9,11-endoperoxide réductase en
présence de NADH ou NADPH. La PgMpeut également étre synthétisée a partir des
prostaglandines Eet D, par des protéines portant respectivement des &@stivil-céto
réductase ou 9-céto réductase (Figure 20). Pericemiongtemps ces enzymes terminales
responsables de la synthése de R@kE sein du tissu adipeux sont restées inconnuas M
récemment, il a été démontré que certaines aldmkectases murines, Akrlb3 et Akrlb7, et
'aldose réductase humaine AKR1B1, possedent un&itac PGF, synthasein vitro
(Kabututuet al., 2009), et en contexte cellulaire (Bressbral., 2011; Lambert-Langlaist
al., 2009). Ceci suggeéere gue ces protéines pourr@ieatimpliquées, par leur capacité a

produire de la PGk, dans la régulation du développement du tissueadip
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Figure 21: Classification des membres de la superntfalle des AKR.

Cette classification sépare les membres ayant ndgif% d’identité de séquence protéique en diffésefamilles
(AKR1 a AKR15) et les membres ayant plus de 60%atitdé sont ensuite regroupés en sous-famille (A&t8).
Les membres de la sous-famille des aldose réducsase appelés AKR1B. A ce jour, 16 membres ont été
identifiés.
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I11. Les aldose réductases AKR1B

A. La superfamille des aldo-kéto réductases (AKRS)

1) Nomenclature

Les aldose réductases AKR1B appartiennent a la superfamille des aldo-kéto réductases
(AKRs). Cette superfamille regroupe des enzymes multifonctionnelles capables de catalyser
des réactions d’oxydo-réduction. Ces enzymes sont des polypeptides monomériques
d’environ 300 acides aminés qui utilisent le NAD(P)(H) comme co-facteur pour la réduction
d’une grande variété de substrats tels que les aldéhydes, les aldoses, les cétones, les
hydrocarbones polycycliques, les prostaglandines, etc. Aujourd’hui, cette superfamille est
composée de plus de 150 membres, repartis en 15 familles, que I’on retrouve chez les
vertébrés, les invertébrés, les plantes, les champignons, les protozoaires et les bactéries
(Hyndman et al., 2003). A I’origine, les membres des AKRs étaient nommés en fonction de
leur spécificité de substrat ou du tissu dans lequel ils étaient identifiés. Par exemple, Akrlb7
était & I’origine la protéine MVDP pour mouse vas deferens protein. Mais, suite a
I’élargissement de son spectre de substrat, une méme enzyme pouvait étre designée par
plusieurs noms, entrainant alors un risque de confusion et une difficulté de mémorisation. Une
nomenclature a donc été adoptée en 1997 lors du 8° « International Workshop on the
Enzymology and Molecular Biology of Carbonyl Metabolism ». Les aldo-kéto réductases sont
classées selon leurs homologies de séquence en acides aminés et non en fonction de leur(s)
activité(s) enzymatique(s) identifiée(s) ou de leur(s) site(s) d’expression (Jez et al., 1997).

Ce systeme divise la superfamille des AKRs en 15 familles qui possédent moins de
40% d’identité de séquence en acides aminés entre elles: les familles AKR1 a AKR15 (Figure
21). A Pintérieur d’une méme famille, les membres ayant plus de 60 % d’identité sont
regroupés en sous-familles nommeées par une lettre. Les aldose réductases ou AKR1B
appartiennent donc a la famille n°1 et la sous-famille B. Chaque protéine identifiée au sein de
la sous-famille est ensuite désignée par un chiffre (AKR1B1 a AKR1B16).

Un méme nom peut étre attribué a des proteines d’especes différentes si leur homologie de
séquence en acides amines atteint 97%.
Aujourd’hui, une base de données remise a jour régulierement, a été créée et est

disponible a I’adresse suivante: http://www.med.upenn.edu/akr.
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Figure 22: Structure des protéines AKRs.

Représentation de la structure protéique (A) dintiensionnelle (B) des AKRs. La structure comprandcoeur
cylindrique de 8 feuillet§ entourés de 8 hélices A I'extrémité N-terminale, le baril est fermé paruk feuillets
B anti-parraléles formant une épingle a cheveux. Oa Agalement la présence de deux hélices auxiliaiotées
H1 et H2. D’aprés Barski, 2008.
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Figure 23: Mécanisme réactionnel de la réduction din aldéhyde par I'aldose réductase en présence de
NADPH. Un hydrogene est transféré du carbone C4 du noyatimamide du NADPH sur le carbone de la
fonction carbonyle du substrat, tandis que I'oxygeéécupere le proton du groupement hydroxyle deytad8.
L'anion alors formé sur cette derniére est stabpigéune liaison hydrogéne avec la fonction aminkadgsine
77.
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2) Structure des protéines AKRs

Les études de cristallographies ont permis de mhéter la structure tridimensionnelle
de ces enzymes (Borhaatial., 1992; Rondeast al., 1992; Wilsoret al., 1992; Wilsoret al.,
1993). Les AKR1B sont des protéines de 35 a 37 Riase replient pour former une
structure 3D en forme de baril, appelée matifYs ou "TIM barrel" pour Triose phosphate
Isomérase (Figure 22) . Cette structure centradlec@mposée de 8 feuille® disposés en
forme de baril, entourés par 8 héliecesxternes et antiparalléles aux feuillptsentraux. La
symétrie de la structure centrale est rompue pax télicesa supplémentaires, H1 et H2,
insérées respectivement entre le feuiliétet I'nélicea8, et entre I'hélicex8 et la région C-
terminale. A I'extrémité N-terminale, le baril getmé par un feuillep antiparallele formant
une épingle a cheveux. Le site actif, comprenamtrésidus nécessaires a la liaison du co-
facteur et a la catalyse, est localisé a l'intarigel la face carboxy-terminale du baril central.
Les alignements de séquences ont démontré queégitt@ est hautement conservée chez les
AKRs. Toutefois, de subtiles différences existemtnéveau du domaine C-terminal de ces
enzymes. Celles-ci peuvent expliquer les variatimspécificité de substrats observées entre

et au sein d'une méme famille (Bargkal., 2008).

3) Mécanisme de la réaction d’oxydoréduction

Les AKRs catalysent des réactions d’oxydo-réductsam une large gamme de
substrats en utilisant le NAD(P)H comme cofacteties réactions se déroulent selon un
mécanisme de type « bi-bi ordonnée », c'est-aglieel’enzyme n’a pas d’affinité pour son
substrat si elle n'est pas préalablement associéeoanzyme dans un premier complexe
(Grimshawet al., 1990; Kubiseskét al., 1992). Les analyses cristallographiques et cjnés
ont permis de détailler ce mécanisme catalytiqué, ¢ décompose selon les étapes
suivantes :

- liaison du NAD(P)H dans la poche catalytique.

- changement de conformation qui maintient le cofaatians la cavité.

- fixation du substrat sur le complexe enzyme/NAD(P)H

- transfert de I'nydrogene du carbone C4 du cycleotmamide du NAD(P)H sur le
groupement carbonyle du substrat (Figure 23).

- de fagcon concomitante, un proton est transféré imgan de I'oxygéne carbonylé du
substrat pour terminer la réaction de réduction.

- libération de I'alcool formé.
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AKR1 Nom commun Espéces Protéine Références
B1 Aldose réductase homme NP_001619 (Bohren et al., 1989; Chung and LaMendola, 1989;
Graham et al., 1989)

B2 Aldose réductase lapin NP_001075756 (Garcia-Perez et al., 1989)
B3 Aldose réductase souris NP_033788 (Gui et al., 1995)
B4 Aldose réductase rat NP_036630 (Carper et al., 1987; Graham et al., 1991)
B5 Aldose réductase beeuf NP 001012537 gli’et{gséhs;md Favello, 1989; Schade et al., 1990; Warren et
B6 Aldose réductase porc NP_001001539 (Jaquinod et al., 1993)

Aldose reductase like protein 1 . .
B7 (Mouse vas deferens protein MVDP) souris NP_033861 (Pailhoux et al., 1990)
B8 Fibroblast grOV\_/th factor regulated souris NP_032038 (Donohue et al., 1994)

protein (FR-1)
B9 Inducible-aldo-keto-reductase from hamster AAC53199 (Hyndman et al., 1997)
CHO ovary cells
Small intestine reductase/aldose- )
reductase like protein 1 (HSI/ARL1) homme NP_064695 (Cao et al., 1998; Hyndman and Flynn, 1998)
B10 rat NP_001013102 | (Strausberg et al., 2002)
boeuf NP_001095558 (Zimin et al., 2009)

B12 Aldose reductase like protein poulet NP_989960 (Crosas et al., 2001)
B13 Aldose reductase like protein 2 rat NP_775159 (Zeindl-Eberhart et al., 2001)
B14 Aldose reductase like protein 1 rat NP_446233 (Val et al., 2002)
B15 Putative aldo-keto réductase homme NP_001074007 g%%lza;e' etal,, 2011; Scherer et al., 2003; Strausberg et al,
B16 Putative aldo-keto réductase souris NP_765986 (Pagliarini et al., 2008; Salabei et al., 2011; Strausberg et

al., 2002)

Tableau 2 : Les différents membres des aldose réductases AKR1B.
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- départ du co-facteur oxydé NAD(P)+ aprés un changement de conformation de I’enzyme.

B. Les aldose réductases AKR1B humaines et murines.

Les différents membres des AKR1B identifiés a ce jour sont répertoriés dans le
tableau 2. D’apres leur phylogénie, les protéines AKR1B peuvent étre classées en deux sous-
groupes: les aldose reductases a proprement parlé ou AR (AKR1B1 a AKR1B6) et les aldose
réductases-like protéines ou ARLP (AKR1B7 a AKR1B15). Les aldose réductases, comme
Akrlb3 murine et AKR1B1 humaine, sont considérees comme des enzymes ubiquistes. Leur
expression, plus ou moins importante, a toujours été détectée dans les différents tissus
analysés. En ce qui concerne les ARLP, leur expression est généralement restreinte a certains
tissus.

La premiére aldose réductase a avoir éte identifiée est I’aldose réductase humaine
AKR1B1. Son implication dans le développement des complications diabétiques a été mise en
évidence dans les années 60 (Gabbay et al., 1966). Par la suite, trois autres protéines murines
Akrlb ont été identifiées : Akrlb3, considérée comme I’homologue de I’aldose réductase
humaine, et deux autres membres apparemment spécifiques des rongeurs, Akrlb7 (mouse vas
deferens protein ou MVDP) (Martinez et al., 1990) et Akr1b8 (mouse fibroblast growth factor
regulated protein ou FR-1) (Donohue et al., 1994). Le second géne humain, AKR1B10 (small
intestine reductase) a été identifié plus tard (Cao et al., 1998; Hyndman and Flynn, 1998).
Une étude récente suggeére que, d’apres leur structure, leur spécificité de substrat, leur
distribution tissulaire, et leur fonction dans les cellules cancéreuses du colon, AKRIB10
humain et Akrlb8 murin sont des orthologues (Joshi et al., 2010). Enfin, deux nouveaux
genes codant pour des protéines dont I’activité reste méconnue, AKR1B15 humain et
Akrlb16 murin (ou Akrlbl0 murin), viennent d’étre identifiés (Salabei et al., 2011). Leur
implication physiologique reste a élucider. Finalement, & ce jour, 3 membres ont été identifiés
chez I’homme (AKR1B1, AKR1B10 et AKR1B15) et 4 chez la souris (Akrlb3, Akrlb7,
Akrlb8 et Akrlbl16).

Les génes codant pour les ARLP forment un groupe phylogénique distinct de ceux
codant pour les AR (Figure 24B). Ces genes, disposés en tandem sur le chromosome 7 chez
I’homme et 6 chez la souris, semblent provenir de la duplication d’un méme gene (Figure
24A). Dans les deux especes, le géne codant pour I’aldose réductase est disposé en orientation
inverse. Hormis les aldose réductase AKR1B1 et Akrlb3, les protéines ARLP présentent plus

de 80% d’identité de séquence entre elles (Figure 25).
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Figure 24: Les AKR1B humaines et murines.

(A) Position des génes codant les AKR1B sur le géntwmain et murin: cartographie du locus 7933-35 du
chromosome 7 humain et du locus 6B1;6 du chromo$marin.

(B) Arbre phylogénétique des membres humains etrauri

AKR1B1 | AKR1B10 | AKR1B15 Akrib3 Akrlb7 Akrib8 Akrlb16
AKR1B1 100
AKR1B10 70 100
AKR1B15 67 91 100
Akrlb3 85 70 67 100
Akrlb7 71 79 76 69 100
Akr1b8 70 82 80 69 82 100
Akrlb16 70 82 80 69 84 82 100

Figure 25 : Pourcentage d'identité entre les AKR1B hmaines et murines.
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Les AKR1B sont des protéines aux activités enzymatiques multiples, dont la plupart
ont eté déterminées in vitro. Méme si des redondances sont retrouvées entre les membres,
chaque AKR1B semble posséder un profil enzymatique et des efficacités qui lui sont propres.
Plusieurs d’entre elles ont été impliquées dans des processus physiologiques, cependant leurs

fonctions restent en grande majorité a déterminer.

C. Les AKR1B et les complications diabétiques

1) Implications des AR dans les complications diabétiques

Les différentes formes de diabéte mellitus sont caractérisées par une hyperglycémie
chronique et le développement de pathologies secondaires telles que les rétinopathies, les
neuropathies, les néphropathies et la formation de cataracte. Plusieurs études in vitro et in vivo
démontrent que I’utilisation d’inhibiteurs de AKR1B1 peut prévenir, retarder ou méme
améliorer les préjudices tissulaires induit par I’hyperglycémie (Oates, 2010; Schemmel et al.,
2010; Srivastava et al., 2005). L hypothese de I’implication de AKR1B1 a été renforcée par
les animaux transgéniques surexprimant son gene de facon ciblée dans le cristallin ou bien
dans tous les tissus (Lee et al., 1995; Yamaoka et al., 1995). Lorsque ces souris sont rendues
diabétiques par I’injection de streptozotocine, elles développent des cataractes de maniére
proportionelle a I’expression de I’aldose réductase dans le cristallin (Lee et al., 1995). Les
souris surexprimant I’aldose réductase dans tous les tissus présentent des dommages au
niveau des tissus généralement touchés lors d’un diabete, tels que le rein et la rétine, alors que
les autres tissus ne sont pas affectés (Yamaoka et al., 1995). Le polymorphisme du gene
AKR1BL1 a été identifié comme un marqueur génetique de risque pour les néphropathies et les
rétinopathies diabétiques (Katakami et al., 2011; Shah et al., 1998). Les souris invalidées pour
I’aldose réductase murine Akrlb3 ont également été utilisées pour étudier I’implication des
I’aldose réductase dans les complications diabétiques. Dans des conditions diabétiques, la
perte de Akrlb3 protége les souris contre la mise en place de neuropathies diabétiques (Ho et
al., 2006). Les souris db/db sont des souris predisposees au diabéte de type 2 et qui presentent
des signes précoces de rétinopathies diabétiques (Hummel et al., 1966). Leur croisement avec
les souris Akr1b3” entraine une diminution de I’apparition des signes de rétinopathie chez les
descendants db/db-Akr1b3” (Cheung et al., 2005).
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Figure 26: La voie des polyols.
Elle se divise en 2 étapes : la réduction du gleas sorbitol catalysée par I'aldose réductaserésepce de
NADPH et I'oxydation du sorbitol en fructose paadtion de la sorbitol déshydrogénase en présenb\de-.
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2) Activité de réduction du glucose des AKR1B

La premiére activité enzymatique des aldose réductases (AR) mise en évidence est la
conversion du glucose en sorbitol. Cette réduction correspond a la premiére étape de la voie
des polyols, qui correspond a la conversion du glucose en fructose avec I’utilisation du
NADPH et production de NADH. La voie des polyols est ensuite complétée par la sorbitol
déshydrogénase oxydant le sorbitol en fructose (Figure 26). Cette activité est portée par les
aldose réductases vraies (AKR1B1 chez I’lhomme et Akrlb3 chez la souris) et seulement par
I’ARLP humaine AKR1B10 (Cao et al., 1998). Les ARLP Akrlb7 et Akrlb8 murines ne
sont pas capables de catalyser cette réaction (Crosas et al., 2001; Hyndman et al., 1997;
Lefrancois-Martinez et al., 1999; Srivastava et al., 1998). D’un point de vue biochimique, le
glucose est un substrat médiocre pour les AR qui présentent une constante de Mickaelis (Kn)
de 70 mM et une constante catalytique ke de 64 min™, ce qui représente une efficacité
catalytique assez faible (Vander Jagt et al., 1990). En condition de glycémie normale, cette
activité ne semble donc pas étre la fonction premiére des aldose réductases.

D’ailleurs, dans des conditions de glycémie normale, seule une faible partie du glucose
est métabolisee par la voie des polyols puisque la majorité est phosphorylée par I’hexokinase.
La voie des polyols est principalement mobilisée en condition d’hyperglycémie chronique.
Elle entraine alors une accumulation de sorbitol et une sur-consommation du NADPH par

I’aldose réductase.

3) Implication de la voie des polyols

La voie des polyols est la voie principalement impliquée dans I’apparition des
complications diabétiques, notamment par sa capacité a induire un stress oxydant (Brownlee,
2001). Cependant, le stress osmotique généré par I’accumulation de sorbitol a tout d’abord été
considéré comme la cause majeure des complications diabétiques. Dans le cristallin, suite a
I’activation de la voie des polyols, I’accumulation de sorbitol a de fortes concentrations
entrainerait une augmentation de I’osmolarité intracellulaire a I’origine d’une entrée d’eau et
d’une insolubilité des protéines (Srivastava et al., 2005). Ce processus semble effectivement
jouer un réle dans la pathogenése de la cataracte mais ne semble pas applicable aux autres
complications diabétiques (Lee et al., 1995; Lee and Chung, 1999). L’augmentation de la voie
des polyols peut également altérer le ratio NADPH/NADP, suite a une surconsommation du
NADPH par I’aldose réductase (Figure 27). Or, le NADPH est également utilisé par la

glutathion reéductase pour former du glutathion réduit (GSH) qui est I’antioxydant principal de
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Figure 27: Implication de la voie des polyols danke développement des complications diabétiques.

Lors de I'hyperglycémie chronique, le stress osquaiinduit par I'accumulation de sorbitol et leess oxydant da

aux déséquilibres des rapports NADPH/NA® NADH/NAD™ et a la formation de produits de glycation (AGE) sont
les causes majeures des complications diabétifmgtes Srivastasat al, 2005.



Bibliographie

la cellule. Ainsi, la réduction du NADPH disponible induit une diminution du GSH dans les
cellules, ce qui compromet leurs défenses antioxydantes (Chung and Chung, 2005; Srivastava
et al., 2005). De plus, la conversion du sorbitol en fructose par la sorbitol déshydrogénase
utilise une grande quantité de NAD" et conduit a I’augmentation de NADH. Le NADH étant
le substrat de la NADH oxydase qui produit I’ion superoxyde O;", la production d’espéces
oxygénées réactives (ROS) est augmentée (Chung and Chung, 2005). L’activation de cette
voie induit alors une aggravation du stress oxydant.

De plus, le fructose et ses métabolites (fructose-3-phosphate et 3-déoxyglucosone),
plus réactifs que le glucose, forment des produits de la glycation avancée AGE (Advanced
glycation end-products), irréversibles. La glycation consiste en la liaison non enzymatique de
sucres sur des protéines. Celle-ci va altérer leur structure et leurs fonctions (Singh et al.,
2001). L’augmentation de la voie des polyols entraine une augmentation de la formation des
produits de glycations. Leur interaction avec le récepteur RAGE (récepteur aux AGE) induit
I’activation de nombreuses voies de signalisation telles que les voies de signalisation NF-xB,
ERK1/2, MAP kinase. Elle active également la NADPH oxydase et augmente la production
de ROS (Li et al., 2004; Wautier et al., 2001; Yan et al., 2009).
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Figure 28: Synthese de PG, par les AKR1B.
En présence du cofacteur NADPH, Akrib3, Akrlb7 &RAB1 sont capables de synthétiger
vitro de la PGE, a partir de PGEigrace a une activité 9-11 endopéroxide reductase.
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D. Les AKR1B et la fonction surrénalienne

Dans la glande surrénale, les trois AKR1B murines (Akrlb3, Akrlb7 et Akrlb8) et
I’aldose réductase humaine AKR1B1 sont présentes. L’expression de Akrlb7 et AKR1B1 est
restreinte au cortex surrénalien et elle est sensible a la stimulation par I’ACTH (Aigueperse et
al., 1999; Aigueperse et al., 2001; Lambert-Langlais et al., 2009; Lefrancois-Martinez et al.,
2004). Dans cet organe, les AKR1B ont deux roles : elles sont impliquées d’une part, dans des
phénomeénes de détoxication cellulaire, et d’autre part dans la régulation des fonctions
endocrines.

