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LXR : Liver X receptor
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MAPK : Mitogen activated protein kinase
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MGPAT : Monoacylglycerol AcylTransferase
Mlix : Max like protein X

MME/I : Membrane mitochondriale externe/interne
mTORC1/2 : mammalian target of rapamycine complex
MTTP : Microsomal Transfert Protein
NAFLD : Non-alcoholic Fatty Liver Disease
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NF-«B : Nuclear Factor-Kappa B

NLS : Nuclear localisation signal

NTE : Neuropathy Target Esterase

NRE : NTE like

OGT : O-GIcNAc transférase

PA : Phosphatidic Acid

PAP : Phosphatidic Acid PhosphoHydrolase
PC : phosphatidylcholine
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PKC : Protéine kinase C
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PLA : Phospholipase A,

PNPLA : Patatin-like phospholipase domain containing protein
PP1 : Protein Phosphatase 1

PP2A : Protéine phosphatase 2A

PPAR : Peroxisome proliferator activated receptor
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RE : Reticulum endoplasmique

S1P : Site 1 protease

S2P : Site 2 protease

SCAP : SREBP cleavage activating protein
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SNP : Single Nucleotide Polymorphisme

SOCS : Suppressor of Cytokine Signaling

SRE : Sterol response element

SREBP-1c : Sterol Regulatory Element Binding Protein
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AVANT-PROPOS

Tres tot dans 1’évolution des eukaryotes, les triglycérides (TG) ont émergé comme étant le
meilleur moyen de fournir de I’énergie en servant de tampon en fonction de la demande (stockage ou
hydrolyse). Le role des TG est 1i¢ a leurs propriétés physico-chimiques : d’une part, ils ont une
meilleure densité calorique (9 kcal/g) que les glucides (4,5 kcal/g) et les protéines (4 kcal/g) et d’autre
part, ils sont hydrophobes favorisant ainsi une plus grande accumulation intracellulaire dans les
gouttelettes lipidiques sans effets déléteéres sur les cellules (Cohen et al., 2011). Le métabolisme
glucido-lipidique a donc un réle important dans le maintien de I’homéostasie énergétique. En fonction
du statut nutritionnel, il est contrdlé par différentes hormones qui permettent le maintien d’une
glycémie a 5,5 mM et assure le bon fonctionnement de I’organisme. A 1’état nourri, I’insuline favorise
le stockage des réserves énergétiques dans différents tissus comme le foie, le tissu adipeux et le
muscle, tandis qu’a jeun, le glucagon permet de mobiliser les réserves. D’autres facteurs influencent le
métabolisme glucido-lipidique, d’une part, les adipokines sécrétées par le tissu adipeux comme la
leptine qui induit la satiété, et d’autre part les nutriments comme les acides gras polyinsaturés (acides
gras ®3) qui favorisent le stockage des lipides et diminuent leur synthése de novo. Mais, selon leur
nature et leur concentration, certains facteurs peuvent exercer des effets néfastes sur les cellules. Ainsi,
les acides gras saturés peuvent induire 1’apoptose ou diminuer la transduction du signal insulinique.
L’exceés de glucose peut induire des modifications post-traductionnelles de nombreuses protéines
dérégulant ainsi leur fonction et leur contréle par les conditions nutritionnelles. Les effets néfastes du

glucose et des lipides sont appelés glucotoxicité et lipotoxicité respectivement.

Dans les pays industrialisés, la prévalence de nombreuses pathologies associées au
déréglement de 1’homéostasie énergétique est en constante augmentation chez les adultes mais
¢galement chez les enfants. Il existe deux causes indépendantes conduisant a ces pathologies : une
diminution de I’activité physique et une alimentation trop riche en lipides et en glucides, notamment
en fructose. En plus de ces facteurs environnementaux, il existe des facteurs génétiques prédisposant a
ces maladies. La lipotoxicité et la glucotoxicité sont néfastes pour de nombreux organes : le foie et le
muscle accumulent des lipides en excés, la sécrétion d’insuline est altérée dans le pancréas et le tissu
adipeux accumule des lipides. Une inflammation locale et systémique se développe alors et altére
d’autant plus la signalisation insulinique des autres tissus. Cet effet délétére des lipides et de
I’inflammation sur la transduction du signal insulinique est appelé résistance a 1’insuline. L’insuline ne
peut alors plus exercer ses effets régulateurs sur la synthése de novo de glucose, la sécrétion des
lipides par le foie, et I’hydrolyse des lipides au niveau du tissu adipeux entrainant ainsi une
hyperglycémie et une dyslipidémie. Ces pathologies, regroupées sous le terme de syndrome

métabolique, concernent notamment 1’obésité et le diabéte de type 2.
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Le syndrome métabolique est défini par différentes anomalies métaboliques qui peuvent étre
les causes ou les conséquences de la résistance a I’insuline. Il est caractérisé par une augmentation de
la circonférence abdominale (supérieure a 94 cm pour les hommes et 80 cm pour les femmes) associée
a au moins deux des facteurs suivants : hypertriglycéridémie (>1,70 mmol/l) et/ou une hypoHDL-
cholestérolémie (<1,03 mmol/l chez les hommes et 1,29 mmol/l chez les femmes) et/ou une
hypertension artérielle (pression artérielle systolique>130 mm Hg ou diastolique >85 mm Hg), et/ou
une hyperglycémie a jeun (>5,6 mmol/l). La prévalence du syndrome métabolique chez les adultes est
entre 25 et 40% en Europe et aux Etats Unis. Le risque augmente avec 1’age (Alberti et al., 2009 ; Ford
et al., 2002 ; Kassi et al., 2011 ; Legakis and Syrigos, 2010). La dyslipidémie est souvent associée a la
résistance a I’insuline et est trés athérogénique. Elle augmente le taux de mortalité du diabéte de type 2
due aux complications cardiovasculaires (Fox et al., 2004). Le syndrome métabolique augmente
¢galement le risque d’apparition de cancer (Legakis and Syrigos, 2010).