De par leur capacité a réduire les aldéhydes toxiques pour la cellule, un réle dans la
détoxication cellulaire des glandes surrénales a été attribué aux ARLP. En effet, Akrlb8
présente de trés bonnes constantes catalytiques vis-a-vis des aldéhydes dérivés des lipides
comme le 4-HNE (Srivastava et al., 1998). Sa forte expression dans les organes endocriniens
tels que les glandes surrénales et les gonades (Lau et al., 1995) suggére que cette protéine a
un role de défense contre le stress oxydatif. De plus, dans les cellules corticosurrénaliennes,
Akrlb7 est la réductase majeure de I’isocaproaldéhyde issu du clivage de la chaine latérale du
cholestérol lors de la premiére étape de la stéroidogenése (Lefrancois-Martinez et al., 1999).
Le contréle coordonné par I’ACTH des génes impliqués dans la stéroidogenese et de Akrlb7
permet I’élimination d’aldéhydes toxiques produits durant ce processus (Ragazzon et al.,
2006). Au vu de sa sensibilité hormonale et de son activité isocaproaldéhyde réductase
similaire a Akrlb7, AKR1B1 est considérée comme un homologue fonctionnel potentiel de
Akrlb7 dans les cellules cortico-surrénaliennes humaines (Lefrancois-Martinez et al., 2004;
Matsuura et al., 1996).

Plus récemment, en collaboration avec I’équipe de Y.Urade (OBI, Osaka), I’équipe a
démontré, a partir de protéines recombinantes, que parmi les AKR1Bs humaines et murines,
les enzymes AKR1B1, Akrlb7 et Akrlb3 sont capables de produire de la prostaglandine F,,
(Kabututu et al., 2009) (Figure 28). Akrlb8 et AKR1B10 ne possedent pas cette activite. In
vitro, les trois enzymes catalysent la réduction NADPH-dépendante de PGHy, le précurseur
commun des prostanoides, pour former de la PGF,,. Cette activité enzymatique de PGF,,
synthase est de type 9-11 endopéroxyde réductase. Ces aldose réductases présentent une
meilleure affinité pour PGH, et des valeurs de Vmax supérieures a celles de la seule PGF,,
synthase identifiée a ce jour chez I’lhomme, AKR1C3 (Suzuki-Yamamoto et al., 1999). La

réalité de I’activité PGF synthase des aldose réductases AKR1B1 et Akrlb3 dans un contexte
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Figure 29: Modéle proposeé pour illustrer le réle dePGF,, et des AKR1B possédant I'activité PGF
synthase dans les fonctions endocrines de la glanderrénale et I'interaction cortico-médullaire.
L'acide arachidonique (AA) est métabolisé en B@Hr les enzymes Cox puis converti en BGfar les
PGF synthase de la famille des AKR1B. Le récepfduest exprimé spécifiquement dans la médulla. La
signalisation par la PGl2 synthétisée a la fois par le cortex et la méduskafait de fagon autocrine et
paracrine sur les cellules chromaffines. Celle-ghibe la production de catécholamines. Les
catécholamines produites par la médulla stimulenlibération de glucocorticoides par le cortex. La
diminution de la production de catécholamines gromée a la PGFR2induit alors une diminution de la
production des glucocorticoides. Le différentighgression et de régulation des enzymes Cox et AKR1
dans la surrénale pourrait permettre le controléaderoduction de PGE afin de limiter la réponse au
stress ou contrdler la stéroidogenése basaleipterihédiaire d’'une régulation fine de la productites
glucocorticoides. Dans les conditions basalescédisles chromaffines de la médulla sécrétent de fagon
constitutive la PGE, grace au couplage fonctionnel entre Cox1 et pamsibht Akrib3. En conditions de
stress, la décharge d’ACTH induit I'expression dxZ et maintient celle de Akrlb7 dans le cortex. La
production résultante de PGMourrait agir comme une boucle de rétrocontrél@l®afin de limiter la
libération de glucocorticoides via la diminutionsdeatécholamines. Aprés la réponse au stress, les
niveaux d'expression de Cox2 redeviennent indébdesa Le couplage avec Akrlb7 n’a donc plus lieu.
Akrlb7 pourrait donc agir comme une enzyme de déatinn des aldéhydes produits a l'issue de la
stimulation de la stéroidogeneése.

D’aprés Lambert-Langlaist al, 2009.
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cellulaire a été démontré respectivement sur des préadipocytes murins 3T3-L1 (Fujimori et
al., 2010) et des cellules humaines de I’endométre (Bresson et al., 2011).

Dans le travail de Sarah Lambert-Langlais auquel j’ai participé (Annexe 1), cette
activité PGF synthase des AKR1B a eté impliquée dans la régulation des fonctions endocrines
de la surrénale (Lambert-Langlais et al., 2009) (Figure 29). Les cellules stéroidogéniques du
cortex qui sécretent les glucocorticoides et les cellules chromaffines de la médulla qui
sécretent les cathecholamines sont capables de sécréter de la PGF,,. Les isoformes des acteurs
de la synthese de PGF,,, a savoir les Cox et les AKR1B, différent par leur localisation au sein
de ces deux compartiments et par leur sensibilit¢ a I’ACTH. Dans les cellules cortico-
surrénaliennes, la production de PGF,, est stimulée par I’ACTH, de méme que I’expression de
Cox2 et Akrlb7 alors que dans les cellules chromaffines on retouve Coxl et Akrlb3 de
maniére constitutive. Ce travail a mis en évidence un effet inhibiteur de la PGF,, ex vivo sur
la libération de cathécholamines et de glucocorticoides par la surrénale. Cependant, la
présence du récepteur FP uniguement dans les cellules chromaffines suggére une action
indirecte de la PGF,, sur la synthése des glucocorticoides. En cas de stress, la stimulation de
la production corticale de PGF,, par Cox2 et Akrlb7, pourrait permettre un controle négatif
local sur la libération de glucocorticoides en diminant les taux de cathecholamines. Aprés la
réponse au stress, I’extinction de la protéine Cox2 dans le cortex suggere que Akrlb7 peut a
nouveau se consacrer a la réduction des aldéhydes lipidiques produits suite a la stimulation de

la stéroidogenese (Lefrancois-Martinez et al., 1999; Ragazzon et al., 2006).

E. Les AKR1B et I’lhoméostasie du tissu adipeux.

1) Expression des AKR1B dans le tissu adipeux

Les aldose réductases Akrlb3 et AKR1B1 sont considérées comme des enzymes
ubiquistes. Leur expression, plus ou moins élevée, a toujours été détectée dans les différents
tissus analysés. Ainsi, méme si leur présence dans le tissu adipeux blanc n’a pas éte
clairement recherchée, AKR1B1 et Akrlb3 sont tres probablement exprimées dans ce tissu.
L’expression de Akrlb3 a d’ailleurs été démontré dans la lignée 3T3-L1 a tous les stades de
différenciation (Fujimori et al., 2010). En ce qui concerne les ARLP, seule I’expression de
Akrlb7 a été demontrée dans le tissu adipeux a ce jour (Moraes et al., 2003; Tirard et al.,
2007).
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2) Akrlb3

Récemment, Fujimori et coll. ont démontré que la diminution de I’expression de
Akrlb3 par siRNA dans les préadipocytes 3T3-L1 entraine, suite a la stimulation de la
différenciation, une augmentation de I’accumulation des lipides intracellulaires associée a une
augmentation de I’expression de génes spécifiques des adipocytes matures (Fujimori et al.,
2010). Ces resultats, corrélés a une diminution des taux de PGF,, dans le milieu, suggérent
que I’aldose réductase murine Akrlb3 a une action anti-adipogénique par I’intermédiaire de
son activité PGF synthase. Néanmoins, la description du phénotype des souris Akrlb3” ne
mentionne aucune variation de poids et aucun désordre au niveau du tissu adipeux (Baba et
al.,, 2011; Ho et al., 2000; Liu et al., 2011). La présence et la fonction de cette activité

enzymatique dans le tissu adipeux restent donc a confirmer.

3) Akrib7

Plusieurs études suggeérent une implication de I’aldose réductase Akrlb7 dans
I’homéostasie du tissu adipeux blanc. La présence de Akrlb7 dans ce tissu a tout d’abord été
mise en évidence par une analyse transcriptomique qui a révélé un effondrement de son
expression chez des souris rendues obéses par un regime (Moraes et al., 2003). Dans le tissu
adipeux, la protéine a été détectée au sein de la fraction stromale enrichie en préadipocytes, et
non au sein des adipocytes matures (Tirard et al., 2007). Toutefois, les travaux de J.Tirard
démontrent une expression variable de Akrlb7 selon la localisation du tissu adipeux, les deux
principaux sites d’accumulation de la protéine étant le tissu adipeux péri-surrénalien et la
partie proximale du tissu adipeux péri-epidydymaire.

Dans cette étude, les auteurs ont mis en évidence une action anti-adipogénique de la
protéine Akrlb7. En effet, la surexpression de Akrlb7 dans les préadipocytes 3T3-L1 induit
une diminution de I’accumulation des lipides au cours de leur différenciation adipocytaire. A
I’inverse, la suppression de son expression via I’utilisation d’ARN anti-sens provoque une
accélération de la différenciation des préadipocytes en adipocytes matures. L’ensemble de ces
données démontre que la protéine Akrlb7 a la capacité d’inhiber la différenciation
adipocytaire in vitro et suggére une implication dans la régulation du développement du tissu

adipeux in vivo.

56






Bibliographie

IV. Projet / Objectifs

Les résultats présentés ci-dessus mettent en évidence pour la premiére fois la présence
d’une ARLP dans le tissu adipeux et suggerent fortement que I’isoforme Akrlb7 pourrait étre
impliquée dans le contréle de sa différenciation.

La découverte de I’activite prostaglandine F,, synthase et de son couplage fonctionnel
avec I’enzyme limitante de la biosynthese des prostanoides, la cyclo-oxygénase 2 (Cox2),
permet de proposer un mécanisme pour sa fonction anti-adipogénique (Kabututu et al., 2009;
Lambert-Langlais et al., 2009). La PGF,, étant la seule prostaglandine anti-adipogénique, il
est vraisemblable que la production de PGF,, par Akrlb7 participe a son effet anti-
adipogénique observé sur les cellules 3T3-L1 et qu’elle permette le maintien du pool de
préadipocytes dans un état indifférencié au sein du tissu adipeux. De facon similaire,
AKR1B1 humaine possede cette activité PGF synthase (Kabututu et al., 2009). Les études
précédentes réalisées dans la glande surrénale révélent une régulation et des activités
enzymatiques similaires pour Akrlb7 et AKR1B1 laissant penser que ces deux protéines
pourraient étre des homologues fonctionnel (Lambert-Langlais et al., 2009; Lefrancois-
Martinez et al., 2004). Par conséquent, I’activité anti-adipogénique pourrait étre portée chez
I’homme.par AKR1BL1.

L’ensemble de ces données constitue une avancée originale dans la compréhension des
mécanismes contrdlant I’homéostasie du tissu adipeux blanc. Par conséquent, I’objectif
géneéral de I’équipe est aujourd’hui d’explorer in vivo I’implication des AKR1B murines et
humaines dans la physiologie du tissu adipeux, et ceci grace a la création de modéles murins
génétiquement modifiés. Ce projet comporte donc deux approches complémentaires : une
approche « perte de fonction » qui consiste a I’étude d’un modeéle de souris invalidées pour le
géene Akrlb7 et une approche inverse «gain de fonction» qui consiste a forcer la
surexpression de Akrlb7 ou AKR1B1 dans I’adipocyte mature.

A mon arrivée au laboratoire, les premiéres souris Akrlb7”" venait d’étre obtenues.
Mon travail de thése peut étre séparé en deux parties. Tout d’abord, la disponibilité des souris
Akrlb7” nous a conduit & valider la perte de fonction chez les souris Akr1b7™, & caractériser
leur phénotype et ainsi étudier I’impact de la perte de Akrlb7 in vivo sur la formation et le
développement du tissu adipeux. Ce modele nous a également permis de préciser la nature de
son activité anti-adipogénique. En paralléle, dans le cadre de I’approche « gain de fonction »,
nous avons construit des transgénes dans lesquels les ADNc codant pour les protéines Akrlb7
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et AKR1B1 sont sous le contrble des régions promotrices du gene aP2 afin de générer une
expression ectopique de ces génes dans les adipocytes matures des souris. L’analyse
préliminaire des lignées de souris issues du transgéne aP2-AKR1B1 nous a conduit a émettre

de nouvelles hypotheses quant au role des AKR1B dans le tissu adipeux.
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Résultats-Premiere partie

Premiéere Partie :

Implication in vivo I'aldose réductase Akrlb7 dans la régulation de lloméostasie

du tissu adipeux.

Les précédents travaux réaliseés par J.Tirard ontod&é que l'aldose réductase
murine Akrlb7, exprimée dans la fraction stromaldidsu adipeux, inhibe la différenciation
adipocytaire des cellules 3T3-L1. Cet effet anipadénique pourrait étre porté par son
activité PGE, synthase récemment décrite. Dans ce travail, grdeecréation d’'un modele
murin d’invalidation génique, nous confirmons lifigation in vivo de Akrlb7 dans la
régulation de I'hnoméostasie du tissu adipeux. Des,plnos résultats suggerent que la
régulation négative d’Akrlb7 sur I'expansion distisadipeux passe, au moins en partie, par
deux mécanismes dépendants de son activité,P&fmthase, a savoir, l'inhibition de
'adipogenése et de la lipogenése. Cette étude wgenainsi, pour la premiére fois,

I'implication in vivodes AKR1B et de la PGEdans le développement du tissu adipeux

Article : La diminution des taux de PGR2chez les souris invalidées pour le gene Akrlb7

augmente leur adiposité et les prédispose a I'ofgg&@oumis).
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Abstract (unstructured, 200 words)

Negative regulators of white adipose tissue (WAXpamsion are poorly documented
in vivo. Prostaglandin & (PGFRy,) is a potent anti-adipogenic factor in cultured-pr
adipocytes but evidence for its involvement in pbipgical context is lacking. We
previously reported that Akrlb7, an aldo-keto redse enriched in adipose stromal
vascular fraction but absent from mature adipocy@s anti-adipogenic properties
possibly supported by PG@Fsynthase activity. To test whether lack of Akridould
influence WAT homeostasisin vivg we generatedAkrlb?" mice in 129/Sv
background. Akrlb7" mice displayed excessive basal adiposity resulfirmgn
adipocyte hyperplasia/hypertrophy and exhibitedatge sensitivity to diet-induced
obesity. Following adipose enlargement and irrespeof the diet, they developed
liver steatosis and progressive insulin-resistadelb7 loss was associated with
decreased PGE WAT contents. Cloprostenol (P@Fagonist) administration to
Akrlb7" mice normalized WAT expansion by affecting bate novoadipocyte
differentiation and size. Treatment of 3T3-L1 adipes and Arlb7" mice with
cloprostenol suggested that decreased adipocyte reulted from inhibition of
lipogenic gene expression. Hence, Akrlb7 is a m&gulator of WAT development
through at least two PGfdependent mechanisms: inhibition of adipogenest a
lipogenesis. These findings provide molecular radle to explore the status of aldo-

keto reductases in dysregulations of adipose tiseueeostasis.
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Obesity is the result of genetic predisposition angironmental factors that
confer an imbalance between energy intake and grexgenditure (1). Resulting
energy excess is stored as triglycerides in whiipase tissue (WAT). Adult obesity
is typically characterized by adipocyte hypertroplien triglycerides synthesis
exceeds breakdown (lipolysis). However, a concamitalipocyte hyperplasia may
also occur as a result of increased recruitmentdaiffierentiation of precursor cells
(adipogenesis), especially in morbid and childhobésity (2; 3).

In addition to its role in energy storage, WAT lisaaa highly active metabolic
and endocrine organ which regulates energy homsesy secreting a variety of
adipokines (4). These factors may act at localof@aracrine) or systemic (endocrine)
levels and enable WAT to modulate its own metababtivities or that of other
tissues. So, excess or deficiency of adipose tigsaye generate metabolic disorders
such as liver steatosis, insulin resistance, tydeBetes and cardiovascular diseases.

The use of well characterized preadipocyte cekdine., 3T3-L1 or 3T3-
F442A, allowed to draw a network of transcripti@ctbrs regulating differentiation
of fibroblast-like preadipocytes to lipid-loaded ipatytes (5; 6). Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PRBARand CCAAT/enhancer-binding
proteins (C/EBP) emerged as master regulators eftdnscriptional cascade that
drives adipogenesis (7; 8). Expression and actnfitthese transcriptional factors are
controlled by various upstream stimuli (hormonakgerine or nutritional), leading to
the regulation of adipocyte-specific genes. Therefstudy of the balance between
negative and positive regulators of adipogenesiesigential for understanding the
early mechanisms involved in the establishmentefay.

Prostaglandins (PG) are lipid paracrine mediatbeg tvere shown to play

opposite and sometimes conflicting actions on cetfuadipocytes. Therefore, until
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the recent development of genetically engineerecemmodels, their physiological
importance in adipose tissue homeostasis remainettar. PGE and PGL/PGJ
were shown to promote adiposity in mice throughhition of lipolysis and induction
of adipogenesis, respectively (9-11). By contrd&GF, is a potent inhibitor of
adipocyte differentiationin vitro (12-14). PGk, via its FP receptor, activates
downstream signaling pathways involving MAPK andéaicineurin. This leads to
inhibition of expression or activity of the proadgenic transcription factors PPAR
and C/EBRx (12; 15; 16). Although the molecular action of BGRas been well
described in cell cultures, its role in adipossue homeostasia vivo has not been
elucidated so far as the PGF synthases (PGFS)n&bjm for its production were
only recently identified.

Indeed, we showed that some aldo-keto reductase6AKR1B) members
exhibited PGFS activityn vitro. Human AKR1B1 and murine Akrlb3 and Akrlb7
catalyze the synthesis of PgFfrom its precursor PGH through their 9,11-
endoperoxide reductase activity (17). Althoughaent study indicated that the PGFS
activity of Akrlb3 can influence adipogenesis in3301 cells (18), no defect in
adipose tissue homeostasis was reported in Akr&figieht mice (19). Contrasting
with the ubiquitous Akrlb3 protein, Akrlb7 isofoimexpressed in a restricted set of
tissued.e., adrenal glands, reproductive organs, intestife2® and was found more
recently in the adipose tissue (24). Interestingiyfat depots, Akrlb7 expression is
limited to the preadipocyte-enrichstlomal fraction and is down-regulated during the
differentiation into adipocytes (24). Consistenthyer-expression of Akrlbin 3T3-

L1 preadipocytes inhibits their differentiation weas Akrlb7 knock-down
accelerates the adipogenic program. All these sladav that Akrlb7 exerts an anti-

adipogenic action in cell culture although the nastdms involved and the potential
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role of its PGFS activity remain to be establishéte recently demonstrated that
Akrlb7 is able to regulate the stress-induced nespof adrenal gland by generating
a PGk, signalin vivo (25). Hence, we hypothesized that the enrichmeAkdlb7 in
the adipose stromal fraction could have a key molpreventing adiposityn vivo by
controlling PGRE, content. To firmly demonstrate the anti-adipogenution of
Akr1b7 and the possible involvement of PGiR this process, we generatakirlb7”
mice and characterized their phenotype under stdrataobesogenic diet conditions.
We report that ablation of Akrlb7 increases adigosinder regular diet and
decreases metabolic rate. This predisposes midevielop severe obesity under high-
fat diet. These phenotypes result from deregulatdnboth adipogenesis and

lipogenesis through a P@Fdependent mechanism.
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Resear ch Design and M ethods
Generation of Akrlb7-null mice. Akrlb7 genomic vector was created using PCR-
amplified fragments from a phadegenomic clone containing the whokkrlb7
gene. The targeted construct was generated bytimggenygromycine resistance
cassette flanked by two loxP sites and a third lxRank exons 4-6 (Fig.A). The
11kb targeting fragment was linearized and eleciraied into 129/Sv ES cells.
Hygromycine resistant clones were screened for hmgoos recombination by
Southern blot of Hindlll-digested DNA with 5’'UTR q@be ofAkrlb7 gene. Chimeric
males, obtained by microinjecting positive clone®iC57BL/6J blastocysts, were
crossed with 129/Sv wild-type females to screen @mrmline transmission.
Homozygous animals foAkrlb7°<™9° allele were crossed with mice of the
MeuCre40 transgenic line (26) to obtain recomboratbetween loxP1 and loxP3
sites. Mosaic animals containing tid&rlb7null allele lacking exons 4 to 6 were
detected by Southern blotting. They were crossdt %29/Sv wild-type animals to
generateAkrlb7’ mice. Details on vector construction or genotypng available on
request.Akrlb7" mice were born viable at Mendelian frequency ahdwed no
defects in reproductive functions as reported fopravious model ofAkrlb7
knockout mice (27).
Mice, diet and treatments. All animal studies were approved by Auvergne Ethic
committeeand were conducted in agreement with internatistethdardgor animal
welfare. Wild-type (WT) and mutant littermates (K@jgles were fedd libitum a
standard diet (Harlan Diet) or a high-fat diet (68%&l fat, 19% kcal carbohydrate,
18% protein) (Safe, U8954) for either 12 or 5 wedl@d intake was measured daily
over a six-day period. For phenotypic rescue stjdMrlb7null mice were i.p.

injected daily, with vehicle PBS or cloprostenol.1{g/g/day) (Sigma-Aldrich)
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throughout the duration of HFD protocols. Mice wetrghanized by decapitation and
truncal blood was collected.

Ambulatory activity. Ambulatory activity of 3, 9 and 18-month-old miceas
recorded automatically with the Activiwheel softeafintelliBio ®). Mice were
housed individually in cages containing an activissheel (IntelliBio ®). The
recordings of locomotor activity were performed laast on six mice of each
genotype. Two recordings of 24h were performednpause.

Indirect calorimetry. Respiratory gas exchanges were measured consilyuosing
whole-body calorimetric chambers (TSE Systems GmbB&d Homburg v.d.h.,
Germany). EE was calculated using the Weir's eqngiVeir, J.B. New methods for
calculating metabolic rate with special referenoeptotein metabolism. J. Physiol.
109:1-9, 1949). Respiratory quotient was calculdiedn the ratio between GO
production and @consumption.

Culture of 3T3-L1 cells. 3T3-L1 preadipocytes were induced to differentiate
previously described (24).

Gene expression. RNAs were isolated from mouse tissues or 3T3-kllscusing
Trizol reagent (Invitrogen) and cDNAs were synthedi with M-MLV reverse
transcriptase (Promega). Gene expression was addegseal-time quantitative PCR
using Tagmafi probes and PCR Mastermix (Applied BiosysterBsth reaction was
performed in triplicate and quantification was penfied by theAACt method, and
relative gene expression was normalized to pegtrdigl isomerase B (ppib) levels.
The following probes were use8cd1MmO01197142 mlfasn Mm01253292 m1;
AcacaMmO01304257_m1Akrilb3MmO01135578_ g1Ppib MmM00478295 m1.

Plasma and intratissular metabolites. Blood samples were collected after an

overnight fasting. Insulin/leptin adiponectin/resisti levels were measured by
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ELISA kits (‘BioVendor, ?Assaypro). Plasma concentration of cholesterol
triglyceride$, glycerof and FFA were determined using commercial kitdTThermo
fischer scientific,*Randox). For intratissular lipids assays, lipidsravextracted
from livers as previously described (28).

Histology and in vivo bromodeoxyuridine labelling studies. WAT were fixed
overnight in 4% paraformaldehyde, embedded in parahd sliced (7um). Sections
were stained with hematoxylin/eosin and imagesuwagt for determination of cell
surface with ImageJ software. Livers were fixed 480 paraformaldehyde,
cryoprotected in sucrose overnight before -80°C O@#&ezing. The 10um
cryosections were performed at -16°C before oil®@estaining.

BrdU was administered to 16-week-old mice by intréipneal injection (50 mg/kg)
every second day of the last 3 weeks of the 5-wéH#K3 protocol. BrdU labelling
was detected on WAT paraffin sections. Deparakfidisections were incubated
25min at 95°C in unmasking solution (sodium citratégfer 10 mM pH6, Tween
0.05%) before incubation with 1:50 dilution of meuanti-BrdU antibody (Roche)
revealed by goat anti-mouse Alexa 555 at 1:1000léMdar probes). Sections were
then incubated with Hoechst (Sigma-Aldrich), modntan PBS-glycerol, and
photographed on Zeiss LSM 510 Meta Confocal miopsqCarl Zeiss).
Immunablotting. Proteins (20-40ug) were loaded on SDS-PAGE, teared onto
nitrocellulose and detected with the antibodiedbitaanti-Akrlb7 (L4, 1:5000),
rabbit anti-Akr1b3 (L5, 1:2000), rabbit anti-Akr1ljB7, 1:2000) (25), rabbit anti-Akt
(Cell Signaling, 1:1000), rabbit anti-p-Akt ser4{Epitomics, 1: 3000), rabbit anti-FP
receptor (Cayman, 1:500), rabbit agtActin (Sigma-Aldrich, 1:5000) or mice anti-

B-Tubulin (Sigma-Aldrich, 1:1000).
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Glucose and insulin-tolerance tests. These tests were performed on 14h and 5h
fasted mice, respectively. Blood glucose concentiaas measured from tail vein at
0, 15, 30, 60, 90 and 120min after intraperitonegction of glucose (2 g/kg body
weight) or insulin (0.75 units/kg body weight) (Nmordisk).

Insulin signaling. Mice were placed in conditions of insulin toleranest. WAT,
liver and muscle were collected 10min after insulpection. Insulin-stimulated
phosphorylation of Akt on Ser473 was analyzed bynimoblotting. Signals were
guantified with Quantity One software (BioRad).

Quantification of prostaglandinsin WAT. Quantification of PGf, PGE and PGD
was performed on WAT from 5-weeks-old mice. Deuttastandards (10 ng of d4-
PGR, d4-PGER and d4-PGD from Cayman) were added to homogenized tissue
samples. Extraction and derivatization to obtaimdpcts of interest were performed
as previously described (25). Quantification wagquened after analysis of unlabeled
and deuterated PGs by GC-MS (Agilent Technologies).

Statistical analysis. Results are expressed as meanstSD. Statistgrafisance of
differences between experimental groups was asbesseg the unpaired Student’s

test except for cloprostenol treatment where Martmithi¢y test was used.
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Results
Generation of Akr1b7” mice.
Our strategy to generatkrlb7” mice is depicted in Fig.AC. In wild-type mice, as
expected, Akrlb7 was strongly detected in the adrgiand and to a lesser extent in
white adipose tissue (WAT). In contrast, it was etedtable in brown adipose tissue
(BAT), muscle or liver (Fig. D). Absence of Akrlb7 signal knockout tissues (KO)
confirmed complete inactivation @&krlb7 gene. Mouse also expresses two other
members of aldo-keto reductase 1b family, Akrlb8 Akrlb8, but their expression
pattern in adipose tissue has never been chamedetsing specific antibodies (25),
we showed that Akrlb3 was expressed in all tissested while Akrlb8 was absent
from all adipose depots and muscle but abundamidnenal and liver. Importantly,
accumulation of both Akr1b3 and Akrib8 isoforms wmas upregulated irkrib7”
tissues.
Akrlb7 ablation resultsin increased adipogenesis and lipogenesis.
Under standard diekrlb7" mice gained weight faster than wild-type mice tstgr
at 7 weeks. This difference was exacerbated witie {{114% and 127% heavier at 7
and 21 weeks, respectively, Fig. 2A). Six-month-@lkr1b7” mice exhibited a
significant excess of major WAT depots, such asagah peri-adrenal and inguinal
WAT (Fig. 2B andtop O and an increased liver mass. In contrast, weifldther
organs including heart, kidney, and testis wasaffigicted. Therefore, lack of Akrlb7
led to a significant overweight, correlated withparsion of WAT. This was
confirmed by higher plasma leptin levels in knodkmice (Table 1). In contrast,
there was no alteration of adiponectin or resistuels (Table 1).
Measurement of cross-sectional areas of adipocyee®aled clear adipocyte

hypertrophy in allAkrlb7” white adipose depots compared to wild-type (Fig. 2

Article - 10






Résultats - Premiére Partie - Article

bottom CandD). In agreement with this observation, mRNA lewafighe lipogenic
genesScdl and Fasnwere found increased in mutant gonadal WAT (FB),
suggesting enhancement of the lipogenic capaaityaddition, the DNA content of
the fat depots was significantly higher iAkrib7" than in wild-type mice
demonstrating increased cellularity (Fidz)2 Altogether, these results suggest that
under standard diet, deletion of tAkrlb7 gene leads to expansion of adipose tissue,
which may be the result of improvement of bothdigtorage, leading to adipocyte
hypertrophy and adipogenesis, leading to adipdayperplasia.

The increased adiposity &kr1b7" mice relative to their wild-type counterparts was
not attributable to differences in food consumptamd ambulatory activity. Indirect
calorimetry revealed thakrlb7" mice exhibited decreased energy expenditure and
respiratory exchange ratio (0.91+0.020.86+0.02) (Supplementary Fig. S1). These
data indicate thaAkr1b7" have a lower metabolic rate and a switch to nedhtimore

fat metabolism.

Lack of Akr1b7 predisposesto diet-induced obesity

To test whether lack d&krlb7gene could predispose to diet-induced obesity,agle f
5-week-old WT and knockout mice with a high-fattd{elFD) for 12 weeks and
monitored growthin contrast with wild-type HFD micedkrlb7" HFD mice gained
weight rapidly and became obese. This was assdciith a 5-fold increase in
plasma leptin levels, which resulted in reduceddfodake as expected (Fig. 3). The
exacerbated obese phenotype observekiib7™ mice fed with HFD compared to
regular diet was accompanied by a marked increapéasma levels of triglycerides,
glycerol and free fatty acids which remained ungeshunder standard diet (Table 1
and 2). We concluded that lack of Akrlb7 predispaséce to develop severe obesity

upon HFD.

Article - 11






Résultats - Premiére Partie - Article

Akr1b7” micedisplay liver steatosisand progressiveinsulin-resistance.

We examined lipid contents of the enlarged liverAs#1b7"” mice by oil red O
staining and triglycerides assayskrlb7" mice liver accumulated large amount of
lipid droplets and contained twice more triglycesdhan wild-type (Supplementary
Fig. S, confirming thatAkrlb7" mice fed with standard diet developed liver
steatosis.

To determine the respective roles of WAT lipolysisd liver lipogenesis in liver
steatosis, plasmatic pools of lipids were measamedl MRNAs of lipogenic genes
were quantified in the liver. Compared to wild-typece, Akrlb7" mice showed
unchanged fasted plasma levels of free fatty aatielesterol, triglycerides and
glycerol (Table 1), suggesting that lack of Akrldid not increase basal WAT
lipolysis. In contrast, the significant increase $itd1 expression in the liver of
knockout mice (Supplementary Fig. B§2indicated that the lipogenic pathway was
stimulated. This was in correlation with the preseaf liver steatosis.

Excess of adipose tissue and liver steatosis aguéntly associated with
altered glucose homeostasis and insulin-resistadlti@ough fasting plasma glucose
tended to be more elevated in 6-month-Ald1b7" than in wild-type mice (Fig. A
right), both exhibited similar response to the glucaslerance test (Fig. Al left).
However,Akrlb7" mice showed an attenuated response to insulimgitinie insulin-
tolerance test (Fig.Btlef). The absence of significant hyperglycemiaAkr1b7"
mice despite overt insulin-resistance, is probatigbutable to the 3-fold increase in
insulin levels in these mutants (FidB dght).

To examine time-dependent changes in insulin geigitwe quantified Akt
phosphorylation on ser473 in response to insuligesin peripheral tissues of 3- and

9-month-old mutant and wild-type mice. Insulin-icgd Akt phosphorylation
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remained unchanged in either muscle, liver or WATB-@nonth-old Akrlb7" mice
(Fig. 4C) in agreement with their normal response to ttsilin-tolerance test (not
shown). In contrast, insulin-dependent ser473 phasgation was reduced by at least
40% in tissues from 9-month-old mutant mice (Fig).4Thus, whole-body insulin-
resistance observed in knockout mice is at leapaanh caused by a defect in insulin-
induced Akt phosphorylation in peripheral tissuBsis occurs after establishment of
the overweight phenotype between 3 and 6 monthg®f

Expansion of Akr1b7” adiposetissueislinked to decreased PGFy, levels.

Our observations suggest that Akrlb7 is acting dipase tissue by regulating both
adipocyte differentiation and lipogenesis. We poasgly showed that Akrlb7 is
endowed with a PGFS activity both vitro and in living cells (17; 25). When we
compared the levels of various prostaglandins ipcss tissue fromAkrib7” and
wild-type mice (Fig. 3), we found that PGE contents were specifically reduced by
45% in Akrlb7-deficient adipose tissue while RG&d PGD were unaltered.
Importantly, these changes occurred without argratiion inAkrlb3gene expression
(Fig. 8B), which has been reported to affect adipocyteediffitiationin vitro (18). We
next examined expression of the receptors for @, and FR) in various mouse
tissues and found that adipose depots were a sitggoof FP proteins expression (Fig.
5C).

To confirm that the alteration of adipose tissuenbostasis resulted from decreased
PGR, production, 4-week-oldhkrib7" mice were treated daily for 3 months with
cloprostenol, a synthetic PGF Plasma leptin levels of\krlb7" mice were
significantly decreased by cloprostenol (p=0.001j. BA) reflecting a reduction of
WAT mass. Indeed, compared takrlb7" control mice, mice injected with

cloprostenol showed a significant reduction in adige areas and low&cdlgene
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expression in gonadal WAT (FigB6and C). Hence, in good agreement with the
PGFS activity of Akrlb7, cloprostenol treatment walsle to correct increased
adiposity observed in Akrlb7-deficient mice.

Our in vivo data (Fig. £-E and &-C) showed that lack of Akrlb7, by lowering
PGFR, levels, led to hypertrophy of adipocytes in whiulgh levels of FP receptors
were detected (Fig.&. To test a direct impact of PgFon lipogenesis, we treated
3T3-L1 adipocytes with various concentrations @fpcbstenol. Cloprostenol reduced
MRNA levels ofScdland Fasngenes in a dose-dependent manner (H®). &his
result demonstrated that in addition to inhibitiadipocyte differentiation, PG
could also repress lipogenic genes in mature aglipsc

To test the possibility that expansion of WAT Akrlb7" mice could also be the
result of an improved recruitment of new adipocyteie were exposed to HFD for 5
weeks in the presence or absence of cloprostemblvane treated with BrdU for the
last 3 weeks. In agreement with the sensitivibAkiflb7-deficient WAT to expand in
response to long term HFD (Fig. 3), a 5-weeks exyoso HFD was sufficient to
impart a 7.7-fold increase of gonadal WAT mas#\knlb7" mice compared to the
1.7-fold increase observed in wild-type mice (F&f). Concomitant cloprostenol
treatment eventually reduced the expansion of miM&RT mass to values similar to
those of mutant mice fed with standard diet. Qdigation of new adipocyte
production during HFD exposure revealed a 3.5-fmidrease in BrdU positive
adipocyte-associated nuclei in gonadal WAT fréérlb7” compared to wild-type
mice (Fig. &). Cloprostenol treatment @fkrlb7"~ mice reduced production of new
adipocytes during HFD-induced adipose tissue exparie values similar to those of

wild-type mice fed with HFD. Altogether, these datgportedn vivo evidence that
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the PGFS activity of Akrlb7 regulates adipose @ssypansion, by repressing both

adipocyte hypertrophy and adipocyte recruitment.
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Discussion

Akr1b7 has anti-adipogenic and anti-lipogenic activities.

We investigated the physiological function of Akvlka protein enriched in
stromal vascular fraction of WAT, by generating mo&kout mouse model. Our
results showed for the first time the direct cdndtion of a protein producing the anti-
adipogenic paracrine factor P&Hn the regulation of adipose tissue expansion.
Indeed, even under standard digkrib7"~ mice exhibited an increased number and
size of white adipose cells. This increased adtposas correlated with a specific
decrease in PGE-concentrations in WAT. The ability of chronic admstration of a
PGFRy, agonist to reverse the adipose phenotypdlafilb7” mice shows that anti-
adipogenic activity of Akrlb7 is essentially regudtfrom its PGFS activity.

This is the first demonstration that P4ks indeed an anti-adipogenic molecire

vivo. Moreover, we showed that the anti-adipogenic tioncof PGF, was not only

resulting from inhibition of the recruitment of @aipocytes but also from inhibition
of adipocyte lipogenesis iakrlb7" mice. This direct effect of PGfon lipogenesis
was confirmed in 3T3-L1 adipocytes.

Akr1b7" mice showed exacerbated sensitivity to obesity emea 129/Sv
genetic background, which is known as an obesgistant background. This
phenotype is associated with metabolic disordech s13 hepatosteatosis and insulin-
resistance even under standard diet. Therefdelb7" mouse is a powerful model
to study obesity and its complications.

The phenotype of Akr1b7” miceislinked to Akr1b7 function in adipose tissue.

In the adrenal cortexkrlb7 expression was shown to limit glucocorticoids

release under stress conditions through an interfe@dback loop (25).
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Glucocorticoids are powerful regulators of adiposssue homeostasis (29).
Nevertheless, we showed that basal plasma cortlarst levels were not affected in
Akrlb7" mice (Table 1). This excludes an adrenal contidbuto the adipose
phenotype.

In the intestine Akrlb7 expression is regulated by several nuclear recepto
and is mainly implicated in detoxification procesd®y metabolizing bile acids or
lipid peroxidation products (23; 30; 31). This ftina could influence nutrients intake
and disrupt energy balance. However, we did notl fany alterations of food
consumption (Supplementary Fig. S1), feces prodocind intestine histologyn@t
shown in Akrlb7" mice. Therefore, it seems unlikely that lack ofr®7 in the
intestine could account for increased adipositknlb7 mice.

Akrlb14mRNA, the rat ortholog ofAkrlb7 is undetectable in the liver until
induction by growth hormone or oxidative stress;(33). In mouse,Akrlb7
expression is hardly detected in the liver undesabaonditions (21) but is inducible
by FXR/PXR agonists (30; 31). Recently, it was shdhat forced overexpression of
Akrlb7 in the liver using adenoviral vector, sigeaintly lowered hepatic lipid
contents in genetically obese mice, suggesting ategtiive effect against
hepatosteatosis (34). Hence, we cannot completetjude that hepatosteatosis
observed inAkrlb7" mice could also result from the chronic lack ofiery faint
hepatic expression of the enzyme. However, sevamgiments suggest that this
metabolic complication is rather the consequencaltefed adipose tissue physiology
in Akrlb7null mice. First, using our antibody designed tiscdminate Akrlb
isoforms (25; 35), we never managed to detect Akiibhbwild-type mouse liver (Fig.
1D). Second, we demonstrated that hepatosteatosis iresudin-resistance were

established from the age of 6 months, after theese of adiposity iAkrlb7" mice.
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Finally, it is well established that excessive depment of adipose tissue can lead to
hepatosteatosis and insulin-resistance throughralewvgerconnected pathways (36).
Thus, the overall phenotype okrlb7" mice can mainly be attributed to Akrlb7
function in the adipose tissue.

Akr1b7-null mice phenotype does not rely on defects in detoxication of lipid
peroxidation by-products.

Besides its prostaglandin,Fsynthase activity, Akrlb7 has other reported
enzymatic activities with possible impacts on adgdssue, such as reduction of 4-
hydroxynonenal (4-HNE) (17; 25; 37). Increased 4HdNMevels in response to
oxidative stress promote and perpetuate the oliate (88) and can be involved in
the development of insulin resistance (39; 40).dakve stress in human and murine
adipose tissue as well as in 3T3-L1 adipocytestdfne secretion of adipokines such
as adiponectin and TNF (1; 40; 41). HoweverAkrlb7" mice neither showed
significant increase of IL-6 and TN expression (Supplementary Fig. S3) nor
elevated plasmatic adiponectin levels (Table 1).rddwer, we observed similar
amounts of 4-HNE-protein adducts in adipose tigsu@ wild-type and mutant mice
(Supplementary Fig. S4). These results indicate khek of intracellular 4-HNE
detoxification resulting from loss of Akrlb7 actiyiis not the cause of increased
adiposity in mutant mice.

Akr1b7-dependent production of PGF,, regulates adipose tissue homeostasis.

For decades, PGfhas been implicated in the inhibition of adipogea€l12-
14) but its function on adipocyte differentiatiomswnever establisheal vivo or tested
on already differentiated tissues. We demonst@tehie first time that a decrease in
intra-adipose tissue PGFlevels following Akrlb7 ablation, leads to increds

adiposity. This phenotype results from alleviatmithe repression exerted on both
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adipocyte precursors recruitment and on lipid gferia mature adipocytes and can be
reverted by exogenous Pglnjections. Using 3T3-L1 adipocytes we confirmedtth
PGFRy, inhibited expression of lipogenic enzymes. Thissuspected result is
consistent with the high expression of the FP rexap cultured adipocytes (18) and
in vivo (Fig. 5C).

The opposite action of the PgAPGE, couple was demonstrated in different
biological systems.e. reproduction (42), inflammation (43) or endocrgiands (25;
44). Interestingly, this PGEFPGE paradigm seems to also be valid in adipose tissue
as the reduction in PGHevels in mouse adipose tissue was correlated wafith
increase of lipolysis and a reduction of adipoélt).

Akr1b family members: novel actorsin adipose tissue homeostasis ?

In mouse, aldose reductases Akrlb3 and Akrlb7 @afarsthe only members
of the Akrlb family that are expressed in adipassue (Fig. D). A recent study
indicated that PGFS activity of Akrlb3 could infhee adipogenesis. Indeed siRNA-
mediated Akrlb3 knock-down decreased the concemmsatof PGE, in 3T3-L1
medium, which resulted in enhanced adipogenesi¥ (8¢ presence of Akrlb3
could thus account for maintenance of a low le¥d?@F,, production in the adipose
tissue of Akrlb7"” mice (Fig. B\). However, this isoform was clearly not able to
compensate for the lack of Akrlb7. Moreover, needein adipose tissue homeostasis
was reported ilkr1b3" mice but careful investigations will be needegxplore this
potential function of Akrlb3n vivo(19).