Selon I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé), 1’obésité est caractérisée par un IMC
(indice de masse corporelle) de 30 a 35 pour une obésité modérée, de 35 a 40 pour une obésité sévere
et de plus de 40 pour une obésité morbide. En France, 15% des adultes sont obéses et 32% sont en
surpoids (25<IMC<30) (Etude Obépi-Roche 2009). L’obésité et le surpoids représentent un risque de
développer une résistance a 1‘insuline, un diabéte de type 2 et une athérosclérose. Le diabéte de type 2
est caractéris¢ par une résistance a I’insuline au niveau des tissus cibles (foie, muscle, tissu adipeux).
Cette résistance est d’abord compensée par une sécrétion d’insuline augmentée par les cellules B du
pancréas qui finalement s’épuisent (Guillausseau et al., 2008). Selon I’OMS, le diabéte de type 2 est
défini par une hyperglycémie a jeun de plus de 7 mM (126 mg/l) et de plus de 11,1mM (200mg/dl)
apres un test oral de tolérance au glucose (75 g) de 2h. Les patients atteints de syndrome métabolique
ont 5 fois plus de risques de développer un diabéte de type 2 (Alberti et al., 2009). Les patients sont
alors atteints de complications microvasculaires telles que les néphropathies, rétinopathies et
neuropathies dues a I’hyperglycémie et de complications cardiovasculaires liées a I’athérosclérose. La
morbidité est conséquente a I’hyperglycémie, tandis que la mortalité est plutot liée aux maladies
cardiovasculaires favorisées par la dyslipidémie chez les diabétiques de type 2 : ces résultats sont issus
de I’étude ACCORD qui montrent que la prise en charge de I’hyperglycémie ne suffit pas a diminuer
la mortalité (Boyko, 2010 ; Ismail-Beigi, 2011).

Ces maladies augmentent donc la mortalité a cause des complications cardiovasculaires et des
cancers, et également la morbidité avec une réduction de la qualité de vie. Elles deviennent donc trés
importantes d’un point de vue socio-économique. En effet, 1’étude francaise Entred 2007 a montré que
le diabéte (90% des diabétiques ont un diabéte de type 2) représente 12,5 milliards d’euros des
dépenses de la sécurité sociale en 2007 en France avec une augmentation de 80% du colt des
remboursements entre 2001 et 2007. Ceci est di a une augmentation du nombre de patients et a
I’intensification des traitements qui sont liés directement aux dépenses de santé et indirectement a

I’absentéisme au travail et & une mortalité plus précoce. Le cotlit en dépense de santé d’un diabétique
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de type 2 est en moyenne de 4890 euros par an (entre 3600 et 10400 euros en fonction du traitement)
(Fagot-Campagna et al., 2010). De plus, si ’obésité continue a progresser, la prévalence du diabéte de
type 2 passera de 3,95 % en 2007 a4 4,5 % d’ici 2016 soit environ un million de diabétique en plus dont
38% a 50% seront attribuables a 1’obésité (Bonaldi C InVS 2005). En effet, I’é¢tude Entred 2007 a
montré que 80% des diabétiques de type 2 ont un IMC anormal (>25kg/m?).

Au cours de ma thése, je me suis intéressée a la manifestation du syndrome métabolique au
niveau du foie. En effet, le foie accumule des lipides de manic¢re excessive induisant une stéatose
hépatique qui peut évoluer vers un état inflammatoire appelé stéatohépatite puis vers une fibrose, une
cirrhose et un carcinome hépatocellulaire. Cet ensemble de pathologies hépatiques est regroupé sous le
terme de NAFLD (Non-Alcoholic Fatty Liver Diseases). La présence de NAFLD est associée a des
dyslipidémies, a une augmentation des risques de développer un diabéte de type 2 et de ’hypertension
(Adams et al., 2005). La prévalence du NAFLD est de 20 a 30 % dans la population générale des pays
industrialisés et la stéatose hépatique est le plus souvent bénigne (Bellentani et al., 2010 ; Hooper et
al.,, 2011). L’étude du métabolisme glucido-lipidique et des mécanismes conduisant a la stéatose
hépatique est donc importante pour mieux comprendre les processus conduisant a la dérégulation de
I’homéostasie énergétique mais également pour trouver de nouvelles cibles thérapeutiques. Au cours
de ma thése, je me suis intéressée a la régulation transcriptionnelle et a la fonction de 1’adiponutrine.
Cette protéine, qui appartient a une famille de lipases/transacylases, est régulée positivement par
I’alimentation et son expression est induite au cours de la stéatose hépatique. En 2008, 1’équipe de H.
Hobbs a décrit un SNP 1148M (Single Nucleotide Polymorphism) sur son géne comme étant associé a
une stéatose hépatique plus séveére (Romeo et al., 2008). L’adiponutrine pourrait donc jouer un role
important dans le métabolisme glucido-lipidique. Cependant, sa fonction reste a étre déterminée. Afin
de définir la voie métabolique dans laquelle I’adiponutrine est impliquée, nous nous sommes
intéressés aux ¢éveénements moléculaires, encore inconnus, impliqués dans la régulation de son
expression. Ce travail a été publié (Dubuquoy et al 2011). Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié
sa fonction dans le foie. Enfin, dans une troisiéme partie, la base d’un projet portant sur la relation
entre la résistance a I’insuline, ’accumulation lipidique et 1’organisation spécifique du lobule
hépatique sera présentée. En effet, [’organisation du lobule est sous le contrdle de différents facteurs
de transcription. Nous nous sommes plus particuliérement intéressés a la voie Wnt/B-caténine dont des

SNP sur certains intermédiaires sont associés au diabéte et au syndrome métabolique.
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Partiel :
Régulation du métabolisme lipidique hépatique

Le déréglement de I’homéostasie énergétique au niveau du foie participe au développement de
la stéatose hépatique et de la résistance a I’insuline. En effet, le foie joue un réle central dans le
maintien de I’homéostasie glucido-lipidique par sa capacité a métaboliser le glucose et les acides gras

. Il est irrigué directement par la veine porte ou sont sécrétés les nutriments provenant de
I’alimentation et les hormones pancréatiques (insuline par les cellules 3 et glucagon par les cellules o
des ilots de Langerhans), lui conférant une place stratégique au sein de I’organisme. La compréhension
des différentes voies de synthése et d’utilisation des lipides est importante pour appréhender les
mécanismes impliqués dans le développement de la stéatose hépatique. En effet, ’augmentation du
captage des acides gras et de la synthése de novo des lipides d’une part ou, I’inhibition de la B-
oxydation et de la sécrétion des lipides sous forme de VLDL, d’autre part, favorisent I’accumulation
des lipides au niveau du foie. Dans la premicre partie de 1’introduction seront décrites les différentes
voies du métabolisme des lipides, puis les mécanismes contribuant aux altérations métaboliques seront

détaillés dans une deuxiéme partie.