Among human members of the AKR family, AKR1B1 antkRLC3 exhibited a
prostaglandin synthase activity vitro. AKR1C3 is expressed in human adipocytes
and was for a long time considered as the only P@R$uman (45; 46). However,

AKR1B1 was recently shown to have a higher PGF&iscthan AKR1C3in vitro
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(17) and to be highly active in human endometridm).( The role of AKR1B1 has
been extensively studied in the pathogenesis diediacomplications (48) but its role
in the physiology of adipose tissue is an almosginifield of investigation. One
could hypothesize that AKR1B1 could act as an adipogenic factor through local
PGF,, production. However, AKRIB1 is also endowed witRP@D, synthase activity
in vitro (49). Therefore, the pro-adipogenic action of BRG[®; 50) may
counterbalance the anti-adipogenic activity of RGF

In conclusion our mouse model provides functionatience for novel mechanisms
linking prostanoid metabolism with adipose tissoenkostasis. It also opens up new
perspectives on the potential contribution of AKRI&bforms to physiological

control of adipose tissue expansion and pathogewésibesity in patients.
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Table 1. Plasma parameter s of 24-week-old wild-type and Akr1b7-null mice

Standard diet p
Variables

Wild-type n Akrib7- n  Vvalue*

Blood metabolites

Triglycerides (g/l) 1.04+0.1 14 1.07+£0.2 14 0.65
Cholesterol (g/1) 1.22+02 14 1.18+0.3 140.65
Free fatty acid (mmol/l) 0.93+0.2 14 0.97+0.3 14 0.73
Glycerol (umol/l) 346 £ 62 14 365+70 14 0.46
Glucocorticoid 31.4+17 5 37114 5 0.6
Adipokines

Leptin (ng/ml) 6.70£21 6 10.34£ 23 6 0.04t
Adiponectin (ng/ml) 994+23 6 11.11+29 6 0.46
Resistin (ng/ml) 1.08+0.1 6 1.15+0.2 6 0.51

*p values are the results of non paired Studeéngst.tp<0.05

Article - 26






Résultats - Premiére Partie - Article

Table 2. Plasma parameters of 17-week-old wild-type and Akr1b7-null mice fed
with a high-fat diet for 12 weeks.

Variables

High fat diet p

Wild-type n Akrlb7" n value*

Blood metabolites

Triglycerides (g/l)
Cholesterol (g/l)

Free fatty acid (mmol/l)
Glycerol (umol/l)

Adipokines

Leptin (ng/ml)
Adiponectin (ng/ml)
Resistin (ng/ml)

0.83+0.12 7 1.2+0.24 60.01%
1.45+0.33 7 1.41+0.24 6 0.79
0.63+0.11 7 0.75+0.10 6 0.06

276158 7 427 + 94 6 0.009%
4.22 +3.37 7 21.6+12.8 60.03t
9.31+2.56 6 15.12 £ 2.33 @.02t
209+1.0 6 150+ 0.61 6 0.25

*p values are the results of non paired Studertest. T0.05. $50.01
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L egends
FIG.1. Generation of Akrlb7 knockout mice. A: Genomic organization of the
Akrlb7 wild-type allele.Akrlb7 exons are represented by black boxes. The 5’ probe
used for the genotyping analyses is indicated byes bar. Genomic organization of
the Akrlb7 recombined allele (or tri-loxP conditional allefkrlb7°*™99) after
homologous recombination of the targeting constr@nomic organization of the
AkribZnull allele obtained after breeding Akr1b7'*™9" homozygous females with
MeuCre40 males (26). Homologous recombination efténgeting construct and Cre-
mediated recombination events between loxP1 arféldwites, generating #krlb7
null allele, were screened by Southern blottiBg.Southern blot analysis of the
homologous recombination of the targeting constriice 5’ probe revealed an 11 kb
Hindlll (H) fragment corresponding to the wild-tymdlele and a 9.3 kb Hindlll
fragment corresponding to the recombined alléler{b7°™9"9. Lanes 2 and 3:
wild-type mice (+/+). Lanes 1 and 4: heterozygdogdd mice (lox/+).C: Southern
blot analysis for theAkrlb7null allele. After Cre-mediated loxP recombination
mosaic animals containing ti&rlb7null allele were crossed with wild-type animals
to generateAkrlb7” mice. The 5 probe revealed a 7.7 kb Hindlll fragm
corresponding to the null allele. Lanes 2 and 3d\yipe mice (+/+). Lanes 1 and 4:
Akrlb7" mice (+/-). D: Western blot analysis of Akrlb isoforms expressia
different tissues fromikrlb7”* (WT) andAkrlb7" (KO) mice. WAT, white adipose

tissue; BAT, brown adipose tissue.

FIG.2. Akr1b7 ablation leads to an excess of adipose tissue. A: Body weight of

wild-type (WT) andAkrlb7" mice (KO) fed with a standard diet (n=10-12 per
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genotype).B: Relative weight of major adipose tissue depots atler organs as a
percentage of body weight frodnto 6-month-old KO and WT mice (n=6-7/grou@).
Representative pictures of wild type and knockoutemshowing gonadal fat pads
(upper panel) and microscopic hematoxilin-eosininsth sections of this white
adipose tissue (lower panel): Area of adipocytes measured from paraffin sestion
of major adipose tissue depots from 6-month4d and WT mice (n=4/groupk:
Scdlis up-regulated in WAT ofAkrlb7 null mice.Scdl FasnandAcclexpression
were analyzed by RTqPCR on mRNAs from WAT of 6-neald Akrlb7 KO and
WT mice. Bars represent the mean relative quaatiba (KO vs WT) of at least
seven individual mice + standard deviatién.Total DNA content in peri-gonadal and
inguinal white fat pads from 6-month-old KO and Wilce (n=7/group). WAT, white
adipose tissue; BAT, brown adipose tissue; gonadah ing, inguinal; peri-ad, peri-

adrenal. *p<0.05, **p<0.01, **p<0.005, Tp=0.07 ogiStudent’s test.

FIG.3. Akr1b7” mice are more sensitive to diet-induced obesity. A: Percentage of
weight gain of wild-type (WT) andkrlb7" mice fed with high-fat-diet (HFD)B:
Plasma leptin levels of 17-week-old wild-type (Wahd Akrlb7” mice fed with
HFD. C. Food intake measured at 16 weeks of age everyoday a 6-days period

during high-fat diet. n=6-7/group for each expenmmé&p<0.05 using Studentigest.

FIG 4.Lack of Akrl1b7 leadsto insulin-resistance. A-B: Left, Glucose tolerance test
(GTT) and insulin tolerance test (ITT). 6-month-eldd-type and Akrlb7 null mice
(n= 7/group) were either fasted for 16h before ieag an i.p injection of 2 g/kg
glucose or 5h before receiving an i.p. injection0of5 U/kg insulin. Blood glucose

concentration was measured at the indicated timatoRight, fasting plasma
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glucose and insulin levels of the wild type aA#rlb7 knockout mice fasted
overnight.C: Right Western blot analysis of phospho-AKT (p-AKT) &rSl73 and
total AKT levels in WAT, liver and muscle of 3 a@dmonth-old wild-type (+/+) and
Akrlb7 knochout (-/-) mice after insulin injectioheft quantifications of insulin-
induced AKT Ser473 phosphorylation reported tolt8d&T levels in wild-type and

Akrlb7knockout mice. *p<0.05, **p<0.005 using Studerttitsst.

FIG 5. Decreased levels of PGF,, in Akrlb7” adipose tissue. A: Prostaglandins
(PG) contents measured by MS of adipose tissue fseneek-old wild-type and
Akrlb7knockout miceB: Relative mRNA levels oAkrlb3in white adipose tissue of
wild-type and knockout mice (n=6/grouf}: Western blot analysis of FP receptor
isoforms expression in different tissues from witfge mice. WAT, white adipose
tissue; gon, gonadal; peri-ad, peri-adrenal; imguinal. *p<0.05 using Studentts

test.

FIG 6. Phenotypic rescue by injection of PGF,, agonist. A-B-C. Akrlb7null mice
were daily injected with Olg/g body weight of cloprostenol, a P&Fagonist, or
with vehicle from 4 to 16 weeks of age (n=7-9/grpup Fasted plasma leptin levels
from vehicle wild-type and knockout mice (WT and Kénd from knockout mice
treated with cloprostenol (KO+cloprolB: Representation of adipocyte proportion
according to their size. Adipocyte area was measume paraffin sections from
Akrlb7 knockout mice treated with vehicle (KO) or wittoptostenol (KO+clopro).
C: Expression of lipogenic gene&scdl and Fasn in adipose tissue fromikrib7
knockout mice treated with vehicle (KO) or with gtostenol (KO+clopro) analyzed

by RTQPCRD: RTgPCR of lipogenic genedcdl, Fasn, Accih 3T3-L1 adipocytes.
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Differentiated adipocytes were treated 24h withouas concentrations of cloprostenol
or with vehicle.E-F: Cloprostenol effect on adipose tissue expansmiudged by 5
weeks HFD inAkrlb7 knockout mice.E: Weight of gonadal white adipose tissue
from wild-type mice (WT), knockout mice (KO) and deckout mice treated with
cloprostenol (KO+clopro) after standard diet (SD) lugh-fat diet (HFD). F:
Detection of new adipocyte production vivo by bromodeoxyuridine (BrdU)
labeling. Confocal immunofluorescence analysis wadormed on paraffin section
taken from wild type and knockout animals expose8rdU over the last 3 weeks of
the 5 weeks HFD with or without cloprostenol treafh Nuclei were stained using
Hoechst, and autofluorescence from the green chamag used to detect tissue
structures. Quantification of BrdU positive adiptesassociated nuclei was carried
out from n=>900 nuclei per group (n=4/group). *@&). **p<0.01 using Students

test.
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Supplemental legends

FIG.S1.Energy intake and expenditure. A: Daily food intake of wild-type (WT) and
Akrlb7 null mice (KO) fed in a standard di&. Ambulatory activity measured on a
24h period of wild-type (WT) andhkr1b7” mice (KO) (n=6/group).C: Energy
expenditure and respiratory quotient on a 24h pesfowild-type (WT) andAkrlb7”

mice (KO) (n=4/group)*p<0.01, **p<0.005 using Studenttgest.

FIG.S2.Abr1b7’ mice present an ectopic accumulation of lipids in the liver and

an increase of lipogenesis. A: Oil red O stainingléft) of livers from wild-type (WT)
and Akrib7" (KO) mice. Intratissular triacylglycerol levelsight) in livers of 6-
month-old wild type and\krlb7” mice (n=7/group)B: Scdlis up-regulated in liver
of Akrib7" mice.Scdl FasnandAccl expression were analyzed by RTgPCR from
liver mRNAs of 6 month-oldAkr1b7”~ and wild-type mice. Bars represent the mean
relative quantification (KOvs WT) of at least seven individual mice + standard

deviation. *p<0.05 using Studentsest.

FIG.S3.No significant increase of inflammatory cytokines expression in Akrlb7”
adipose tissue. IL-6 and TNFalpha gene expression analysed by RTgPCR from
gonadal adipose tissue mRNAs @&fnonth-oldAkrib7" (KO) and wild-type (WT)
mice. Bars represent the mean relative quantiboaiKO vs WT) of seven individual
mice + standard deviation. The following Taqrfiaprobes were usedTnfa

MmO00443258 m1tl-6 Mm01210733_m1Ppib Mm00478295 ml.

FIG.S4.Akrlb7" adipose tissues exhibit no increase of 4-HNE protein adducts.

Western blot analysis of 4-HNE-protein adductsAkrlb7” (KO, n=4)) and wild-
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type (WT, n=3) peri-adrenal adipose tissue usingg@rotein extracts and rabbit

anti-4-HNE primary antibody (Calbiochem) at the0Q@ dilution.
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Deuxiéme patrtie :

Création de modéles murins « gain de fonction » @remiéeres analyses phénotypiques

. Introduction

Les membres de la famille des AKR1B sont des engyines proches dont les
activités enzymatiques potentielles sont multigieparfois redondantes. Leur rble ainsi que
leur(s) activité(s) enzymatique(s) dans les difi&setissus ou elles s’expriment restent
largement inconnues. Les travaux présentés damietaiere partie de ce travail démontrent
pour la premiere fois I'implication d’'un membre ldefamille des aldose réductases, Akrlb7,
dans le développement du tissu adipeux et plusetaegt dans la régulation de son
homéostasie. En effet, 'analyse des soAfislb7" nous a permis de confirmér vivo le
pouvoir anti-adipogénique de Akrlb7 préalablemenhantré sur des cultures cellulaires de
3T3-L1 (Tirard et al, 2007). Dans ce modele, la perte de Akrlb7 esbcass a une
diminution des taux intra-tissulaires de RBE#t entraine chez les souris une augmentation de
la masse adipeuse due a une hypertrophie et urergigpie adipocytaire. La réversion du
phénotype par une administration chronique d’'umage PGk, nous a permis de conclure
gue l'aldose réductase murine Akrlb7 contrble lexgssus d’adipogenese et de lipogenése
du tissu adipeux par la production du facteur para@nti-adipogénique, la PGF

Dans le tissu adipeux, la protéine Akrlb7 est tatée dans la fraction stromale
contenant les préadipocytes. Cependant, son eipmegst totalement abolie dans les
adipocytes matures (Tirardt al, 2007). Par conséquent, afin de compléter lesltagésu
obtenus avec le modeéle d'invalidation génighlerlb7”, il nous a semblé important de
réaliser un modele inverse conduisant a une expresctopique de Akrlb7 dans les
adipocytes.

De plus, ces résultats ont ouvert de nouvellegpigtiant au role des AKR1B dans la
régulation de I'adipogenese et la physiologie dauiadipeux. Chez 'lhomme, deux membres
de la superfamille des AKR, AKR1B1 et AKR1C3, pak=gt une activité PGF synthaise
vitro. AKR1C3, exprimée au sein des adipocytes, a lomgseété considérée comme la seule
PGF synthase chez ’'homme (Suzuki-Yamansgital, 1999). Cependant, de récentes études
ont demontré que l'activité PGF synthase d’AKR1Bi supérieure a celle dAKR1G8
vitro (Kabututu et al, 2009) et qu’elle est particulierement importarite vivo dans
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'endometre humain (Bressoet al, 2011). AKR1B1 a été largement étudiée pour son
implication dans les complications diabétiquessoa activité de réduction du glucose mais
sa participation dans la physiologie du tissu adipeste a déterminer. Toutefois, I'ensemble
des données suggere qu'elle pourrait, comme AkrHmir en tant que facteur anti-

adipogénique en produisant de la BGfans le tissu adipeux.

Le second objectif de ce travail a donc été deldgper deux modéles murins « gain
de fonction » ou Akrlb7 murine ou AKR1B1 humaineagent exprimées de facon ectopique
dans les adipocytes matures. Afin de cibler I'egpi@n de nos transgenes dans les
adipocytes, les séquences ADNcAle1lb7 et AKR1BbDnNt été clonées en aval des séquences
régulatrices du gene codant I'adipose protein 2)afFigure 30). La protéine aP2 (ou
FABP4) est un transporteur d’acides gras spécifiqgré retrouvé dans les adipocytes au
stade terminal de différenciation. La région régida de 5,4 kb précédant le site d’initiation
de la transcription du geraP2 confere aux génes situés en aval une expresditéeailans
les adipocytes des animaux transgéniques (Rosal, 1990). Cette approche a déja été
validée dans le but de tester le pouvoir anti-agi§pique de genes candidats (Bauehal,
2006; Imaiet al, 2001).

Selon notre hypothése, I'expression ectopique delldk ou de AKR1B1 dans les
adipocytes devrait entrainer une production acdei®GF, dans le tissu adipeux blanc de
ces souris et conduire a une réduction de leur engisssse ou a une résistance a I'obésité

induite par un régime riche en lipides.

Méme si les deux transgenes ont été réalisés, seuwenstructioraP2-AKR1Bla
permis d’établir des lignées de souris affichant une esgiom significative du transgéne.
L’analyse phénotypique de ces souris est en camueliement et les données préliminaires
sont en faveur d'un phénotype adipeux. Cependantcéractéristigues des animaalRk2-
AKR1B1ne sont pas celles attendues et remettent en natreehypothéese de départ.
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Figure 30: Les différentes étapes de la construction des transgenes.
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II. Matériel et méthodes

A. Construction des transgenesP2-Akrlb7etaP2-AKR1B1

Les ADNc codant les protéines Akrlb7, AKR1B1 ehtfon du gene de Ia-globine étaient
disponibles au laboratoire, intégrés dans les uest@ocDNA3, pET-28a(+) et pSG5
respectivement. Les ADNc codant pour les protéiledb7, AKR1B1 et I'intron du gene de

la B-globine ont été amplifies par PCR a l'aide d’anesrqermettant I'ajout de sites de
restriction Hindlll et Smal en 5 et en 3’ des amphs et I'ajout d’'un site d’initiation
consensus de la traduction ATG pour le gaR&R1B1(Tableau 3). Les trois séquences ainsi
obtenues ont été purifiees (PCR purification kigagen), clonées dans le plasmide pGEM-T
Easy (Promega) et séquenceées.

Par une double digestion Hind Il et Spe I, les ADdddant les protéines Akrlb7 et AKR1B1
ont été excisés et le plasmide pGEM-T Easy contdiiation du géne de |8-globine a été
linéarisé (Figure 30). Aprés une purification set g’agarose 1% (Qiaquick Gel Extraction
kit, Qiagen), les inserts correspondants aux ARBKd b7 et AKR1Bbnt été clonés en 3’ de
l'intron de lap-globine. Une fois la construction vérifiée par se&acage, les inseristron f-
globine-Akrlb7etintron g-globine-AKR1BIont été isolés du plasmide pGEM-T Easy par une
digestion Smal puis purifiés sur gel d’agarose.oli$ ensuite été insérés dans le plasmide
pBluescript SK aP2-SV40 (don de B.M. Spiegelmanhaeau du site Smal préalablement
déphosphorylé par I'enzyme CIARC4If Intestinal Alkaline Phosphatasé®romega). Ce
plasmide contient la séquence promotrice de 5,dukgéneaP2 ciblant I'expression dans les
adipocytes et la séquence de polyadénylation dus \#V40 Simian virus 49 La figure 30
représente les différentes étapes de la construdes transgénes. Les fragments de 7,7 kb
correspondant aux transgenes microinjectés onexaisés du plasmide par une digestion
Kpnl et Fspl/Sacll pour respectivement aRPtb7et aP2AKR1B1

B. Obtention et validation des souris transgéniquesaP2-
Akrlb7/B1

Les transgenes linéarisés et purifiés ont été mmjgctés dans le pronucléus d’ovocytes
fécondés de souris B6D2, selon la méthode de Hegaes collaborateurs (Hogan al,
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A Taille du

Oligonucléotides Séquence 5°-3’ fragment
amplifié
5’Sma glob CTCCCGGGTGAGTTTGGGGACCCTTG
56,5 600 pb
3’Hind glob CTAAGCTTGCTGTAGGAAAAAGAAGAAGGC
Construction | 5°Hind B1 ATG CTAAGCTTACCATGGCAAGCCGTCTCCTGC
des 56,5 900 pb
transgénes 3’Sma B1 Stop CTCCCGGGCTTCAAAACTCTTCATGG
5’Hind B7 ATG CTAAGCTTACCATGGCCACCTTCGTGGAAC
56,5 900 pb
3’Sma B7 Stop CTCCCGGGACCTCAGTATTCCTCGTGG
B -gl ’ CTGCCTTTCTCTTTATGGTT
Génotypage p-glob Seq 3 56 270 kb
aP2-AKRIBL | By 5° 150pb TACACATGGGCACAGTCGAT
Génotypage | B-glob Seq 3’ CTGCCTTTCTCTTTATGGTT
aP2-akrlb7 56 800 kb
B7 KO 5bis CTACGGGGTCTTCTGGCTTGG
B )
Cycles Temps Temperature
dénaturation 5 min 94°C
dénaturation 45 sec 94°C
35 cycles hybridation 45 sec TH
synthése 45 sec/2min 72°C
¢élongation S min 72°C

Tableau 3: Conditions d’amplification des ADN lors des réactions de PCR.
A. Oligonucléotides utilisés pour la construction des transgenes et le génotypage des animaux transgéniques.
B. Conditions respectées lors des réactions de PCR. TH, Température d’hydridation.
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1986). Ces ovocytes ont ensuite été réimplantég des femelles pseudogestantes. Les
descendants obtenus ont été génotypés par lesigeebnde Southern-blot et PCR. Pour
'analyse par Southern-blot, 'TADN génomique iskila queue des nouveau-nés a été digéré
par I'enzyme de restriction Hindlll pour le transageaP2Akrlb7 et par Kpnl pouaP2-
AKR1B1 La présence du transgene a ensuite été révédée grune sonde spécifique de la
région SV40 du transgene. Le génotypage par PCi eéélisé a I'aide d’amorces ciblant
I'intron B-globine d’'une part, et TADNc codant pour les AKR#'autre part. Les conditions
d’amplification sont présentées dans le tableal€d fondateurs mosaiques obtenus ont
ensuite été croisés avec des souris sauvagesaliitenir des descendants hétérozygotes pour
le transgéne. Le profil d’expression du transgéansaiite été analysé par western blot a partir
de 30ug d’extraits protéiques issus de plusiewsusi prélevés. Les protéines Akrlb7 et
AKR1B1 ont été détectées a l'aide de l'anticorps (L&B000) (Lefrancois-Martineet al,
2004).

C. Entretien des cellules HEK 293

La lignée cellulaire HEK 298Human Embryonic Kidneyg été cultivee a 37°C en présence
de 5% de CO2 dans le milieu DMEM-DF-12 (Gibco) eésence de 10% de sérum de veau
foetal, 2mM de L-glutamine, 100U/mL de pénicilline #0Qug/ml de streptomycine. Les
clones de cellules HEK 293 surexprimant constiarient la cyclo-oxygénase | (Cox1) et
transfectés de facon stable avec le vecteur témcDNA3 ou le vecteur pcDNA3 codant
pour la protéine Akrlb7 ont été entretenus dama@me milieu additionné des antibiotiques
G418 (10Qg/mL) et hygromycine (4Qg/mL).

D. Dosage de la prostaglandine K2

Chaque clone Cox1/pcDNA3 ou Cox1/Akrlb7 a été ersed a une densité de 1 million de
cellules par puit de 3 cm et a été privé de sérunbaut de 24 heures. Le lendemain, les
cellules ont été traitées 30 min avec l'ionophoee adlcium A23187 (Calbiochem). Les
milieux de culture ont ensuite été récupeéres tue de PGk libérée a été mesuré grace au
kit ELISA Neogen (Abcys).
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Figure 31. Couplage fonctionnel entre la cyclo-oxygénase Cox1 et Akr1b7.

A. Taux de prostaglandine F,, libérée par les cellules HEK293 exprimant la cyclo-oxygénase 1 (Cox1) seule ou co-
exprimant Cox1 et Akrlb7. p<0.01

B. Analyse par western blot de 1’expression des protéines Coxl et Akrlb7 a partir de 30 pg de protéines totales
extraites des cellules HEK293-Cox1 et HEK293-Cox1/Akr1b7.
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[1l. Résultats/Discussion

A. Le modele gain de fonctioraP2-Akrlb7

Les résultats obtenus dans la premiere partie deagail ont confirmé que Akrlb7
possedein vivo une activitté PGF synthase dans le tissu adipewx. sinthese de
prostaglandines nécessite une co-localisationdelitdaire et un couplage fonctionnel entre
les cyclo-oxygénases et les prostaglandines syeghaBans les cellules 3T3-L1, les
préadipocytes expriment la cyclo-oxygénase indietinx2 alors que les adipocytes matures
expriment majoritairement la cyclo-oxygénase comtstie Cox1 (Yanet al, 2003). Nous
avons précédemment démontré qu'’il existe un coepfagctionnel entre Cox2 et Akrlb7
permettant la synthése de PgGHorsque les deux enzymes sont co-exprimées de manie
artificielle dans les cellules HEK293, dépourvues mlotéine Cox endogéne (Lambert-
Langlaiset al, 2009). Ce couplage pourrait étre a l'origineaeroduction de PGEdans les
préadipocytes.

Cependant, avant d'étudier I'effet de I'expressiectopique de Akrlb7 dans les
adipocytes matures de notre modele gain de fondii@nété nécessaire de s’assurer que le
couplage entre Cox1 et Akrlb7 est fonctionnel payroduction de PGFE. Afin de tester ce
couplageex vivq le taux de PGJ libérée dans le milieu de cellules HEK 293 sur-erpnt
Cox1 seule ou Cox1 et Akrlb7 a été mesuré. Lesleslisur-exprimant les deux enzymes
synthétisent quatre fois plus de PgEue les cellules sur-exprimant seulement la cyclo-
oxygeénase (Figure 31). Le western blot représagtéd 31 confirme que cette augmentation
de la production PGk est associée a I'expression combinée des prot€logs et Akrlb7
dans les cellules. Ces résultats démontrent qu'ésepce de Cox1, la production de RGF
par Akrlb7 est possible. Par conséquent, dangie cke notre approche « gain de fonction »,
'expression ectopique de Akrlb7 couplée a l'expims endogene de Cox1l dans les
adipocytes devrait entrainer une augmentation derithese de PGfdans le tissu adipeux.

Le transgen@aP2-Akrlb7a été réalisé et séquencé. Suite a sa micro-iojedans des
ovocytes fécondés, les fondateurs transgéniquestéritentifiés par Southern blot et PCR.
Parmi les quelques animaa®2-Akrlb7identifiés par PCR, un seul s’est avéré positif pa
'analyse en Southern blot, et aucun n’a permisb@#nir de descendants transgéniques

(données non présentées). Ces résultats suggearennsertion trop faible du nombre de
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Figure 32: Génération des souris gain de fonction.

A: Représentation schématique des transgénes. La sonde SV40 utilisée pour le génotypage par Southern blot est
indiquée en gris et les oligonucléotides utilisées en PCR sont indiquées en rouge. B: Un premier génotypage par
PCR permet de discriminer les animaux transgéniques (T) pour lesquels un produit d’amplification de 270 pb est
obtenu, des animaux non transgéniques (NT). C: Analyse par Southern Blot des animaux aP2-Bl. Aprés une
digestion de ’ADN génomique par I’enzyme de restriction Kpnl, la sonde SV40 révéle un fragment de 1,5kb
correspondant au transgeéne (T) chez les animaux transgéniques hétérozygotes (T/+) et homozygotes (T/T). Aucun
fragment n’est détecté chez les animaux sauvages (WT).
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copies et surtout une absence de transmissioradsgiene dans les cellules germinales. Une

nouvelle série de micro-injections du transgéneeistellement en cours.

B. Le modele gain fonctionaP2-AKR1B1

- Réalisation et validation des souris transgéniques

La structure du transgene permettant la créatiomodeleaP2-AKR1Blest présentée
figure 32A Suite a la micro-injection de ce transgene, thgisées murineaP2-AKR1B1
indépendantes et différant par le point d’'insergbile nombre de copies du transgéne ont pu
étre obtenues. Le génotypage par PCR des indiddu®s lignées révéle un amplicon de 270
pb correspondant a la séquence de jonction entrgoh B-globine et 'TADNc du géne
AKR1B1 (Figure 32B). L’analyse par Southern blottrea évidence un fragment de 1,5kb
correspondant au transgene chez ces animaux (RBg@e

Par la suite, I'analyse du profil d’expression dansgeneaP2-AKR1B1a été réalisée a
partir de plusieurs tissus prélevés chez des sdarishacune des trois lignées ainsi que chez
des animaux non transgéniques. Pour cela, un gogiceconnaissant a la fois la protéine
Akrlb7 endogéne et la protéine AKR1B1 codée paraesgene a été utilisé (Figure 33). Le
profil observé pour la lignée 5, identique a calas animaux sauvages, indique que cette
lignée n'exprime pas significativement le transg&besuggere une insertion du transgéne
dans une zone génomique non favorable a son eigress
A linverse, les lignées 6 et 8 présentent une ebeexpression protéique dans tous les tissus
adipeux. Ces résultats confirment que le transgé&ti®eAKR1B1a permis de cibler l'aldose

réductase humaine dans I'ensemble des tissus adijgeces lignées.

- Phénotype des souris aP2-AKR1B1 : résultats prétiaiies.

Le phénotype des soudrlb7” illustre 'impact de cette enzyme dans le contridgatif de
'expansion du tissu adipeur vivo. Comme Akrlb7 et AKR1B1 partagent l'activité PGF
synthase, un impact sur le développement du tiggoeax des sourisP2-AKR1B1était
attendu suite a I'expression ectopique de la pmetdiumaine au niveau des adipocytes
matures. Lors de I'analyse des clones HEK293 spriamant Cox1 seule, une synthese basale
de PGk, a été détectée, indiquant la présence d'uneP&Mthase endogene dans ces

cellules (Figure 31). Ce résultat a également Bsewé dans des travaux de I'équipe ainsi
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Figure 33: Validation de I'expression du transgéne.

Western blot réalisé a partir d’extraits protéiquesdifférents tissus d’animaux issus d’'une lignéevage et de
chacune des trois lignées possédant le transgemegs8). L'anticorps utilisé détecte a la fois l@tgine murine
endogeéne Akrlb7 et la protéine humaine AKR1B1 aigeopar le transgene.
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Figure 34: Suivi du statut pondéral des souris aP2KR1B1.

Courbes représentant le pourcentage de prise dse ges animaux aPRR1B1 de la lignée 5, n'exprimant pas le
transgene, et les animaux de la lignée 8 exprilAkiR1B1 dans tous les tissus adipeux. Le poids dé@esret des
femelles a été suivi a partir de I'age de 6 semaifes<11). * p<0,05
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gue dans d’autres études concernant des cloneslidées HEK 293 sur-exprimant Cox2
(Lambert-Langlaiset al, 2009; Nakashimat al, 2003). Dans ces clones sur-exprimant
uniguement Cox2, un faible signal a été détect& aadre anticorps L3 dirigé initialement
contre Akrlb7 mais également spécifique d’AKR1BE&ffAncois-Martinezt al, 2004). La
présence endogene de AKR1B1 pourrait alors expliuesynthése basale de Pféfe ces
clones. Selon notre hypothése, une surprodutiofGlg, par les adipocytes des souaid2-
AKR1B1 devrait entrainer chez les animaaR2-AKR1Blune réduction de leur masse
adipeuse ou une résistance a I'obésité induiteipaégime.

Dans un premier temps, nous avons suivi le statatdgral des souris transgéniques de la
lignée 8 exprimant AKR1B1 dans tous les tissuseuhp La figure 34 montre une prise de
poids des femelles de la lignée 8 significativenstérieure a celle des contrdles a partir de
'age de 26 semaines. Chez les males, un profiitigee est observé méme si la prise de
poids n’est pas significativement supérieure esoraid’une grande variabilité des poids des
animaux exprimant AKR1B1 (lignée 8). Le poids riéldes différents organes (non présenté)
ainsi que les dosages de leptine @fithl vs 560pg/ml pour les femelles contrble et de la
lignée 8 respectivement et @¥ml vs 37@g/ml pour les males contréles et de la lignée 8
respectivement, dans les deux cas p = 0,02) déamirgue la surexpression A&R1Bl1ldans

le tissu adipeux conduit a son expansion. Ces rsmésultats suggerent deux choses: d’'une
part, I'expression ectopique de la protéine AKR1Bleffectivement un impact sur la
physiologie du tissu adipeux mais d’autre part quantrairement a ce qui était attendu,
l'activité PGF synthase ne semble pas étre I'aétiyrincipale d’AKR1B1 dans le tissu

adipeux dans ces conditions de surexpression.
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L’equipe de M. Bégeot et D. Naville, avec qui nous avons collabore, a précédemment
démontré le réle anti-adipogénique de Akrlb7 par des études de surexpression et d’extinction
de son expression dans les préadipocytes 3T3-L1 (Tirard et al., 2007). Dans le tissu adipeux,
cette protéine n’est pas présente dans I’adipocyte mais dans la fraction stromale vasculaire.
La question des mécanismes de ce pouvoir anti-adipogénique et de sa réalité dans un contexte
physiologique restait a résoudre.

L’objectif de notre travail était double : d’une part étudier I’implication de Akrlb7 dans la
physiologie du tissu adipeux in vivo grace a un modéle murin « perte de fonction » genéré par
I’équipe et d’autre part, créer des modeéles « gain de fonction » permettant d’analyser I’impact

d’une surexpression du géne murin Akrlb7 ou du gene humain AKR1B1 dans le tissu adipeux.

Dans I’article présenté ci-dessus, nous démontrons le réle de Akrlb7 dans le contrdle
négatif de I’expansion du tissu adipeux par la production du facteur paracrine/autocrine
PGF,,, grace aux souris knockout Akrib7™. Dans ce modéle, la délétion des exons 4 & 6 du
géne Akrlb7 conduit a la perte de la protéine dans tous les tissus. Nous avons démontré que
chez ces souris I’absence de Akrlb7 entraine, des I’age de 7 semaines, une expansion du tissu
adipeux chez les males. L’augmentation de la masse grasse des souris Akrlb7” dans des
conditions de régime standard resulte a la fois d’une augmentation du nombre et de la taille
des cellules adipeuses. Cette adiposité excessive est observée en |’absence de toute
modification de la prise alimentaire ou de I’activité physique et résulte d’une diminution du
métabolisme de base. Lorsque les souris Akrlb7”" sont soumises & un régime riche en lipides,
elles présentent une sensibilité accrue a I’obésité comparées aux souris sauvages. Enfin, quel
que soit le régime et de fagon secondaire a I’augmentation de leur masse grasse, les souris
Akrlb7” développent des complications métaboliques associées & I’obésité, & savoir, une

résistance a I’insuline et une stéatose hépatique.

Le phénotype observé chez les souris Akrlb7” est donc en accord avec I’effet anti-
adipogenique de Akrlb7 précédemment decrit dans les cellules 3T3-L1 (Tirard et al., 2007).
L’expansion du tissu adipeux chez ces souris est associée a une diminution des taux intra-
tissulaires de PGF,,. La réversion de leur phénotype par une administration chronique d’un
agoniste de PGF,, démontre que I’activité anti-adipogénique de Akrlb7 passe par son activité
PGF synthase précédemment décrite (Kabututu et al., 2009). De facon inattendue, nos
résultats démontrent, qu’outre sa fonction anti-adipogénique, PGF,, possede également une

action anti-lipogenique in vivo.
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L’ensemble de nos résultats permettent de conclure que Akrlb7 régule I’expansion du
tissu adipeux par deux mécanismes dépendants de PGF,, a savoir, I’inhibition de
I’adipogenése et de la lipogenese.

Finalement, ce nouveau rdle d’Akrlb7 dans le tissu adipeux souleve plusieurs questions :

1) Quels sont les mécanismes impliqués dans la régulation de I’adipogenése d’une part et de
la lipogenese d’autre part ?

2) Akrlb7 peut-elle étre directement impliquée dans le contrdle de la lipogenese hépatique ?

3) Au sein de quel(s) type(s) cellulaire(s) de la fraction stromale vasculaire du tissu adipeux

Akrlb7 est-il exprimé ?

4) Quels sont les facteurs impliqués dans la régulation de son expression dans le tissu

adipeux ?

Enfin, ces résultats ouvrent de nouvelles pistes quant au réle des autres membres de la
famille des AKR1B dans I’homéostasie du tissu adipeux, notamment celui de I’aldose
réductase humaine AKR1B1.

1) Akrlb7, PGF,, et régulation de I’expansion du tissu adipeux.

- Régulation de I’adipogenése par Akrlb7: un contrdle a deux niveaux ?

L’hyperplasie du tissu adipeux observée chez les souris Akrlb7™ en régime standard
provient tres probablement de deux mécanismes liés : une prolifération et un recrutement
accru des précurseurs adipocytaires. Cet effet peut étre attribué a la diminution de I’action
anti-différenciatrice de PGF,, établie en culture cellulaire depuis plusieurs années (Casimir et
al., 1996; Miller et al., 1996). En effet, lors d’un régime obésogene, I’incorporation accrue de
BrdU dans le noyau de certains adipocytes des souris Akrlb7” indique qu’un plus grand
nombre de cellules s’est différencié a partir de précurseurs ayant proliféré. En absence de
Akrlb7, le régime gras induit donc un recrutement plus efficace des précurseurs
adipocytaires. La réduction de la production de nouveaux adipocytes chez les souris traitées
parallelement avec du cloprostenol, indique que PGF,, intervient dans ce mecanisme. Les

adipocytes marques sont issus de progéniteurs proliférant au moment des injections de BrdU,
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ce qui suggére qu’en plus de réguler la différenciation adipocytaire, PGF,, pourrait également
controler la prolifération des cellules progénitrices. En effet, les résultats préliminaires
obtenus au laboratoire démontrent une diminution de I’incorporation de BrdU dans les noyaux
des préadipocytes 3T3-L1 en réponse au cloprosténol. Ces résultats devront étre confirmés
dans les cellules 3T3-L1 mais également sur d’autres lignées préadipocytaires situés a des
stades d’engagement différents, telles que la lignée 3T3-F442A, mais également sur des
cellules souches murines et humaines capables de se différencier en adipocytes, telles que les
cellules mESC et AMADS (Dani et al., 1997; Rodriguez et al., 2005).

L’impact anti-adipogénique de Akrlb7 in vivo sera évalué grace aux souris aP2-
Akrlb7 qui permettront son expression ectopique dans I’adipocyte mature. Le couplage entre
la cyclo-oxygénase Cox1 et Akrlb7 devrait entrainer une surproduction de la PGF,, dans le
tissu adipeux. Ce modele gain de fonction permettra de préciser I’importance et la nature du
pouvoir anti-adipogénique de Akrlb7. Dans I’hypothese d’un effet paracrine de PGF,, sur les
précurseurs, les souris aP2-Akrlb7 devraient présenter une réduction de leur masse grasse
consécutive a un ralentissement de la différentiation. Ce phénotype pourrait étre amplifié lors
d’un régime obésogene.

Le processus d’adipogenese se met en place a la fin de la période fcetale et juste apres
la naissance. Par la suite, en absence de déreglement de la balance énergétique, le nombre
d’adipocytes reste relativement fixe a partir de I’4ge adulte (Klyde and Hirsch, 1979). Cette
période précoce est donc certainement une fenétre cruciale pour I’action de la PGF,, sur
I’adipogenése. Elle expliquerait d’ailleurs le surpoids assez précoce des souris Akrlb7-/- en
condition de régime standard. Afin de préciser la cinétique des différentes actions de PGFy . il
serait important de connaitre celle de I’expression de Akrlb7 au cours de la mise en place du
tissu adipeux. 1l sera possible d’envisager un modéle de souris ou I’invalidation de Akrlb7
pourra étre déclenché a différents moments. Le croisement de nos souris possedant I’alléle
Akrlb7 conditionnel (Figure 1 de I’article) avec un modeéle de souris exprimant la
recombinase inductible Cre-ER™ de facon ubiquiste (Hameyer et al., 2007) permettra
d’induire I’invalidation totale de Akrlb7 a différents ages. L’invalidation plus tardive du géne
limitera probablement les effets de la diminution de PGF,, et conduira & une expansion du
tissu adipeux seulement par une hypertrophie des adipocytes en condition de régime standard.
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- La lipogenése, une nouvelle voie d’action de PGF, in vivo

La diminution des taux de PGF, dans le tissu adipeux des souris Akr1b7” est associée
a une hypertrophie adipocytaire et une augmentation de I’expression du gene lipogénique
Scdl. Le traitement chronique des souris au cloprosténol, entrainant a la fois une réduction de
I’hypertrophie adipocytaire et une diminution significative de I’expression de Scdl, nous a
suggeéré un effet de PGF,, sur la lipogenése adipocytaire. Le traitement d’adipocytes 3T3-L1
avec du cloprosténol nous a permis de confirmer cet effet inhibiteur direct sur I’expression
des genes impliqués dans la lipogenése, Scdl et Fasn. L’hypertrophie adipocytaire des
animaux Akrlb7” s’explique alors par une diminution du contrdle négatif de PGF,, sur la
lipogenése. Scdl est I’enzyme catalysant la biosynthése des acides gras mono-insaturés qui
sont les composants clé des triglycérides et des phospholipides membranaires (Jeffcoat,
2007). Des études réalisées chez I’homme et la souris ont démontré que I’augmentation de
I’activité de cette enzyme influence la composition cellulaire globale en acides gras en
stimulant leur synthése et en diminuant leur oxydation (Hulver et al., 2005; Jiang et al., 2005;
Sampath et al., 2007). A I’inverse, les souris déficientes pour le géne Scdl sont minces,
sensibles a I’insuline et resistantes a I’obesité induite par un régime (Miyazaki et al., 2009;
Ntambi et al., 2002). Par conséquent, si PGF,, a effectivement un effet autocrine sur les
adipocytes dans notre modéle murin aP2-Akrlb7, en plus d’une réduction de leur masse
grasse due a une différenciation freinée, les souris devraient afficher une résistance a
I’hypertrophie adipocytaire en réponse a un régime gras.

De par son réle clé dans le métabolisme général, la régulation de I’expression de Scd,
soumise a de nombreux facteurs hormonaux et nutritionnels est fine et complexe (Mauvoisin
and Mounier, 2011). Par conséquent, I’étude des mécanismes moléculaires impliqués dans la
régulation de I’expression de Scdl, et plus généralement de I’ensemble des acteurs de la
lipogenése, par la PGF,, dans les adipocytes matures semble nécessaire a la compréhension

des processus de régulation de I’obésité et de la résistance a I’insuline.

2) AKkrlb7 peut-elle étre impliquée dans le contréle de la lipogenése hépatique ?

Chez les souris Akrlb7™, une stéatose hépatique se met en place vers I’age de six
mois, de facon secondaire a I’expansion de la masse adipeuse. Les analyses par Western Blot
et par immuno-histochimie ne permettant pas de révéler la présence de la protéine au sein des

hépatocytes des souris sauvages, nous avons considéré la stéatose hépatique des souris
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Akr1b7”" comme un phénotype secondaire & I’excés de tissu adipeux et donc & un déréglement

de la balance entre la disponibilité et I’utilisation des lipides.

Toutefois, il est évident que I’expression hépatique de Akrlb7 peut étre induite. En
effet, I’activation du récepteur aux acides biliaires, FXR, induit une expression de Akrlb7
dans le foie en se liant directement a son promoteur (Schmidt et al., 2011). Nos résultats ont
démontreé in vitro et in vivo une implication de Akrlb7 dans la régulation de la lipogenése
adipocytaire. La lipogenése est un processus tres actif au niveau du foie et déterminant dans la
mise en place de pathologies telles que la stéatose hépatique. Dans certaines conditions,
Akrlb7 pourrait donc étre implique dans la régulation de la lipogenese hépatique. En effet, Ge
et coll. ont récemment démontré que la surexpression hépatique de Akrlb7 réduit
I’accumulation lipidique dans le foie de souris diabétiques et améliore leur glycémie (Ge et
al., 2011). Cet effet est corrélé a une diminution de I’expression de génes impliqués dans la

néoglucogenese, et du gene lipogénique Fasn.