I/ Source des triglycérides hépatiques

Les triglycérides stockés dans le foie proviennent de différentes voies métaboliques

- Du captage des acides gras libres. Ils sont majoritairement libérés dans la circulation par la

lipolyse du tissu adipeux et sont transportés dans le sang par I’albumine.

- Du captage des remnants de VLDL (Very Low Density Lipoprotein) et des remnants de

chylomicrons. Ces lipoprotéines déja hydrolysées transportent soit les TG synthétisés par le
foie, soit les TG synthétisés par I’intestin et provenant des acides gras de I’alimentation.

- De la synthése de novo d’acides gras (lipogenéese). Cette synthése s’effectue dans le foie a

partir de glucose.
Les acides gras sont ensuite estérifiés pour étre stockés dans les gouttelettes lipidiques. Au
cours de périodes de jelne, ils sont soit hydrolysés pour servir de substrat a la -oxydation, soit
sécrétés sous forme de TG dans les VLDL via le cycle de lipolyse-réestérification (Lankester et al.,

1998 ; Wiggins and Gibbons, 1992).
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Figure 1 : Régulation du métabolisme glucido-lipidique
par les conditions nutritionnelles dans le foie
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Le foie joue un role central dans le maintien de 'homéostasie énergétique glucido-lipidique. En effet,
en fonction des conditions nutritionnelles, le foie stocke ou libére de I'énergie pour les organes
périphériques. A I'état nourri, le glucose est capté pour étre stocké sous forme de glycogéne via la
glycogénogenése ou sous forme de triglycérides via la lipogenése et I'estérification. Les acides gras
proviennent également de I'alimentation et sont transportés jusqu’au foie par les chylomicrons. lls sont
estérifiés et stockés dans les gouttelettes lipidiques. A I'inverse, au cours du jelne, le foie produit du
glucose pour maintenir une glycémie a 5,5mM soit par la mobilisation de ses réserves de glycogéne,
soit par la production de novo de glucose (néoglucogenése). De plus, les acides gras provenant de
I'hydrolyse des triglycérides hépatiques ou ceux libérés par la lipolyse du tissu adipeux et captés par
le foie sont utilisés d’'une part, pour fournir des corps cétoniques aux organes gluco-dépendants via la
[-oxydation, et d’autre part, pour la synthése des VLDL qui transportent les TG dans le sang.

TG : Triglycérides; VLDL : Very Low Density Lipoprotein




Figure 2 : Synthese et utilisation des acides gras dans le foie
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A I'état nourri, le foie capte les remnants de chylomicrons provenant de I'alimentation et les remnants

de VLDL. Il synthétise également de novo des acides gras a partir du glucose.

A jeun, le tissu adipeux hydrolyse les TG contenus dans les gouttelettes lipidiques en acides gras et
glycérol, qui sont libérés dans la circulation. Les acides gras sont ensuite captés par le foie et sont
utilisés par la voie de la B-oxydation pour produire des corps cétoniques. Les acides gras sont

également estérifiés en TG et sont sécrétés dans la circulation dans les VLDL.

VLDL : Very Low Density Lipoprotein; TG : Triglycérides




Figure 3 : Structure et nomenclature des acides gras

Guillou et al 2011

4 a 8 carbones : acides gras a chaine courte
8 a 10 carbones : acides gras a chaine moyenne
12 a 20 carbones : acides gras a chaine longue
Plus de 20 carbones : acides gras a chaine trés longue
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n = longueur de la chaine = 18 C Ch:x(n-y) & C18:2(n-6)
X = nombre de double liaison = 2

n-y = position de la derniére double liaison par rapport au dernier C = n-6

Nomenclature Nom commun

C16:0 Acide palmitique

C18:0 Acide stéarique

C20:0 Acide arachidique =>» Acide gras saturés
C22:.0 Acide behenique

C24:0 Acide lignocérique

C16:1(n-7) Acide palmitoléique

C16:1(n-10) Acide sapiénique

C18:1(n-9) Acide oléique . : -
C20:1(n-9) Acide gadoléique > ':g:‘dee s%f:ti':fsatures
C22:1(n-9) Acide érucique

C20:3(n-9) Acide méadique

C18:2(n-6) Acide linoléique

C20:4(n-6) Acide arachidonique

C22:5(n-6) Acide docosapentaenoique Acide gras insaturés
C18:3(n-3) Acide a-linolénique essentiels w3 et w6
C20:5(n-3) Acide eicosapentaenoique

C22:6(n-3) Acide docosahexaenoique

Les acides gras sont des acides carboxyliques dont la diversité est liée a la longueur et au degré
d’insaturation de la chaine.




1/ Les acides gras : nomenclature et fonction

Les acides gras sont une source d’énergie importante pour la cellule. Ils participent a la
structure des membranes et sont aussi des molécules impliquées dans la signalisation et intervenant
dans la régulation du métabolisme lipidique, la division cellulaire et I’inflammation (Guillou et al.,
2010). Ils sont estérifiés, d’une part, sous forme de lipides polaires (phospholipides et sphingolipides)
et, d’autre part, sous forme de lipides non-polaires en mono-, di- et triglycérides (MG, DG et TG) avec
du glycérol et sous forme de cholestérol estérifi¢ avec du cholestérol. Les 3 groupements hydroxyles
du glycérol correspondent aux positions sn-1, sn-2 et sn-3 des acides gras avec lesquels ils sont
estérifiés en MG, DG et TG. Pour les phospholipides, la position sn-3 du glycérol est occupé par un
groupement phosphate associé a un alcool comme la sérine, la choline, 1’éthanolamine, le glycérol et
I’inositol.

Les acides gras sont des acides carboxyliques formés d’une chaine aliphatique plus ou moins
longue qui peut comporter une ou plusieurs insaturations, donnant cette diversit¢ de fonction. Le
carbone en position 1 correspond au carbone du groupement carboxylique. En fonction de la longueur
de la chaine aliphatique, on distingue les acides gras a chaine courte (C<8), les AG a chaine moyenne
(8<C<12), les AG a chaine longue (12<C<20) et les AG a chaine trés longue (C>20). Outre leur taille,
ils se caractérisent par leur degré d’insaturation, c’est-a-dire, la présence d’une ou plusieurs doubles
liaisons. On distingue les AG saturés (sans insaturation), les AG mono-insaturé (une insaturation) et
les AG polyinsaturés (au moins 2 insaturations). Le groupe des AG insaturés est divisé en 3 grandes
familles appelées ®3, 6, ®9 qui dépendent du nombre de carbones qui séparent le carbone « terminal
de la derniére double liaison.

On verra dans la suite du manuscrit, qu’en fonction de leur nature et de leur espéce (TG, DG,
céramides), les acides gras influencent fortement la signalisation insulinique et les voies du

métabolisme glucido-lipidique.

2/ Captage des acides gras circulants

Au cours du jeline, une partie importante des acides gras non estérifiés issus de la lipolyse du
tissu adipeux est captée par le foie. Les acides gras circulent dans le sang sous forme complexée a
I’albumine. Les transporteurs, FAT/CD36 (Fatty Acid Translocase) et FATP2 et 5 (Fatty Acid
Transport Protein) dans le foie, facilitent le captage des acides gras a longue et trés longue chaine
(Ehehalt et al., 2006; Gimeno, 2007). Les acides gras a chaine plus courte proviennent
majoritairement de I’alimentation et diffusent au travers de la membrane plasmique (Ehehalt et al.,

2006).
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Figure 4 : Schéma du captage des remnants de lipoprotéines
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Les remnants de VLDL et chylomicrons passent au travers de I'endothélium fenestré du foie et se
fixent sur différents récepteurs (récepteurs des LDL, Low Density Lipoprotein) ou au récepteur
syndecan1 ou HSPG (Heparan Sulfate Proteoglycans). lls sont alors internalisés et les TG sont

hydrolysés dans les lysosomes.

AG : Acide Gras

Figure 5 : Captage et activation des acides gras
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En fonction du type d’ACS, les acyl-CoA sont orientés vers différentes voies métaboliques : la B-
oxydation ou I'estérification.

AGCL : Acide Gras a chaine longue; ACS : Acyl-CoA Synthase; L-FABP: Liver-Fatty acid Binding Protein; CPT-1 :
Carnitine Palmitoyl Transferase-1; FATP : Fatty Acid Transport Protein




3/ Captage des remnants de VLDL et de chylomicron

Les TG contenus dans les lipoprotéines (VLDL a I’état de jeline et chylomicrons a I’état
nourri) sont hydrolysés a 80% par la LPL (Lipoprotein Lipase) majoritairement au niveau du tissu
adipeux et du muscle squelettique et captés par les tissus périphériques (Choi and Ginsberg, 2011).
Les remnants des lipoprotéines passent a travers I’endothélium fenestré du foie et se fixent, grace a
leur apolipoprotéine E (apoE), aux récepteurs des LDL (Low density lipoprotein) ou au récepteur
syndecanl ou HSPG (heparan sulfate proteoglycans), qui est le récepteur le plus abondant dans le foie
(Dallinga-Thie et al., 2010). Les remnants sont internalisés et transportés jusqu’aux endosomes. Les
récepteurs sont alors libérés et recyclés. Les TG, quant a eux, sont hydrolysés en acides gras dans les

lysosomes (Zhao and Michaely, 2009).

4/ Activation des acides gras en acyl-CoA

Quelle que soit leur origine, les acides gras a chaine longue sont acylés par des ACS (Acyl
CoA Synthetase) et probablement par les FATP2 et 5. L’ ACS active les acides gras a longue chaine en
acyl-CoA. Parmi les 5 isoformes d’ACS décrites, seules les ACS-1, -4 et -5 sont exprimées dans le
foie. Elles ont des substrats différents. Leur localisation cellulaire distincte permet 1’orientation des
acides gras vers différentes voies métaboliques. Les ACS-1 et -4 sont localisées au niveau du RE et
orientent plutdt les acides gras vers I’estérification, alors que I’ACS-5 est localisée au niveau de la
membrane mitochondriale externe et oriente les acides gras vers la B-oxydation (Ellis et al., 2010 ;
Gimeno, 2007 ; Li et al., 2006a).

Les acyl-CoA sont ensuite pris en charge dans le cytoplasme par la L-FABP (Liver-Fatty Acid
Binding Protein). Cette derniére a plusieurs rdles : minimiser les effets toxiques des acides gras libres,
transporter des acides gras dans le cytosol pour les diriger soit vers la mitochondrie pour la B-
oxydation, soit vers le RE pour étre estérifiés en phospholipides ou triglycérides, soit vers le noyau
afin de réguler de nombreux facteurs de transcription (PPAR-a, Peroxysome Proliferator Activated

receptor, HNF4, Hepatocyte Nuclear Factor 4 ...) (Atshaves et al., 2010).