Dans des conditions ou FXR est activé, I’expression de Akrlb7 permettrait de limiter
I’accumulation de lipides dans le foie par la synthése de PGF,, et I’inhibition de la lipogenése.
La stéatose hépatique fait partie des pathologies conduisant a une augmentation des acides
biliaires et donc & une activation de FXR. Dans nos souris Akrlb7”", il est donc fort probable
que la stéatose hépatique soit initiée par I’exces de tissu adipeux, qu’elle active FXR, mais
que la perte de Akrlb7 I’empéche de réguler correctement la lipogenese et amplifie ainsi la
stéatose hépatique chez ces souris. Les études sur I’impact de PGF,, dans la lipogenese

devront donc aussi étre étendues au foie.

3) AKkrlb7 : un nouveau marqueur préadipocytaire ?

Malgré un niveau d’accumulation variable de Akrlb7 au sein des différents dépots
adipeux, nos résultats indiquent que I’invalidation de son géne a un impact sur I’expansion de
tous les dépdts adipeux (Tirard et al., 2007). Afin de préciser le mode d’action par lequel
Akrlb7 régule cette expansion, il est indispensable aujourd’hui d’identifier trés précisément
les cellules qui expriment Akrlb7 dans le tissu adipeux.

Dans le tissu adipeux, I’expression de Akrlb7 est restreinte a la fraction stromale
vasculaire qui regroupe plusieurs types cellulaires tels que des cellules souches, des

précurseurs adipocytaires et des macrophages. Néanmoins, sa localisation cellulaire précise au
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sein de cette fraction n’est pas déterminée. Les travaux réalisés par J .Tirard correlent son
expression avec des marqueurs enrichis dans les préadipocytes, Cox2 et GATA3. Dans la
lignée cellulaire 3T3-L1, Akrlb7 est exprimé au stade préadipocytaire et son expression chute
rapidement apres I’induction de la différenciation. L’augmentation ou la suppression de son
expression dans ces cellules conduit a une inhibition ou a une amélioration de la
différenciation adipocytaire (Tirard et al., 2007). L’étude des souris Akrlb7”" nous a permis
de confirmer in vivo cet effet anti-adipogénique de Akrlb7 et appuie donc I’hypothese d’une
expression préadipocytaire.

La diminution drastique de I’expression du gene Akrlb7, observée dans le tissu
adipeux de souris obéses suite a un régime gras, est inversement corrélée avec I’expression
des génes associés aux cellules immunitaires et au processus inflammatoire caractéristique
d’une infiltration macrophagique (Moraes et al., 2003). Ces resultats indiquent que la
production de la protéine Akrlb7 par les macrophages est peu plausible.

De plus, une expression de Akrlb7 dans les adipocytes bruns a également été exclue.
Le tissu adipeux péri-surrénalien, dans lequel Akrlb7 est fortement exprimée, constitue une
zone mixte de tissu adipeux blanc et de tissu adipeux brun. De plus, des adipocytes bruns
peuvent également étre retrouves disseminés au sein du tissu adipeux blanc (Oberkofler et al.,
1997). Cependant, les analyses immuno-histochimiques du dépot péri-surrénalien ne révélent
pas de marquage au niveau des cellules brunes multiloculaires. De plus, le fait que la protéine
ne soit pas détectée au niveau du tissu adipeux brun interscapulaire confirme que Akrlb7
n’est pas présente dans I’adipocyte brun.

L’ensemble de ces données suggérent donc fortement une expression préadipocytaire.
La variation de son expression au sein des différents dépots s’expliquerait par le fait que la
proportion et la nature des différents types cellulaires de la fraction stromale pourrait varier
selon le dépdt adipeux. Akrlb7 s’exprime peut-étre dans une sous-population de précurseurs
adipocytaires. De plus, les intermédiaires entre la cellule souche et le préadipocyte ne sont pas
connus. Il est donc possible que Akrlb7 s’exprime a un stade intermeédiaire dans le processus
d’adipogenese.

A ce jour, il n’existe pas de réels marqueurs spécifiques des préadipocytes. Le seul
marqueur préadipocytaire généralement accepté est le facteur Prefl (preadipocyte factor 1,
également connu sous le nom de DLK-1 ou Drosophila Homolog-like 1) (Villena et al.,
2002). Prefl, comme Akrlb7, est un facteur anti-adipogénique exprimé dans les
préadipocytes et dont I’expression diminue au cours de la différenciation (Wang y 2006).

Toutefois, il est exprimé également dans les préadipocytes du tissu adipeux brun et dans
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d’autres tissus (cortex surrénalien, foie feetal, hypophyse et cellules des Tlots pancréatiques).
Deux autres marqueurs préadipocytaires potentiels ont été identifiés, la protéine COL6A2
(type VI collagen alpha 2 chain) (lbrahimi et al., 1993) et protéine secrétée SFRP2 (Hu et al.,
1998). Comme Prefl, ces deux protéines sont fortement détectées dans les préadipocytes puis
réprimées dans I’adipocyte mature. La localisation de Akrlb7 pourrait donc conduire a
I’identification d’un nouveau marqueur préadipocytaire.

Les études menées ces derniéres années indiquent que la composition cellulaire de la
fraction stromale et I’identification des préadipocytes au sein de celle-ci est assurément
complexe. En effet, jusqu’a maintenant, la notion de préadipocyte représentait plus un stade
dans la différenciation adipocytaire qu’un type cellulaire précis. Le seul critére définissant le
préadipocyte était sa capacité, apres induction, a accumuler des lipides et a exprimer une série
de marqueurs adipocytaires. Les approches de tri cellulaire récemment développées ont
permis de préciser nos connaissances sur I’identité des préadipocytes présents dans la fraction
stromale (Sengenes et al., 2005) et ont démontré que parmi les cellules de la fraction stromale
capables de se différencier en adipocytes in vitro, seule une sous-population permettrait
réellement de donner des adipocytes in vivo (Rodeheffer et al., 2008; Tang et al., 2008). De
plus, plusieurs données indiquent une origine multiple des adipocytes et par conséquent de
leurs précurseurs également. Les adipocytes peuvent étre issus de précurseurs adipocytaires
déja présents au sein du tissu adipeux, ou provenir d’une source externe et migrer par le
compartiment sanguin (Chap. II. B.).

Par conséquent, afin de préciser le role anti-adipogénique de Akrlb7 a la fois dans
I’espace et dans le temps, il est indispensable de pouvoir localiser et tracer I’expression de son
géne au cours du développement. Pour cela, nous disposons d’un BAC comprenant le locus
du géne Akrlb7 dans lequel la sequence codante pour la protéine fluorescente RFP (Red
Fluorescent Protein) a été insérée en phase avec le cadre de lecture du géne Akrlb7. Ce BAC
Akrlb7-TagRFP-T a été développé initialement par le laboratoire de A. McMahon dans le
cadre du projet GUDMAP (GenitoUrinary Development Molecular Anatomy Project) visant &
rassembler les données sur les mécanismes moléculaires impliqués dans le développement du
rein, du tractus urinaire et du systeme reproducteur. Dans les souris générées a partir de ce
BAC, la protéine RFP est fortement détectée dans la glande surrénale et les cellules
endothéliales des artérioles medullaires rénales des embryons a E15.5. Les autres sites
possibles d’expression de Akrlb7 n’ont pas été caractérisés. Néanmoins, I’expression rénale
associee a la vascularisation peut étre reliée a la localisation de niches des préadipocytes a

proximité des vaisseaux sanguins observée par Tang et ses collaborateurs (Tang et al., 2008).
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La réalisation des souris transgéniques a I’aide du BAC Akrlb7-TagRFP-T permettra
d’identifier in vivo le ou les types de précurseurs dans lesquels Akrlb7 est exprimée, de les
isoler par tri cellulaire et de tester leur capacité adipogénique in vitro et in vivo. Le pouvoir
adipogenique in vivo de ces précurseurs pourra étre évalué suite a leur transplantation dans le
tissu adipeux résiduel de souris lipo-atrophiques telles que les souris A-ZIP (Rodeheffer et al.,
2008). Les souris Akrlb7-RFP révéleront également la cinétique d’expression de Akrlb7 au
cours du développement du tissu adipeux et en fonction de différents régimes.

4) Comment expliquer le dimorphisme sexuel des souris Akrib77 ?

Quel que soit le régime (standard ou riche en lipides), les femelles Akrib7” ne
présentent pas de prise de poids supérieure aux animaux sauvages. Leur taux de leptine
plasmatique en régime standard se sont également avérés similaires aux femelles sauvages.
Ces résultats ne nous permettent pas d’exclure totalement un impact de la perte d’Akrlb7 sur
la physiologie du tissu adipeux des souris femelles, néanmoins il nous a conduits a focaliser
nos études chez les souris males.

Nous avons vu dans la partie bibliographique (Chap. Il. E. 3a.) que les hormones
sexuelles peuvent influencer la distribution et le développement du tissu adipeux.
L’expression du géne Akrlb7 subit des régulations spécifiques dans le canal déférent, la
surrénale, les gonades et I’intestin par les androgénes, I’ACTH, la LH, les oxystérols/acides
biliaires respectivement (Aigueperse et al., 1999; Brockstedt et al., 2000; Martinez et al.,
2001; Martinez et al., 1990; Schmidt et al., 2011; Volle et al., 2004). Dans le tissu adipeux
péri-épididymaire, Akrlb7 est détectée principalement dans la partie proximale jouxtant le
testicule. Un contrble positif de son expression par les androgenes pouvait étre imagine.
Néanmoins, dans le canal déférent, I’expression de Akrlb7 induite par les androgenes est
dépendante d’un élément de réponse ARE situé dans la région promotrice du gene. L’absence
de ce site chez le rat empéche I’expression de la protéine dans le canal déférent mais
I’expression dans le tissu adipeux est maintenue (Val et al., 2002). De plus, I’expression
élevée de Akrlb7 dans le tissu adipeux péri-surrénalien est retrouvée également chez la
femelle. L’ensemble de ces données suggérent donc que les androgenes n’influencent pas
I’expression de Akrlb7 dans le tissu adipeux. Cela pourra étre confirme par I’analyse de

I’expression de Akrlb7 dans les différents dépots adipeux de males castrés.
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Des dimorphismes sexuels sont fréquemment observes dans des modeles d’obésité,
certainement en raison d’un effet protecteur des cestrogénes (Hubacek et al., 2009; Wang et
al., 2006). Dans le tissu adipeux, I’effet des cestrogénes est médié par ses deux récepteurs
ERa et ERp. L’invalidation du géne codant ERa entraine un doublement de la masse adipeuse
chez les souris (Naaz et al., 2002). L’ovariectomie de ces souris ERaKO bloque la
signalisation ERP et conduit a une diminution de moitié du poids des dépdts adipeux qui est
ensuite restaurée par un traitement aux cestrogénes. Les deux récepteurs possedent donc un
réle opposé dans le développement de la masse adipeuse. Cette étude démontre que I’action
principale des cestrogénes est de limiter le développement du tissu adipeux par I’intermédiaire
de son récepteur ERq. Dans le cas de nos souris femelles Akrlb7™, les cestrogénes ont donc
certainement un effet supérieur a celui de la perte de Akrlb7. La castration des souris
femelles permettra de s’affranchir de I’effet des cestrogenes, et d’évaluer I’impact de la perte

de Akrlb7 en conditions de régime riche en lipides.

5) Nouvelles voies de contréle de I’lhoméostasie du tissu adipeux: la piste (ou I’avenue ?)
des AKR1B.

- Ce que pourrait nous dire les modeles perte de fonction

Dans le tissu adipeux de la souris, deux AKR1B coexistent : Akrlb7 qui est exprimé
dans la fraction stromale et Akrlb3 dont I’expression est ubiquiste. Dans notre modele murin
perte de fonction, I’absence de Akrlb7 ne conduit pas a une perte totale de la production de
PGF,, dans le tissu adipeux. Une activité PGF synthase est également portée in vitro et en
culture de cellules par I’aldose réductase Akrlb3 (Fujimori et al., 2010; Kabututu et al.,
2009). Elle peut donc étre impliquée dans la production basale de PGF,, observée dans le
tissu adipeux des souris Akrlb7”". Méme si I’étude des souris invalidées pour le géne Akrlb3
n’indique aucun effet sur le tissu adipeux, une compensation de la perte de I’activité PGF
synthase de Akrlb3 par Akrlb7 n’est pas a exclure. Cette hypothese ne peut étre vérifiée par
une double invalidation des génes Akrlb7 et Akrlb3 car les deux genes sont situes sur le
méme locus (Ho et al, 1999). Cependant, I’utilisation d’inhibiteurs comme le sorbinil ou le
tolrestat sur les souris Akrlb7”" permettra de répondre & cette question puisqu’in vitro ils
inhibent I’activit¢ PGF synthase de Akrlb3 (Kabututu et al., 2009). L’impact d’une
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diminution plus drastique de I’activité PGF synthase dans le tissu adipeux pourra alors étre
analysé.

Alors que le pouvoir anti-adipogénique de la PGF,, en culture cellulaire est établie
depuis plusieurs années, aucun modéle murin n’avait jusqu’a présent permis de verifier son
implication in vivo sur la physiologie du tissu adipeux. Les souris invalidées pour I’une des
enzymes limitantes de la production des prostaglandines, la cyclo-oxygénase Cox2, présentent
une diminution de leur masse grasse associée a une diminution principalement de la
production des prostaglandines pro-adipogeniques PGD, et 15d-PGJ,. La baisse non
significative de PGF,, chez ces souris indique que la perte de Cox2 n’altére pas la production
de PGF,,. Cox1 semble donc étre la cyclo-oxygénase principalement requise pour la synthese
de PGF,, dans le tissu adipeux.

Le seul modele murin permettant d’analyser I’impact réel de la perte de la
signalisation PGF,, est le modéle d’invalidation du récepteur FP. Cependant, I’invalidation
totale conduisant a un défaut de parturition chez la femelle, I’obtention et I’étude des animaux
homozygotes pour la délétion représente un travail fastidieux (Sugimoto et al., 1997). Un
modele d’invalidation du géne fp de facon ciblée dans le tissu adipeux serait nécessaire.
Cependant, il n’existe pas a notre connaissance de modeles murins possédant un allele

conditionnel de ce gene.

- Ce que pourrait nous dire les modeéles gain de fonction

L’aldose réductase humaine AKR1B1 possede également I’activité PGF synthase in
vitro (Kabututu et al., 2009). Comme pour Akrlb7, nous souhaitions évaluer I’impact de cette
activité dans le tissu adipeux par un modéle gain de fonction. Contrairement a ce qui était
attendu, les études préliminaires des souris aP2-AKR1B1 indiquent que AKR1B1 favorise le
développement du tissu adipeux. Ces donnees excluent donc, a priori, I’existence d’une

surproduction de PGF,, suite a I’expression ectopique de AKR1B1 dans les adipocytes.

Deux hypothéses peuvent étre avancées afin d’expliquer ce résultat :

1) L’impact de la surexpression de AKR1B1 passe par la production de la prostaglandine pro-

adipogenique PGD;,

2) AKR1B1, comme AKR1B10, interagit avec I’Acétyl CoA Carboxylase-a (ACCA) et
modifie le métabolisme lipidique de I’adipocyte.
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1) Une étude a récemment démontré qu’en plus de son activité PGF synthase,
AKR1B1 a la capacité de produire de la PGD, (Nagata et al., 2011). Comme Akrlb7 est
dépourvue de cette activite enzymatique et que PGD, et PGF,, ont des effets opposés sur
I’adipogenése, I’expansion du tissu adipeux chez les souris aP2-AKR1B1 pourrait étre liée a
I’activité PGD; synthase de AKR1B1. En effet, les études in vitro et in vivo démontre que la
surproduction de PGD; stimule la différenciation des cellules 3T3-L1 et conduit a une

expansion du tissu adipeux chez les souris (Fujimori et al., 2007; Fujitani et al., 2010).

2) Dans les cellules épithéliales de tumeur mammaire ainsi que dans des cellules
issues de tumeurs de colon et de poumon, I’aldose réductase humaine AKR1B10,
d’expression tissulaire restreinte, a la capacité d’interagir avec ACCA et ainsi d’inhiber sa
dégradation par le protéasome (Ma et al., 2008). ACCA catalyse I’étape limitante de la
synthese des acides gras: la carboxylation de I’acétyl co-A en malonyl co-A. Son maintien
induit par conséquent une augmentation de la lipogenése (Wang et al., 2009). Ces différentes
études ne précisent pas si cette propriété d’interaction avec ACCA est exclusive d’AKR1B10.
Le phénotype de nos souris aP2-AKR1B1 pourrait s’expliquer par une interaction de AKR1B1

avec ACCA favorisant ainsi la lipogenese et le développement du tissu adipeux.

Afin de trancher entre ces deux hypotheses, il est necessaire d’une part de quantifier
les taux intra-tissulaires des différentes prostaglandines dans le tissu adipeux des souris aP2-
AKR1B1 et d’autre part d’explorer dans ce tissu la presence d’une interaction entre AKR1B1
et ’ACCA. Cette interaction sera vérifiée par co-immunoprécipitation et, si elle existe, elle
devra étre reliée a une augmentation de la synthese et de I’accumulation des lipides dans les

adipocytes.

- Et I’homme dans tout ¢a... ?

L’ensemble de ces travaux a apporté de nouvelles pistes quant a I’implication possible
des AKR1B dans le tissu adipeux humain. A I’heure actuelle, il n’existe aucune donnee
concernant leur profil d’expression dans ce tissu. L’analyse de I’expression de chacune
d’entre elles sera réalisée dans un premier temps a partir de tissu adipeux humain provenant

de déchets opératoires puis le profil d’expression sera précisé dans les différents dépdts de
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tissu adipeux. Le statut des AKR1B chez des individus obéses en comparaison a des individus
sains devra également étre étudié.

Enfin, il sera nécessaire d’analyser la régulation de I’expression des AKR1B humaines
au cours de I’adipogenese a I’aide de modeles cellulaires, telles que les cellules souches

hMADS dérivées du tissu adipeux humain (Rodriguez et al., 2005).
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Abstract

Prostaglandin F,, (PGF,,), represses ovarian steroidogenesis and initiates parturition in mammals but its impact on adrenal
gland is unknown. Prostaglandins biosynthesis depends on the sequential action of upstream cyclooxygenases (COX) and
terminal synthases but no PGF,,, synthases (PGFS) were functionally identified in mammalian cells. In vitro, the most efficient
mammalian PGFS belong to aldo-keto reductase 1B (AKR1B) family. The adrenal gland is a major site of AKR1B expression in
both human (AKR1B1) and mouse (AKR1B3, AKR1B7). Thus, we examined the PGF,, biosynthetic pathway and its functional
impact on both cortical and medullary zones. Both compartments produced PGF,, but expressed different biosynthetic
isozymes. In chromaffin cells, PGF,,, secretion appeared constitutive and correlated to continuous expression of COX1 and
AKR1B3. In steroidogenic cells, PGF,,, secretion was stimulated by adrenocorticotropic hormone (ACTH) and correlated to
ACTH-responsiveness of both COX2 and AKR1B7/B1. The pivotal role of AKR1B7 in ACTH-induced PGF,, release and
functional coupling with COX2 was demonstrated using over- and down-expression in cell lines. PGF,, receptor was only
detected in chromaffin cells, making medulla the primary target of PGF,, action. By comparing PGF,,-responsiveness of
isolated cells and whole adrenal cultures, we demonstrated that PGF,,, repressed glucocorticoid secretion by an indirect
mechanism involving a decrease in catecholamine release which in turn decreased adrenal steroidogenesis. PGF,, may be
regarded as a negative autocrine/paracrine regulator within a novel intra-adrenal feedback loop. The coordinated cell-
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specific regulation of COX2 and AKR1B7 ensures the generation of this stress-induced corticostatic signal.

Citation: Lambert-Langlais S, Pointud J-C, Lefrancois-Martinez A-M, Volat F, Manin M, et al. (2009) Aldo Keto Reductase 1B7 and Prostaglandin F,, Are Regulators
of Adrenal Endocrine Functions. PLoS ONE 4(10): €7309. doi:10.1371/journal.pone.0007309

Editor: Adrian Vella, Mayo Clinic College of Medicine, United States of America
Received June 18, 2009; Accepted September 14, 2009; Published October 7, 2009

Copyright: © 2009 Lambert-Langlais et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: This work was supported by the Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS), Université Blaise Pascal and Fondation pour la Recherche
Médicale (FRM). Human adrenal sections were kindly provided by the Cortico et MEdullosurrénale: Etude des Tumeurs Endocrines (COMETE) network. The funders
had no role in study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.

Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.

Introduction

The aldose reductases (AKR1Bs) belong to the aldo-keto
reductase (AKR) superfamily that contains more than 114 proteins
expressed in prokaryotes and eukaryotes. This superfamily
performs oxidoreduction of a wide variety of endogenous and
exogenous substrates including aldoses, aliphatic and aromatic
aldehydes and ketones, monosacharides and prostaglandins [1].
Among the 12 members of the AKRIB subfamily, aldose
reductase (AKR1B1 in human and AKR1B3 in mouse) has been
a focus of interest because of its role in the development of
secondary diabetic complications but its physiological functions
remain poorly understood [2].