5/ Synthése de novo des acides gras dans le foie : la lipogenése

A T’état nourri, les acides gras peuvent également étre néosynthétisés dans le foie a partir du
glucose : c’est la lipogenése. Le glucose entre dans la cellule via le récepteur GLUT2 et est
phosphorylé par la glucokinase (GK) en glucose 6-phosphate (G6P). Le G6P entre alors dans la voie
de la glycolyse dont la derniére étape est catalysée par la Liver-Pyruvate Kinase (L-PK) permettant
ainsi la synthése de pyruvate. Puis dans la mitochondrie, le pyruvate est transformé par la pyruvate

deshydrogénase (PDH) en acétyl-CoA. L’acétyl-CoA est ensuite converti en citrate via le cycle de
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Figure 6 : Représentation schématique de la lipogenése dans le foie
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La lipogenese fait suite a la glycolyse. Le pyruvate, issu de la glycolyse, est transformé en citrate dans
la mitochondrie. Une fois dans le cytosol, le citrate entre dans la voie de la lipogenéese et est converti
en acides gras.

GK : Glucokinase ; G6P : Glucose 6-Phosphate ; L-PK : Liver-Pyruvate Kinase; PDH : Pyruvate Deshydrogénase;
ACC : Acétyl-CoA Carboxylase; FAS : Fatty Acid Synthase; ELOVL : Elongase Very Long Chain; SCD1 : Stéaroyl-
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Krebs pour étre transporté vers le cytosol, ou il est alors reconverti en acétyl-CoA par I’ATP citrate

lyase.

La lipogenese se déroule majoritairement dans le foie chez I’homme, mais contribue peu
quantitativement au pool de triglycérides intra-hépatiques. En effet, I’ingestion de 260 a 280 g de
glucose entraine une accumulation de 0,5 a 1 g de lipides dans le foie et le tissu adipeux. Chez la
souris, la lipogenése s’effectue majoritairement dans le tissu adipeux et n’est induite dans le foie que
par un régime hyperglucidique. Néanmoins, elle joue un réle déterminant puisqu’elle inhibe la -

oxydation (Assimacopoulos-Jeannet et al., 1995 ; Diraison et al., 2003b ; Hellerstein, 1999).

La premicre étape de la lipogenése est dépendante de ’ACC (Acétyl-CoA Carboxylase) qui
catalyse la carboxylation de 1’acétyl-CoA pour former du malonyl-CoA. L’ACC joue un rdle
important dans cette voie puisque, outre son role dans la lipogenese, elle produit du malonyl-CoA qui
inhibe la CPT1 (Carnitine PalmitoylTransférase 1), un transporteur mitochondrial des acides gras a
chaine longue intervenant dans la voie de la B-oxydation. La régulation allostérique de la CPT1 limite
la dégradation paradoxale des acides gras néo-synthétisés a partir du glucose et favorise ainsi leur
stockage.

Il existe deux isotypes de ’ACC (ACC1 et ACC2). Ils sont issus de promoteurs différents et
ont 85% d’identité (Munday and Hemingway, 1999 ; Abu-Elheiga et al., 2001 ; Savage et al., 2006).
Le foie exprime les deux isotypes de 'ACC (Munday and Hemingway, 1999). L’expression des
ACCI1 et 2 est controlée par plusieurs promoteurs qui leur donnent leur spécificité tissulaire (Lopez-
Casillas et al., 1991 ; Mao et al., 2003 ; Oh et al., 2005). La localisation tissulaire et cellulaire de
chacun des isotypes est en association avec leur fonction. En effet, des modeles d’invalidation de ces
genes ont montré le réle spécifique de I’ACC1, enzyme cytosolique, dans la lipogenese, alors que
I’ACC2, qui est localisée dans la membrane externe de la mitochondrie a proximité de la CPT-1, est
impliquée dans la B-oxydation (Abu-Elheiga et al., 2003 ; Choi et al., 2007a ; Mao et al., 2006 ;
Savage et al., 2006).

Les protéines ACC1 et 2 sont régulées a court terme par des effecteurs allostériques et par des
phosphorylations. Le citrate, substrat précurseur de la lipogenése, augmente leur activité en entrainant
leur dimérisation, et en les protégeant de la phosphorylation inactivatrice par I’AMPK (Adenosine
Monophosphate Kinase) (Munday and Hemingway, 1999). En effet, au cours du jeline, I’augmentation
du rapport AMP/ATP active I’AMPK qui phosphoryle les ACC diminuant ainsi leur activité (Carling
et al., 1989). A I’état nourri et en présence d’insuline, les ACC sont déphosphorylées par la PP2A et
activées (Gaussin et al., 1997).

Les ACC sont également régulées a plus long terme au niveau transcriptionnel par les

conditions nutritionnelles. En effet, I’expression des ACC1 et 2 est régulée positivement par un régime
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hyperglucidique (Katsurada et al., 1990) et, plus particuliérement, par 1’insuline et le glucose. A
I’inverse, elle est inhibée par les acides gras polyinsaturés, formant ainsi une boucle de rétrocontrdle

négatif au cours de la lipogénése (Munday and Hemingway, 1999).

La FAS (Fatty Acid Synthase) est une large enzyme homodimérique multifonctionnelle qui
synthétise un acide gras saturé a 16 carbones, le palmitate. Elle fixe une molécule d’acétyl-CoA et
I’allonge en utilisant des groupements de malonyl-CoA au cours de 7 cycles de réaction pour aboutir a
la synthése du palmitate. Cette réaction requiert la présence d’un agent réducteur le NADPH,
provenant de la voie des pentoses phosphates (Girard et al., 1997). Chaque sous-unité de I’enzyme est
formée de huit domaines : six pour I’activité enzymatique (de I’initiation de la synthése a 1’élongation
de deux carbones), un pour le relargage de 1’acide gras et le dernier pour la fixation de 1’acide gras en
devenir qui y restera fixé jusqu’a sa libération (Semenkovich, 1997). L’invalidation globale de la FAS
entraine une mort in utero montrant le réle essentiel de cette enzyme dans la lipogénése au cours du
développement embryonnaire (Chirala et al., 2003). Son invalidation spécifique au niveau hépatique
induit une augmentation du taux de malonyl-CoA qui n’est plus utilisé pour la synthése du palmitate.
Aucune altération métabolique n’est observée a I’état nourri. A 1’inverse, a jeun, la concentration en
corps cétoniques plasmatiques est fortement diminuée. En effet, I’accumulation du malonyl-CoA dans
le foie inhibe la B-oxydation. Par ailleurs, I’expression des enzymes de cette voie est également
réprimée (Chakravarthy et al., 2005).

L’expression de la FAS est régulée par les conditions nutritionnelles. En effet, a 1’état renourri
(jetne de 24h suivi d’une réalimentation pendant 18h) avec un régime hyperglucidique favorisant la
lipogenese, son expression est induite en réponse au glucose et a I’insuline (Koo et al., 2001). A
I’inverse, les acides gras polyinsaturés régulent négativement 1’expression de la FAS et induisent la
dégradation de ses ARNm (Clarke and Jump, 1994 ; Jump, 2004). De plus, le glucagon contrecarre les
effets de I’insuline et du glucose en inhibant la transcription de la FAS par un mécanisme AMPc-

dépendant (Semenkovich, 1997).

6/ Désaturations et élongations

Diverses enzymes participent au processus d’élongation, pour former des acides gras a longue
chaine ou a trés longue chaine, et de désaturation, pour ajouter des insaturations au niveau des acides
gras provenant de la lipogenése ou de I’alimentation. Elles interviennent a plusieurs étapes de

I’allongement et de la désaturation formant ainsi des acides gras de différentes nature et longueur.
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Figure 7 : Diversités des acides gras synthétisés de novo

Adapté de Guillou et al., 2010
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Ce schéma montre la diversité des acides gras a longue et trés longue chaines synthétisés soit a
partir de palmitate issu de la lipogenése, soit & partir des acides gras essentiels provenant de
l'alimentation (acide a-linoléique et acide a-linolénique) chez les mammiféres. Les différentes
enzymes représentées ici sont les isoformes murines.

FAS : Fatty Acid Synthase; FADS : Fatty Acid Desaturases ; Elovl : Elongation of Very Long Chain Fatty Acid




6.1/ La désaturation : SCD et FADS

- Stéaroyl-CoA Désaturase 1 (SCD-1)

Il existe différents isotypes de la SCD issus de promoteurs différents. Chez la souris, I’isotype
hépatique est la SCD-1 (Guillou et al., 2010). La SCD-1 est ’enzyme qui catalyse la biosynthése des
acides gras mono-insaturés a partir du palmitate (C16:0) et du stéarate (C18:0) pour former du
palmitoléate (C16:1) et de I’oléate (C18:1) respectivement, via I’ajout d’une double liaison en position
A9. La SCD-1 est ancrée dans la membrane du réticulum endoplasmique a coété de la DGAT2
(Diacylglycérol Transférase 2), une enzyme intervenant dans ’estérification (voir chapitre suivant).
Cette co-localisation pourrait expliquer pourquoi les acides gras mono-insaturés provenant de la
lipogenese sont incorporés plus efficacement dans les lipides non-polaires que ceux provenant de la
circulation (Man et al., 2006). Les acides gras ainsi synthétisés sont des substrats pour la formation des
triglycérides et des esters de cholestérol qui sont plus riches en acides gras mono-insaturés que saturés.
Différentes expériences d’invalidation de la SCD-1 ont montré que la SCD-1 est une enzyme limitante
pour la lipogenése car 1’invalidation globale de la SCD-1 inhibe la synthése de triglycérides méme
avec un régime lipogénique (hyperglucidique) (Miyazaki et al., 2001). En effet, elle transforme les
acides gras saturés en mono-insaturés et favorise leur stockage dans les gouttelettes lipidiques. Elle
protége ainsi le foie contre les effets délétéres des acides gras saturés tels que 1’apoptose et la
résistance a I’insuline.

La régulation de la SCD-1 se fait au niveau transcriptionnel en présence d’insuline et de
glucose (Mauvoisin and Mounier, 2011 ; Ntambi, 1999 ; Ntambi et al., 1996). Le glucagon, a

I’inverse, inhibe sa transcription (Mauvoisin and Mounier, 2011).

- Fatty Acid Desaturases (FADS)

Les FADSI1 et 2 désaturent également les AG en position A5 et A6, respectivement. Elles
interviennent dans le métabolisme des acides gras polyinsaturés et sont fortement exprimées dans le
foie. La FADS?2 la plus exprimée au niveau du foie, introduit une double liaison au niveau des acides
linoléique (C18:2n-6) et a-linolénique (C18:2n-3) qui sont des acides gras essentiels ®6 et ®3. La
FADSI utilise les acides gras w6 (C20:3) et 3 (C20:4) comme substrats (de Antueno et al., 2001). La
FADS?2 synthétise des acides gras polyinsaturés qui ont un réle inhibiteur sur la lipogenése (Nakamura
et al., 2000). L’invalidation globale de FADS2 ne perturbe pas la viabilité des souris mais entraine une
stérilité. La perte de FADS2 n’est pas compensée puisque les acides linoléique et a-linolénique (libres
et estérifiés dans les TG, DG ou dans le cholestérol estérifié) sont accumulés dans le foie de ces souris,
suggérant que cette enzyme intervient dans les premieres étapes de la synthése des acides gras a
longue et trés longue chaine. La supplémentation en acides gras essentiels dans I’alimentation de ces
souris restaure la composition lipidique notamment au niveau de la membrane plasmique qui est

normalement trés enrichie en acides gras polyinsaturés (Stoffel et al., 2008 ; Stroud et al., 2009).
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Enfin, la FADS2 pourrait avoir une activité moindre de A 8-desaturase (Guillou et al., 2010 ; Stroud et
al., 2009). Il n’a pas encore été publié¢ d’invalidation pour la FADSI.

L’expression des désaturases est régulée par les quantités et la nature des lipides dans les
régimes. Ainsi, un régime hyperlipidique augmente leur expression dans le foie, contrairement & un
régime ne contenant que 10% de lipides (Cho et al., 1999 ; Nara et al., 2002 ; Qin et al., 2009).
L’expression de ces enzymes est fortement régulée par les conditions nutritionnelles : elle diminue a

jeun et est induite a I’état renourri (Wang et al., 2005).