Aldose reductase deficient mice (4kr753~" ") exhibit a partially
defective urine-concentrating ability [3,4] and renal structural
abnormalities [5]. AKR1B1/B3 is also present in a broad range of
tissues and other physiological functions based on its enzymatic
activities i vitro have been proposed. Notably, AKRI1B1/B3 is
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thought to be involved in detoxification of harmful cellular
metabolites including 4-hydroxynonenal [6] and isocaproaldehyde
[7]. But this function remains to be demonstrated i vivo since
AKR1B3 deficient mice appeared to be healthy. It is likely that the
detoxification function may be taken over by other AKRIB
subfamily members. Indeed, we and others have identified
AKRI1B7 [8,9] and AKR1B8 [10] as two other murine members
of the family and AKRI1B10 has been isolated in human small
intestine [11,12].

AKRIB7 presents two interesting characteristics: a tissue-
restricted expression (vas deferens, steroidogenic tissues, small
intestine and adipose tissue) and a tissue-specific hormonal
regulation [13-19]. In the murine adrenal cortex, the Akrib7
gene 1s up-regulated at the transcriptional level by ACTH
[20,21,22] and acts as a major reductase for isocaproaldehyde
formed during steroidogenesis [23]. In human adrenocortical cells,
AKRI1BI was proposed to undertake the same function as
AKRIB7 in murine species, based on its hormonal sensitivity
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and isocaproaldehyde reductase activity [24]. Interestingly,
Madore and colleagues [25] proposed that the bovine 20a-
hydroxysteroid dehydrogenase also known as AKRI1B5 had a
prostaglandin Fy, synthase (PGFS) activity in the endometrium.
Furthermore, we have established by @ witro studies, that this
property can be extended to other but not all AKRIB enzymes
since AKR1B1, AKR1B3 and AKRI1B7 were shown to catalyze
the reduction of prostaglandin Hy (PGHy) into PGFy, whereas
AKRI1B8 and AKRI1B10 recombinant proteins were devoid of
such activity [26]. Importantly, based on their kinetic parameters,
recombinant AKRI1BI, AKRI1B3 and AKRI1B7 display better
PGFS activities than the putative PGFS that were previously
characterized in mammals.

Prostaglandins are paracrine/autocrine cell mediators sharing a
common precursor, PGHy, which is synthesized from free
arachidonic acid by the cyclooxygenases type 1 (COXI1) or type
2 (COX2). COXI1 1s regarded as a constitutively expressed
enzyme. COX2 on the other hand is undetectable in most tissues
in basal conditions but can be induced by various mitogenic agents
and inflammatory stimuli (for review see [27]). These different
regulations imply that COXI1- and COX2-dependent PG
productions will be primarily required for housekeeping functions
and rapid adaptation to various stimuli, respectively. However, the
identity and regulation of downstream enzymes involved in the
selective production of each isotype of prostaglandins remain
largely unknown. PGFy, is the main initiator of labour and
regression of corpus luteum (luteolysis) in most mammals (for
review see [28]). Two of the hallmarks features of luteolysis are the
decrease in progesterone synthesis and programmed luteal cell
death. PGFy,-induced inhibition of progesterone biosynthesis is
mediated by the PGFy, receptor (FP receptor) present in luteal
cells. Although it has a primary role in reproductive function, the
cellular and molecular mechanisms by which PGFy, 1s produced
in living cells and its role in other steroidogenic tissues remain
largely unknown [29,30]. AKR1Bs with PGFS activity are highly
expressed and for some of them specifically regulated in the
adrenal cortex. We thus decided to explore the capacity of the
adrenal to produce PGFy, and to investigate the effect that this
production has on the endocrine functions of the gland.

Results

Hormonal regulation and differential expression of
AKR1Bs and COX enzymes in adrenal tissue

We first investigated the effect of modulations of the
hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA) axis on the capacity of
mouse adrenal glands to synthesise and respond to PGFy,. For
this, whole adrenal protein extracts were submitted to western blot
analysis (Fig. 1A). As expected, the level of StAR protein (an
ACTH-regulated marker of steroidogenic activity) was decreased
under dexamethasone-mediated HPA axis blockade (low plasma
ACTH) and progressively restored 17 h after the injection of
exogenous ACTH. As previously described, the levels of the
ACTH-responsive aldose reductase-like AKR1B7 followed the
same pattern, confirming the efficiency of the hormonal
treatments [31]. By contrast, AKRIB3 and AKRI1B8 proteins
were unresponsive to any of the treatments and exhibited
constitutive expressions. Interestingly, the rate-limiting enzymes
of the prostaglandins synthesis pathway, COX1 and COX2, were
both expressed in the adrenals but showed very different hormonal
sensitivity. COX1 was constitutively expressed. By contrast,
COX2 was undetectable in basal condition. It was strongly
stimulated, 2 h after ACTH injection. This stimulation was
transient, as shown by the reduction of COX2 accumulation
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17 h after ACTH administration. In contrast, the PGFy, receptor
FP was constitutively expressed in the adrenal. These data suggest
that mouse adrenal glands have the capacity to synthesize PGFy
in either a constitutive or an ACTH-dependent manner. The
presence of FP indicates that they might be able to respond to this
signal directly.

Expression of AKR1B7, AKR1B1 and COX2 in mouse and
human adrenal glands was then analysed by immunohistochem-
istry (Fig. 1B). AKR1B7 was detected at high levels in the zona
Sasciculata of the cortex in basal conditions. This level was
decreased upon dexamethasone treatment. AKRIB7 staining
increased dramatically and expanded throughout the whole cortex
in the presence of ACTH (Fig. 1B). StAR protein had a similar
expression pattern, although it spanned the entire cortex
irrespective of the hormonal status. In contrast, COX2 positive
cells were only found in the adrenal cortex of ACTH-stimulated
mice. In human adrenal sections, AKRIB1 and COX2 were
restricted to the steroidogenic cells of the cortex (StAR-positive
cells) and were absent from the chromaffin cells of the medulla
(tyrosine hydroxylase positive cells) (Fig. 1C).

In order to define which of the adrenal cell types was
responsible for PGFy, production and which cell type could
respond to this signal, we performed western blot experiments with
both steroidogenic cortical and medullary chromaffin cell lines
(Fig. 2). In contrast with whole adrenal protein extracts (ad.), both
FP receptor and COXI1 were absent from the murine Y1
adrenocortical cell line (Fig. 2A). In these cells, AKRIB3 and
AKRI1B8 were constitutively expressed. Remarkably, COX2 and
AKRI1B7 levels showed parallel time-dependent increases upon
forskolin treatment, an activator of cAMP synthesis that stimulates
steroidogenesis and StAR expression. The murine MPC862L
chromatffin cell line was cultured in the absence or in the presence
of dexamethasone in order to mimick the known stimulatory
action of glucocorticoids on catecholamine production. In contrast
with cortical cells, chromaffin MPC862L cells expressed constitu-
tive high levels of FP receptor and COXI1 whereas COX2 was
cither absent or expressed at very low levels (Fig. 2B). The aldose
reductase AKRI1B3 was constitutively expressed in these cells
whereas AKR1B7 and AKRI1B8 were undetectable. We con-
firmed the mutually exclusive expression of AKRI1B7 (cortical
cells) and FP receptor (chromaffin cells) by western blots analyses
performed on primary cell cultures from dispersed rat adrenals
(Fig. 2C).

Altogether our data demonstrated that there was a coordinated
cell-specific expression of COX2 and AKRIB7/Bl1 in the
steroidogenic cells of the adrenocortical cortex. This suggested
that this part of the gland had the potential to produce PGFy,
under cAMP/ACTH control.

Functional coupling between COX2 and AKR1B7

In order to assess a functional coupling between COX2 and
AKRI1B7, we stably transfected plasmids encoding these two
enzymes into the HEK293 cell line that is known to be devoid of
COX activity [32] (Fig. 3A, B). Expression of COX2 and
AKRI1B7 was confirmed by western blotting (Fig. 3A). Amounts
of PGFy, released in the media by HEK293 clones expressing
COX2 alone or both COX2 and AKRIB7 were measured by
ELISA (Fig. 3B). A low basal production of PGFy, was detected in
similar amounts in three independent COX2-expressing clones
while a 5- to 20-fold increase of PGFy,, levels was observed in three
independent clones upon stable introduction of AKRIB7
expression vector. Functional coupling for prostaglandin synthesis
is dependent on a membrane association of both the COX and
prostaglandin synthase enzymes [33,34]. We thus analysed
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Figure 1. Hormonal regulation and differential expression of AKR1Bs, COXs and FP receptor proteins in adrenal glands. A,
Differential expression of AKR1Bs, COXs and FP receptor proteins in response to ACTH in mouse adrenal glands. Protein extracts (30 ug/lane) from
pooled adrenal glands (3 to 6 animals per condition) treated with vehicle alone (5 days, control), dexamethasone (5 days, dex) or dexamethasone (5
days) plus ACTH for time ranging from 2 to 17 h (dex ACTH) were subjected to western blot analysis. Molecular weight markers are shown on the
right. COX2 multiple molecular species are a consequence of the heterogeneous glycosylation of the protein (ns, non specific signal). B,
Immunolocalization of AKR1B7, COX2 and StAR in mouse adrenal sections. Sections of adrenal glands from male mice treated 5 days with vehicle
(control), 5 days with dexamethasone (dex) or with dexamethasone plus ACTH for the last 6 h (dex + ACTH) were immunostained with anti-AKR1B7
(L3 antiserum), anti-COX2 and anti-StAR (steroidogenic cell marker) antibodies (B, bar, 100 um). C, immunolocalization of AKR1B1, COX2, TH and StAR
in human adrenal sections. Sections of normal human adrenal glands were incubated with anti-AKR1B1 (L3 antiserum), anti-COX2, anti-StAR
(steroidogenic cell marker) and anti-tyrosine hydroxylase (TH) (chromaffin cell marker) antibodies (C, bar, 200 um). A, artery, M, medulla, ZG, zona
glomerulosa, ZF, zona fasciculata, ZR, zona reticularis, C, capsule.

doi:10.1371/journal.pone.0007309.g001

subcellular localization of AKRIBs and COX by cellular
fractionation of Y1 adrenocortical cells in the absence or presence
of forskolin (Fig. 3C). As expected, COX2 was only associated with
heavy and low membranes fractions in both hormonal conditions
and was absent from nuclear extracts or soluble cytosolic fractions.
Importantly, the PGF synthases AKR1B7 and AKR1B3 which
were previously considered as cytosolic enzymes, colocalized with
COX2 in the heavy membranes fraction and to a lesser extent in
the light membranes fractions. Whereas AKR1B3 was constitu-

@ PLoS ONE | www.plosone.org

tively present in these two fractions, AKR1B7 was only observed
in the presence of forskolin (Fig. 3C). Note that AKR1B8 which
was shown to be devoid of PGF synthase activity [26] was found
associated with heavy membranes in all conditions. StAR, a
mitochondrial protein responsive to cAMP was mainly found
associated with the heavy membrane fraction upon forskolin
stimulation. On the other hand, the steroidogenic transcription
factor SF-1, was found in the nuclear fraction. This validated the
subcellular fractionation procedure. Altogether, we concluded that
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Figure 2. Differential expression of AKR1Bs, COXs and FP receptor proteins in cell cultures from adrenal cortex and from adrenal
medulla. A, Time-dependent response to 10> M forskolin treatment of StAR, AKR1Bs, COXs and FP receptor proteins levels in adrenocortical Y1 cell
line was analyzed by western blot. Whole adrenal protein extract was used as a positive control, (ad.). B, Expression levels of AKR1Bs, COXs and FP
receptor proteins were analyzed by western-blot in the chromaffin MPC862L cell line either untreated (ctrl) or treated with 10~% M dexamethasone
(dex) for 12 h. These levels were compared to the levels observed in Y1 cells stimulated by 10™> M forskolin (Fsk) for 6 h (ns, non specific signal). C, FP
receptor expression in primary cell cultures of rat adrenal cortical and medullary cells. AKR1B7 and TH positive signals were used as markers of
steroidogenic and chromaffin identity, respectively. Molecular weights are indicated on the right.

doi:10.1371/journal.pone.0007309.g002

there was a functional cellular coupling between COX2 and
AKRI1B7 that resulted in PGFy, synthesis.

Hormonal sensitivity of PGF,,, production in
adrenocortical cells and the role of AKR1B7

We showed that in Y1 adrenocortical cells, COX2 and
AKRI1B7 were associated in the same membrane fractions under
hormonal stimulation. We thus asked whether cAMP would
stimulate PGFy, production in a manner dependent on the
presence of AKRI1B7. In order to answer this question we used Y1
cells clones stably transfected with an antisense cDNA targeting
AKRI1B7 (AS19) or transfected with an empty vector (EV2) [23].
As expected, AKR1B7 was undetectable in the Y1 ASI19 clone
(antisense). The control EV2 and the antisense AS19 clones had
similar levels of expression of AKR1B3, AKRIB8 and COX2
either in basal condition or under forskolin stimulation (Fig. 4A).
Both Y1 clones produced similar amounts of PGFy, in basal
conditions (Fig. 4B). Forskolin treatment induced a two-fold
increase in PGFy, release by Y1 EV2 cells whereas PGFy,
production remained at the basal level in the absence of AKR1B7
(Y1 AS19). To confirm that cAAMP/ACTH induced an increase in
PGF5, release in a non-immortalized cell culture model, we
analyzed PGFy, production in primary cultures of rat adrenocor-
tical cells. As shown in Fig. 4C, rat adrenocortical cells showed a
transient stimulation of COX2 expression upon ACTH treatment
for 6h. ACTH sensitivity of rAKRIB7 and StAR protein
accumulation was similar to that observed in Y1 cells, whereas
AKR1B#4 (the rat ortholog of mouse AKR1B3) was constitutively
expressed. Rat adrenocortical cells produced PGFy, in basal
condition and showed a 2.5-fold induction of PGFy,, release upon
ACTH stimulation (Fig. 4D). These experiments demonstrated
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that the AKR1B7 enzyme was responsible for the cAMP/ACTH-
stimulated production of PGFy, by steroidogenic adrenocortical
cells.

Role of PGF,, in adrenal endocrine functions

The experiments illustrated in Fig. 2 provided evidence that the
FP receptor was absent from steroidogenic adrenocortical cells
(either immortalized cells or cells directly dispersed from adrenal
cortex). It is thus likely that PGFy, secreted by these cells might act
as a paracrine factor. We have shown that chromaffin cells
constitutively expressed high levels of FP receptor, COX1 and
AKRI1B3. Consistent with this, the MPC862L chromaffin cell line
secreted PGFy, into the culture media. This production was
nsensitive to glucocorticoids (dexamethasone) (Fig. 5A). Gluco-
corticoids are known stimulators of catecholamine biosynthesis. In
order to investigate a possible role of PGFy, on glucocorticoid-
induced catecholamine release, we looked at the effects of a PGFo,
analogue (cloprostenol) on the dopamine secretion of MPC862L
cells in the absence or presence of dexamethasone (Fig. 5B). As
expected, dexamethasone induced a 2-fold increase in dopamine
release. Interestingly, treatment with cloprostenol (1077 M) not
only decreased basal dopamine release but also completely
antagonized dexamethasone-induced dopamine secretion. The
same effect was obtained on dopamine secretion with 2.107% M
PGF,, (data not shown). These data strongly suggested that PGy,
was exerting an inhibitory effect on chromaffin cells dopamine
release, through an autocrine/paracrine mechanism. The con-
centration and content of PGFy, in mouse adrenal tissue were
determined by GC-MS (130%38 pmol/g tissue and 456+ 130 fmol
per gland, respectively) and were in a similar range to levels
measured in cell culture systems (Fig. 4-5). When expressed
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Figure 3. Functional cellular coupling between COX2 and AKR1B7. A, Western blot analysis of six different HEK293 clones stably transfected
with COX2 expression vector in combination with empty vector (COX2, clones 3, 4, 5) or AKR1B7 expression vector (COX2-AKR1B7, clones 3, 7, 14). B,
ELISA quantification of PGF,, in media from stably transfected HEK293 cell clones, expressing COX2 alone (COX2-3, -4, -5) or in combination with
AKR1B7 (COX2-AKR1B7-3, -7, -14). Cells were stimulated for 30 min with 10 uM A23187 ionophore and culture media were used for PGF,,
quantification. Values were expressed as the mean of 4 experiments = S.D. Asterisks point values significantly different from the release of PGF,,, by
the COX2-4 cell clone. *, P<<0.05, **, P<<0.01. C, Subcellular localization of AKR1B7, AKR1B3, AKR1B8 and COX2 in Y1 adrenocortical cells was analysed
by western-blot. Protein extracts (40 pg/lane) from nuclear (Nuc), heavy membrane (HM), light membrane (LM) and cytosolic fractions (Cyt) of Y1
adrenocortical cells untreated or treated with 107> M forskolin for 6 h were subjected to western blot analysis. StAR and SF1 signals were used as
markers of heavy membrane fraction and nuclear fraction respectively. Molecular weight markers are shown on the right.

doi:10.1371/journal.pone.0007309.g003

relative to adrenal volume [35], the physiological tissue concen-
tration of PGFy, appeared to be in the uM range.

Cell-cell interactions play a crucial role for maintenance of the
homeostasis of adrenal glands (reviewed in [36]). We showed that
FP receptor was not expressed in the steroidogenic cells of the
adrenal cortex (Fig. 2) and indeed PGFy, had no effect on
steroidogenic activity of Y1 cells or rat adrenocortical cells in
primary cultures (data not shown). This suggested that PGFy,
could not directly influence cortical cell activity. We thus
investigated the effect of PGFy, on corticosterone release by
setting-up perifusions of isolated rat adrenals, an experimental
approach which preserves the architecture of the gland. Various
concentrations of PGFy, and of its synthetic analogue, cloproste-
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nol were applied during 20 min. Aliquots of the perifused media
were collected every 10 min for determination of corticosterone
concentrations (Fig. 5C). PGFy, and cloprostenol induced a dose-
dependent inhibition of corticosterone release (Fig. 5D). The half-
maximum effective doses (ICs5q) of PGFy, and cloprostenol were
1.5820.3x107° M and 2.51%0.2x10™% M, respectively. These
doses were in agreement with physiological contents found in the
adrenal tissue. Maximum responses for PGFy, (—39.4%6.6%) and
cloprostenol (—36%9.3%) were obtained with concentrations of
3x107° M and 1077 M, respectively (P<0.001). The negative
effect of PGFyy was restricted to glucocorticoids since we did not
observe any effect on aldosterone production (data not shown).
Altogether these data demonstrated that physiological concentra-
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Figure 4. Hormonal sensitivity of PGF,, production in rodent adrenocortical cells and involvement of AKR1B7 protein in PGF,,
production. A, Western-blot analysis of AKR1Bs and COX2 proteins accumulation in stably transfected Y1 cell clones expressing AKR1B7 (empty
vector EV2) or devoid of AKR1B7 (antisense vector AS19) untreated or treated with 107> M forskolin (Fsk) for 6 h. Molecular weight markers are
shown on the right. B, ELISA quantification of PGF,, in media from stably transfected Y1 cell clones expressing AKR1B7 (EV2) or devoid of AKR1B7
(AS19), untreated or treated with 10~ M forskolin for 6 h. C, Differential expression of AKR1Bs and COX2 proteins in primary cultures of rat cortical
cells treated with vehicle (ctrl) or with 107° M ACTH for 6 h or 12 h. D, ELISA quantification of PGF,,, release in media from rat adrenocortical primary
cells, cultured in the absence or presence of 10~° M ACTH for 6 h. Values are the mean of 3 experiments + S.D. *, P<0.05, ** P<0.01.

doi:10.1371/journal.pone.0007309.g004

tions of PGFy, exerted an inhibitory effect on the endocrine
functions of adrenal glands by inhibiting both catecholamine and
corticosterone release.

Discussion

PGFy, has been shown to be an essential autocrine/paracrine
regulator of ovarian steroidogenesis that initiates luteolysis and
parturition in mammals (reviewed in [28]). Recently, PGFy, was
proposed to exert a repressive effect on testosterone release by
testis Leydig cells [37,38]. Although PGFy, has this prominent role
in the reproductive function, nothing was known about its possible
impact on the adrenal gland. Furthermore, little was known about
the biosynthetic enzymes involved in its selective production
[29,30]. In our previous work, we demonstrated that some aldo-

@ PLoS ONE | www.plosone.org

keto reductase 1B (AKR1B) subfamily members expressed in the
adrenal gland were endowed with high PGF synthase activity i
vitro [26]. Our present work provides new insight in the
understanding of PGFy, biosynthesis and the role of this
prostaglandin in the function of the adrenal gland. Indeed, we
establish for the first time that PGFy,, acts as a negative regulator
of adrenal endocrine functions and that the coordinate cell-specific
regulation of both cyclooxygenases (COX1 and COX2) and aldo-
keto reductases of the AKRIB subfamily (AKR1B7, AKRIBI,
AKRI1B3) could play a pivotal role in the generation of this signal.

Using  vivo approaches and murine cell culture models, we
have demonstrated that both cortical (steroidogenic cells) and
medullary (chromaflin cells) compartments of the adrenal gland
secreted PGFy, although the isoforms of COX and AKRIB
involved in this biosynthetic pathway differed by their location and
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or cloprostenol infusions. D, Semi-logarithmic plot showing the effect of increasing concentrations of PGF,, and cloprostenol on the inhibition of
corticosterone secretion. Results are expressed as a percentage of the basal secretory rate. Experimental values were calculated from data similar to
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Software, Inc., San Diego, CA). **P<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0007309.g005
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sensitivity to hormones. In good agreement with these differential
expression patterns, PGFy, secretion was found to be modulated
by ACTH in steroidogenic cells and to be constitutive in
chromaffin cells. Indeed, steroidogenic cells only expressed
COX2 and two isoforms of the murine aldose reductases with
patent PGF synthase activity ... AKR1B3 and AKRI1B7. Among
these enzymes, only COX2 and AKRI1B7 were up-regulated by
cAMP/ACTH. In particular, we found that ACTH induced a
rapid (2h) and transient (persisting until 6-7 h and returning to
near control level after 17 h) increase in COX2 protein. By
contrast, chromaffin cells essentially expressed COXI1 and
AKRI1B3 enzymes in a constitutive manner. Consistent with these
observations, we have demonstrated that the cAMP/ACTH
induction of PGFy, release by steroidogenic cortical Y1 cells,
was strictly dependent on the expression of AKR1B7 and resulted
from a functional cellular coupling with COX2. These experi-
ments provide evidence that AKR1B7 is a bona fide PGF synthase
i viwo. In human, AKRIB1 was previously shown to be
functionally related to the murine AKRI1B7 [24]. Here, we
showed that in the normal human adrenal gland, AKR1BI and
COX2 were co-localized in the steroidogenic cortical cells.
Therefore, it seems likely that the human adrenal cortex could
also have the potential to produce PGFy, in response to ACTH.
However, we observed an unexpected sustained expression of
COX2 on sections of the human adrenal cortex. Although this
might reflect constitutive COX2 expression in the human adrenal
cortex, it seems more likely that this high level of COX2
expression reflects the high stress level of hospitalized patients.
In this respect and in agreement with our results, stress induced by
bacterial lipopolysaccharide injection in rat was shown to trigger a
rapid COX2 mRNA expression in the adrenal cortex [39].
Although both steroidogenic and chromatffin cells of the murine
adrenal gland secreted PGly,, we showed that FP receptor
expression was restricted to chromaffin cells. Consistent with this
observation, high affinity binding sites for PGIFy, were only
detected in the medulla within the bovine adrenal gland [40]. This
suggested that both autocrine (within chromaffin cells) and
paracrine (between steroidogenic and chromaffin cells) mecha-
nisms were relaying PGFy, effects. Our experimental observations
confirm this hypothesis. First, PGFy, had no effect on steroido-
genesis when applied either to isolated murine adrenocortical cell
lines or to rat primary cultures (data not shown) as could be
expected for cells devoid of FP receptor. Second, by contrast,
PGFy, repressed both basal and glucocorticoid-induced catechol-
amine precursor release (dopamine) from a murine chromaflin cell
line. Third, PGFy, was shown to repress corticosterone release in a
dose dependent manner when applied to isolated rat adrenals in
perifusion experiments. Based on these experimental data, we
propose that PGFy,, is involved in an intraadrenal regulatory loop
that controls corticosterone release. The cortico-medullary
interactions mediated by PGFy, could be involved in both a
paracrine feedback to limit stress response or in a local control of
basal steroidogenesis. The proposed mechanisms are illustrated in
Fig. 6 and would occur as follows: 1/A stress-induced ACTH
surge triggers a transient induction of COX2 that couples with
AKRI1B7 in order to synthesize PGF,, in the steroidogenic
compartment. Increased amounts of PGFy,, inhibit glucocorticoid
secretion through an indirect mechanism. This would involve at
least repression of catecholamines release by chromaffin cells.
These are known to promote the secretion of adrenocortical cells
in a paracrine manner [41]. 2/In basal conditions, constitutive
secretion of PGFyy by chromaffin cells exerts an autocrine control
on catecholamines release, thus limiting their paracrine action on
adrenal steroidogenesis. By contrast, PGE, was shown to promote
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Figure 6. Proposed model to illustrate the integrated role of
PGF,, and PGFS of the AKR1B family in adrenal endocrine
functions and cortico-medullary interactions. Free arachidonic
acid (AA) is metabolized into PGH, by COX enzymes and then
converted into PGF,, by PGFS of the AKR1B family. FP receptor
expression is restricted to the medullary zone. PGF,, synthesized in
both the cortex and medulla thus signals in an autocrine/paracrine
manner on chromaffin cells. This inhibits catecholamines production.
Catecholamines produced in the medulla normally stimulate glucocor-
ticoids release by the cortex. Decreased catecholamine production in
response to PGF,, stimulation thus results in a decrease in glucocor-
ticoids production. The differential expression and regulation of both
COX and AKR1B enzymes within the adrenal zones could allow the
adjustment of PGF,,, production to limit stress response or control basal
steroidogenesis by finely tuning glucocorticoid secretion. In basal
conditions, chromaffin cells of the medullary zone constitutively secrete
PGF,,, through the functional coupling between COX1 and possibly the
PGFS AKR1B3. Under stress conditions, the resulting ACTH surge
induces COX2 expression and sustains AKR1B7 levels in the cortex.
Here, we demonstrated that the functional coupling between COX2
and AKR1B7 triggers a PGF,, surge that could act as a local paracrine
feedback to limit catecholamine-mediated glucocorticoid release. After
the stress response has ended, COX2 returns to undetectable levels. The
coupling between AKR1B7 and COX2 does not take place. AKR1B7 then
functions only as a detoxifying enzyme of the harmful aldehydes
produced under chronic/basal stimulation of steroidogenesis [23].
doi:10.1371/journal.pone.0007309.g006

the rapid release of glucocorticoid from isolated adrenal glands
upon ACTH stimulation [42]. Hence, our results suggest that in
the adrenal gland as in the female reproductive system [30],
PGF,,/PGE, exhibit opposite actions with corticostatic/cortico-
trophic and luteolytic/luteotrophic effects, respectively. But
beyond this, our observations highlight an interesting paradox of
PGF,,/PGE, in fine tuning adrenal endocrine functions. Gluco-
corticoids are potent anti-inflammatory steroids. By inhibiting
glucocorticoids production, adrenal PGFy, limits anti-inflamma-
tory signals, whereas PGE,, a classic pro-inflammatory mediator,
increases anti-inflammatory signals by promoting their secretion
[42]. Hence, the PGFy,/PGE, paradigm could provide a plausible
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mechanism to the dichotomous action of PGs on the inflammatory
process [43].

There are few examples of paracrine/autocrine factors that are
mnvolved in a negative control of glucocorticoid production by
acting directly on the adrenal glands. These include the NT1-11
neurotensin fragment [44], urotensin-II (U-1I) [45], leptin [46—48]
and the Agouti-related protein (AgRP)[49,50]. Among these
peptides, NT1-11 is not produced by the adrenal and thus acts
as an endocrine factor. By contrast, the three others may be
synthesized within the gland. It is therefore possible that PGFq,-
mediated activation of these repressive peptides could constitute an
alternative (or a complementary) mechanism to PGFy,-mediated
inhibitory tuning of glucocorticoid secretion.

By detoxifying aldehyde by-products of steroidogenesis [23] and
by generating PGFy, that inhibits adrenal steroidogenesis,
AKRI1B7 (and possibly AKR1B1 in human) has complementary
actions aimed at protecting the endocrine activity of the adrenal
cortex (Fig. 6). However, because of the two very different kinetic
constants, PGF synthase or isocaproaldehyde reductase activities
are likely to be recruited under different circumstances: the low
affinity for isocaproaldehyde (A}, =320 uM) combined to the
highly cAMP/ACTH-dependent expression of AKR1B7 ensures
an efficient reduction of isocaproaldehyde under chronic stimu-
lation of steroidogenesis (high flow of substrate) with a limited risk
of saturation [23]; on the other hand the high affinity for PGHy
(=4 uM) [26] combined with the acute cAMP/ACTH-
dependent expression of COX2, allows a rapid response to stress.
These two faces of a same enzyme are reminiscent of the 20a-
hydroxysteroid dehydrogenase and PGF synthase activities of the
bovine aldose reductase AKRI1B5, that converge to initiate
luteolysis in the bovine endometrium [25].

In summary, we have found that PGFy, exerts a negative effect
on the endocrine functions of both cortical and medullary zones of
the adrenal gland. PGFy,-mediated inhibition of glucocorticoid
production is indirect and could require the downregulation of
catecholamine production. This would then result in downregu-
lation of adrenal steroidogenesis. Alternatively, PGy, could up-
regulate the expression of inhibitory peptides that remain to be
identified. We provide evidence that this PGFy, signal could
originate from the differential expression and regulation of COX
enzymes and aldo-keto reductases of the AKR1B family.

Materials and Methods

Experimental animals and hormonal manipulations

Animal studies were conducted in agreement with standards
described by the NIH Guide for Care and Use of Laboratory
Animals as well as with the local laws and regulations applicable to
animal manipulations in France. For hormonal regulation studies,
male mice of the B6D2 F1 strain (4-6-months old) were injected sc
with vehicle (sesame oil), dexamethasone acetate for 5 days (75 pg
twice daily; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO), or dexameth-
asone acetate (5 d) plus ACTH (10 pg/g, ip; Synacthene, Novartis
Pharma S.A., Rueil-Malmaison, France) for the last 2 h or 17 h.
For immunohistochemistry experiments, male mice were treated
as described above, except for ACTH (1.2 U, im, daily,
Synacthene, Novartis Pharma S.A., Rueil-Malmaison, France)
for the last 6 h.

Rat primary adrenal cells

Wistar male rats (150-200 g) were killed by decapitation.
Adrenals were rapidly removed, and the medulla was separated
from the cortex by squeezing the gland gently after removing the
capsula. Cortical and medullary tissues were then separately
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incubated in HBSS for 20 min at 37°C in the presence of
collagenase type I (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). Dispersed
cells were pelleted and the remaining tissues were submitted to 3
or 4 repeated collagenase incubations until digestion was
complete. Supernatants of viable cortical cells were pooled and
seeded at a density of 500,000 cells/well in poly-D-lysine-coated 6-
well plates (Sigma-Aldrich) and maintained at 37°C, 5% COj in
Dulbecco’s modified medium (DMEM)/Ham’s F12, for 2 days.
Medium was supplemented with 100 U/ml penicillin and 100 pg/
ml streptomycin, 2.5% fetal calf serum (FCS), 2.5% horse serum
(HS) and 1% insulin-transferrin-sodium selenite (ITS; Sigma-
Aldrich). Dispersed chromaffin cells were pooled and seeded at a
density of 300,000 cells in 6-well plates and maintained in DMEM
for 2 days. Medium was supplemented with 100 U/ml penicillin
and 100 pg/ml streptomycin and 10% FCS. On the third day,
cells were incubated in serum-free medium for 24 hours. Cortical
cells were treated with 10”? M ACTH (Sigma-Aldrich) for 6 h or
12 h and culture media were removed for PGF,, determination.
Cortical cells and chromaffin cells were collected to perform
western-blot experiments as described below.

HEK293 cell lines expressing COX2 and AKR1B7 by stable
transfection

HEK293 cells were transfected using a COX2 expression
plasmid bearing neomycin resistance kindly provided by Dr M
Murakami (Showas University, Tokyo, Japan) and clones were
selected as previously described [32]. In order to establish cells
transfected with both COX2 and AKR1B7, the clone expressing
COX2 was transfected with the cDNA encoding AKR1B7 cloned
in a pcDNA3.1/hygro vector (Invitrogen) or with the correspond-
ing empty vector using Exgen (Euromedex, Souffelweyersheim,
France). Briefly, 5 pg of plasmid were mixed with 20 pL of Exgen
in I mL of 150 mM NaCl and added to cells at 70% confluence in
100 mm culture dishes. After selection in culture medium
supplemented with hygromycin (40 pg/mlL) for 4 wecks, single
colonies were picked up and expanded. Expression of COX2 and
AKRI1B7 was assessed by western-blotting as described below.

Cell line cultures

Y1 clones stably transfected with empty vector or AKRIB7
antisense cDNA [23] were maintained in DMEM/F12 supple-
mented with 10% FCS, 2 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin,
100 pg/mL streptomycin and 200 pg/mL G418 sulfate. For
experiments, Y1 cells (1 x10% were seeded into 6-well plates. The
next day, cells were placed in serum-free medium containing G418
sulfate in the absence or the presence of 107> M forskolin (Sigma-
Aldrich) for 30 min to 6 h. MPC862L cells (kindly provided by Dr
J. Powers, Tufts-New England Medical Center, Boston, MA) were
maintained in RPMI 1640 supplemented with 10% HS, 5% FCS,
2mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL
streptomycin in dishes with collagen coating [51]. For experi-
ments, MPC862L. cells were treated in the same serum-free
medium with or without 10™° M dexamethasone (Sigma-Aldrich)
or 1077 M cloprostenol (Sigma-Aldrich) for 12 h. Stable trans-
fected HEK293 cells were maintained in DMEM supplemented
with 10% FCGS, 2 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin,
100 pg/mL streptomycin, 200 ug/mlL G418 sulfate and 20 ug/
mL hygromycin. For cell activation, HEK293 cells (1x10°% were
seeded into 6-well plates. After 2 days, the cells were placed in
antibiotics-free medium supplemented with 1% FCS for 24 h.
Cells were then stimulated for 30 min with 10 uM A23187
ionophore (Calbiochem, Darmstadt, Germany) in the same
medium.
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Subcellular fractionation

Y1 cells (6x107) were scraped gently in PBS-10% glycerol (v/v),
washed in PBS and resuspended in 1 mL of hypotonic buffer
(0.25 M sucrose, 20 mM Tris (pH 7.5), 10 mM KCI, 1.5 mM
MgCl,) containing 1 X protease inhibitor cocktail (Complete,
Roche Diagnostics, Meylan, France), 1 mM NaF and 1 mM
VO4Nas They were then incubated on ice for 30 min. After
homogeneisation with a Dounce homogenizer (200-300 times), the
lysate was subjected to centrifugation at 800 g for 5 min. The
cytoplasmic supernatant was centrifuged at 10,000 xg for 10 min at
4°C to obtain the heavy membrane pellet (HM). The remaining
supernatant was centrifuged at 130,000xg for 1 hour at 4°C to
obtain the light membrane pellet (LM) and the cytosolic
supernatant. HM and LM fractions were resuspended in 2 volumes
of Triton X-100 lysis buffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7.5,
5 mM EDTA and 1% Triton X-100). Forty ug of total protein from
cach fraction were analyzed by western-blotting as described below.

Western-blot experiments

Western-blots were performed as previously described [31].
Blots were incubated overnight at 4°C with the following
antibodies: rabbit anti-COX1 (Cayman, Ann Arbor, MI, 1:500),
rabbit anti-COX2 (Cayman, 1:1000), rabbit anti-FP receptor
(Cayman, 1:500), rabbit anti-StAR (1:5000) [52], rabbit anti-
AKRIB3 (L5, 1:2000), rabbit anti-AKR1B7/B1 (L3, 1:5000),
rabbit anti-AKR1B8 (L7, 1:2000), rabbit anti-Tyrosine Hydrox-
ylase (TH) (Chemicon, Hampshire, UK, 1:10,000), rabbit anti-SF1
(1:2000) [53] or rabbit anti-B-actin (Sigma-Aldrich, 1:3000).
Primary antibodies were detected with a secondary antibody
conjugated to peroxidase (PARIS, Compiegne, France, 1:10,000).
Peroxidase activity was detected with the enhanced chemolumi-
nescent system (ECL, Perkin-Elmer,Courtaboeuf, France). For the
production of antibodies directed against AKR1B isoforms, rabbits
were injected with a glutathione S-transferase fusion of the 17 C-
terminal amino acid residues of the murine AKR1B3, AKR1B7
and AKRIB8 proteins and the antibodies were obtained and
tested as previously described [54]. L7 rabbit antiserum specificity,
was increased by incubation on a GSTrap column (GE
Healthcare, Orsay, France) harbouring the GST-AKRI1B7 fusion
protein. L3 antiserum is specific for both murine AKR1B7 and
human AKRI1BI, as previously described [24].

Immunohistochemistry experiments

Human adrenal sections were kindly provided by the Cortico et
MEdullosurrénale: Etude des Tumeurs Endocrines (COMETE)
network. Adrenal tissue was obtained from normal glands
removed during the surgery of adjacent non-endocrine tumours.
Informed consent was given for adrenal tissue collection as part of
a protocol approved by the Institutional Review Board of the
Cochin Hospital. Mice were killed by vertebral dislocation and
adrenal glands were immediately removed and fixed in Bouin’s
solution at 4°C overnight. After embedding in paraffin, tissues
were sectioned (10 pm) and mounted on slides. Sections were then
deparaffinized in toluene and rehydrated in ethanol with
increasing concentrations of water. Quenching of endogenous
peroxidase activity, incubation with antibodies and peroxidase
staining were performed according to the manufacturer’s instruc-
tions (Vectastain ABC kit and NovaRED substrate kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA). Tissue sections were exposed to
anti-COX2 antibody (Cayman, 1:250), anti-AKR1B7/B1 antise-
rum (L3, 1:500), anti-StAR antiserum (1:500) and anti-TH
antibody (Chemicon, 1:500) at 4°C overnight. Tissues were
counterstained with Harry’s hematoxyline and mounted with
Crystal Mount (Sigma-Aldrich).
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Quantification of adrenal PGF,, content

Quantification was performed on pairs of adrenal glands from
nine male mice (4-6 month-old). Individual adrenal weight
was 3.5£0.6 mg. Deuterated standards (10 ng of d4-PGFy, from
Cayman) were added to homogenized adrenal tissue samples
(2 glands) and acetic acid was added to obtain pH 3. Extraction
was performed three times with 4 ml of ethyl acetate. After each
extraction, the supernatants containing PGs were pooled and
dried under nitrogen. The extracted sample was derivatized into
PG-pentafluobenzylesters and separated by TLC with chloro-
forme/ethanol 93:7 (v/v) as mobile phase. The silica areas
containing PGs derivatives of interest was scrapped oftf and
extracted three times with 2 mL of ethyl acetate/methanol 4:1
(v/v). An other derivatization was performed to obtain penta-
fluorobenzylester-trimetylsilylether ~ derivatives. Products  of
interest were then analyzed by gas chromatography—mass
spectrometry (GC-MS Agilent Technologies). The quantification
was done using selected ion monitoring according to the NICI
mass spectral data obtained with standards. Ions at m/z 569
versus 573 were monitored for unlabeled and deuterated PGs,
respectively.

Analysis of PGF,,, release

PGFy, release was measured in 6 h or 12 h culture media.
Cellular debris were removed by centrifugation at 15,000 xg and
PGFy, was quantified with a PGFy, ELISA test kit (Neogen,
Lexington, KY) according to the manufacturer’s instructions.

Analysis of catecholamine release

Dopamine release was measured in 12 h culture media of
MPC862L chromaffin line by HPLC analysis with the Chromsys-
tems kit (Miinchen, Germany).

Perifusion experiments

The effects of PGFy, (Sigma-Aldrich) and cloprostenol (Sigma-
Aldrich) on corticosterone secretion were studied by a perifusion
technique, as described previously [55]. Briefly, slices of rat
adrenal cortex were layered between several beds of Bio-Gel P2
(Bio-Rad Laboratories, Inc., Richmond, CA) into perifusion
chambers (equivalent of two adrenal glands/chamber). Adrenal
tissue was continuously perifused with CO2-saturated HBSS at a
constant flow rate (300 gl/min) and temperature (37°C). The
glands were allowed to stabilize for 5 h to reach a steady-state level
of corticosterone secretion, before any test substance was added.
After stabilization, the mean secretion rate of corticosterone in
basal conditions was 251%*14 pg/min per adrenal. Test com-
pounds were dissolved in CO2-saturated HBSS immediately
before use and infused into the columns at the same flow rate as
HBSS alone. This was achieved through a multichannel peristaltic
pump (Desaga, Heidelberg, Germany). Effluent fractions were
collected every 5 min (1.5 ml/fraction), and the tubes were
immediately frozen until corticosterone assay. Corticosterone
concentration was determined by RIA, without prior extraction,
in 100 pl aliquots from each fraction. Sensitivity thresholds of the
assays were 20 pg. The intra- and interassay coeflicients of
variation were 3 and 6%. Each perifusion pattern was established
as the mean profile of corticosteroid production (*SEM)
calculated from at least six independent experiments. Corticoste-
rone levels were expressed as percentages of the basal values,
calculated as the mean of eight samples (40 min), taken just before
the infusion of test substances. The concentration-response curves
were fitted using the Prism program (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA).
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Statistical analysis

For PGFy, and catecholamines quantification in culture media,
statistical analyses were performed by a Student’s ¢ test. Values of
P<0.05 and 0.01 were considered significant and highly
significant, respectively. For corticosterone assay in organ perifu-
slon experiments, statistical significance was assessed by Bonfer-
roni test after one-way ANOVA. Value of P<0.001 was
considered highly significant.
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