6.2/ L’¢élongation

L’¢longation est finalisée aprés quatre réactions enzymatiques. La premiére étape, qui est
limitante, est catalysée par ’ELOVL (Elongation of Very Long Chain Fatty Acid) qui condense un
acyl-CoA avec le malonyl-CoA pour former le 3-ketoacyl-CoA. L’ELOVL interagit avec trois autres
enzymes qui interviennent ensuite : la B-kétoréductase, la déhydrase et la TER (Trans-2,3-enoyl-CoA
reductase) (Guillou et al., 2010). Ces étapes se font dans la lumi¢re du RE : trois des enzymes sont
présentes a la surface du RE tandis que la déhydrase est transmembranaire (Jakobsson et al., 2006 ;
Osei et al., 1989).

Il existe 7 ELOVL chez les mammiféres (homme, souris et rat). L’ELOVLS est
majoritairement exprimée dans le foie alors que les ELOVLI, 2 et 6 y sont plus faiblement exprimées.
Les ELOVLI et 6 sont principalement impliquées dans 1’¢longation des acides gras saturés ou
monoinsaturés, tandis que les ELOVL2 et 5, dans celle des acides gras polyinsaturés. Ces différents
substrats suggerent donc qu’elles ont des roles métaboliques différents (Wang et al., 2005).

L’ELOVLS utilise les acides gras monoinsaturés et polyinsaturés comme substrats et
intervient dans la synthése des acides gras polyinsaturés C20-22 (Wang et al., 2006). Bien que
faiblement exprimée dans le foie, TELOVL6 a été identifiée comme étant 1’élongase intervenant a la
suite de la lipogenése. Elle peut allonger le palmitate produit par la FAS et le palmitoléate produit par
la SCD1, en stéarate et vaccenate, respectivement (Matsuzaka et al., 2007). L expression des ELOVLS
et ELOVLG6 est stimulée a 1’état nourri par I’insuline de fagon analogue aux enzymes de la lipogenése

(Matsuzaka et al., 2002b ; Wang et al., 2006).

7/ L’estérification des acides gras

Aprés avoir été activés en acyl-CoA et désaturés/allongés, les acides gras sont estérifiés en
glycérolipides par la formation d’une liaison ester entre le groupement carboxylique d’un acyl-CoA et
I’un des trois groupements hydroxyles du glycérol. Ils forment ainsi des mono-, di- ou tri- glycérides
en fonction du nombre d’acyl-CoA ajoutés. La synthése des phospholipides (PL) met en jeu deux

acides gras, un glycérol et un groupement phosphate. Il existe une autre voie de synthése des TG qui
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Figure 8 : Représentation schématique de ’estérification

dans le foie
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est la voie du monoacylglycérol. Elle est prédominante dans I’intestin ou elle permet la réestérification
des TG alimentaires (Yen et al., 2008).

La voie de synthése des triglycérides met en jeu de nombreux précurseurs pouvant moduler
différentes voies de signalisation (acide lysophosphatidique, acide phosphatidique et les diglycérides),
montrant I’importance de cette voie non seulement dans le stockage des acides gras mais également

dans la signalisation intracellulaire.

Les GPAT (sn-1-glycerol-3-phosphate acyltransférase) catalysent 1’acylation du glycérol-3-
phosphate par un acyl-CoA a longue chaine en acide lysophosphatidique (LPA). Il existe quatre
isoformes de la GPAT. Elles interviennent dans la premiére étape commune de la synthése des TG et
des PL en estérifiant en position sn-1 le glycérol 3-phosphate. Dans le foie, les GPAT1 et 2 sont
localisées au niveau de la membrane externe de la mitochondrie tandis que les GPAT3 et 4 sont
localisées au niveau du réticulum endoplasmique. Elles exercent toutes leur fonction du coté
cytosolique. Les GPATI et 2 sont exprimées majoritairement dans le foie et sont régulées
différemment au niveau transcriptionnel. En effet, I’expression de la GPAT]1 est induite a 1’état nourri
contrairement a la GPAT2 qui n’est pas régulée par les conditions nutritionnelles (Ericsson et al.,
1997 ; Wang et al., 2007b). La GPAT]1 contribue pour 30 a 50% de I’activité GPAT du foie, alors que
la GPAT?2 représente 60% de 1’activitét GPAT de la mitochondrie dans le foie (Lewin et al., 2004 ;
Takeuchi and Reue, 2009). La GPAT1 a une forte affinité¢ pour les acides gras saturés, notamment le
palmitate, contrairement a la GPAT2 qui n’a pas de préférence de substrat (Wang et al., 2007b).
L’invalidation spécifique de la GPAT1 dans le foie diminue I’incorporation du palmitate et induit un
enrichissement en stéarate et oléate dans les glycérolipides (TG, DG) et dans les phospholipides
(Phosphatidylcholine, PC, et phosphatidyléthanolamine, PE). De plus, le PC et le PE contiennent
moins d’acide arachidonique (w6) en position sn-2 suggérant ainsi que I’estérification en position sn-2
est influencée par le type d’acides gras en position sn-/ (Hammond et al., 2002 ; Xu et al., 2006). De
plus, la GPATI entre en compétition avec la CPT1 pour I'utilisation des acyl-CoA a longue chaine et
favoriser leur estérification (Hammond et al., 2005 ; Linden et al., 2004). En effet, la surexpression de
la GPATI spécifiquement dans le foie de souris, grace une stratégie adénovirale, diminue la f-
oxydation et augmente la sécrétion des VLDL (Linden et al., 2006). Contrairement a la GPATI, la
GPAT?2 a été peu décrite dans la littérature. La GPAT4 (ou AGPAT6) semble également avoir un rdle
important dans ’activité¢ GPAT dans le foie. En effet, son invalidation globale entraine une diminution
de 50% de la quantité des triglycérides du foie et une diminution de la sécrétion des VLDL, alors que
Iactivité des autres GPAT est normale. Sa surexpression dans des cellules Cos-7 entraine une
augmentation de 1’incorporation d’oléate radiomarqué dans les DG et le phosphatidylinositol (PI)
(Nagle et al., 2008 ; Vergnes et al., 2006). Les différentes isoformes de la GPAT semblent donc jouer

des roles importants dans la composition en acides gras des espéces lipidiques.
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Les AGPAT (Acyl-CoA:l-acylglycerol-3-phosphate acyltransférase ; aussi appelées LPAAT
pour LPA AcylTransférase) ont une activité d’estérification en sn-2 de I’acide lysophosphatidique
(LPA) en acide phosphatidique (PA) (Coleman and Mashek, 2011). Ce dernier est le précurseur de
nombreuses voies, celle de la synthése des triglycérides mais également de différents phospholipides
(phosphatidylglycérol ou PG, phosphatidylinositol ou PI) et des cardiolipines. Chez la souris, les
isotypes 1 a 5 des AGPAT sont exprimées dans le foie et ont des spécificités différentes de substrats

(Eberhardt et al., 1997 ; Hollenback et al., 2006 ; Prasad et al., 2011 ; West et al., 1997).

Les lipines catalysent la déphosphorylation du PA en diglycérides (DG) grace a leur
activité PAP (PA phosphatase). Les DG servent de précurseurs pour la synthése des TG et également
de certains phospholipides (phosphatidylcholine ou PC, phosphatidylethanolamine ou PE et
phosphatidylsérine ou PS) (Carman and Han, 2006). Il existe 3 isotypes de la lipine exprimés dans le
foie : la lipine-1 et les lipine-2 et 3 qui ont 45% d’homologie avec la lipine-1 (Donkor et al., 2009 ;
Peterfy et al., 2001). Chez la souris, la lipine-1 a deux isoformes issues d’un épissage alternatif, la
lipine-1a et la lipine-1B. Chez I’homme, il existe une isoforme supplémentaire, la lipine-1y,
uniquement exprimée au niveau cérébral (Coleman and Mashek, 2011 ; Wang et al., 2011c ). Bien que
la lipine-2 soit I’isoforme la plus exprimée dans le foie, chaque lipine semble contribuer a ’activité
PAP dans le foie (Donkor et al., 2007). Le role de la lipine a été plus particulicrement étudié chez la
souris fld, qui porte une mutation inactivatrice de géne de la lipine-1. Ces souris présentent un retard
de croissance, une stéatose hépatique et une hypertriglycéridémie au cours de 1’allaitement. Apres le
sevrage, le retard de croissance persiste et est associée a une forte diminution de la masse du tissu
adipeux et a une résistance a I’insuline. Le foie des souris fId adultes est normal car la perte d’activité
de la lipine-1 est compensée par la lipine-3 et de fagon plus discréte par la lipine-2. D’ailleurs,
I’inhibition de la lipine-2, in vitro dans des hépatocytes fId en culture primaire, ou in vivo dans le foie
des souris fId, diminue la synthése des DG et des TG (Gropler et al., 2009 ; Ryu et al., 2009). La
lipine-2 contribue donc significativement a 1’activité PAP dans le foie.

Au dela de son rdle dans la synthése des DG, la lipine-1 agit également comme un co-
activateur transcriptionnel de PPAR-a (Peroxisome proliferator activated receptor o) et PGCla
(PPAR-y Coactivator 1), induisant ainsi 1’expression des génes de la f-oxydation. Cette fonction est
importante puisque 1’expression de PPAR-a et de certaines cibles de PPAR-o/PGCla n’est plus
induite par le jetine dans le foie de souris fId. Elle peut également s’associer au facteur de transcription
HNF-40 (Hepatocyte Nuclear Factor-4a) également impliqué dans la P-oxydation et la
néoglucogenese (Finck et al., 2006). De plus, la lipine-1 peut interagir avec le facteur pro-
adipogénique PPAR-y2 dans les adipocytes 3T3-L1 et augmenter son activité (Koh et al., 2008). De
facon semblable a la lipine-1, les lipines-2 et -3 semblent également s’associer avec le facteur PPAR-a
(Bou Khalil et al., 2010 ; Donkor et al., 2009), et jouent donc trés certainement un réle de co-

activateur transcriptionnel.
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Figure 9 : Compartimentalisation et fonctions de la lipine

Adapté de Bou Khalil et al., 2010
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La localisation subcellulaire des lipines (nucléaire, cytoplasmique et membranaire) est
importante pour leur fonction. Dans le noyau, elles agissent comme coactivateur transcriptionnel, dans
le RE elles exercent leur fonction catalytique PAP, et dans le cytoplasme, elles sont associées a la
protéine 14-3-3 et perdent leur fonction. Leur localisation est influencée par des modifications post-
traductionnelles dépendantes des conditions nutritionnelles (Bou Khalil et al., 2010). Ainsi, a jeun,
I’activation de la PKA (Protein Kinase A) induit I’activité de la lipine-1 par phosphorylation sur un
site non déterminé (Butterwith et al., 1984 ; Pittner et al., 1985). Dans les adipocytes 3T3-L1,
I’insuline induit la phosphorylation des lipine-1 et -2 sur leur sérine 106 par la ser/thr kinase mTOR du
complexe mTORCI1 (mammalian target of rapamycine complex 1). Cette phosphorylation entraine
leur rétention cytoplasmique par leur association avec la protéine 14-3-3 et inhibe leur activité PAP
(Gropler et al., 2009 ; Harris et al., 2007 ; Huffman et al., 2002 ; Peterson et al., 2011). A P’inverse, les
acides gras (oléate, linoléate, arachidonate ...) entrainent la déphosphorylation des lipine-1 et -
2 conduisant a leur localisation membranaire dans des adipocytes 3T3-L1 ou dans des hépatocytes de
rat (Harris et al., 2007 ; Hopewell et al., 1985 ; Huffman et al., 2002 ; Peterfy et al., 2010). La
localisation cellulaire des lipine-1a et lipine-1f est différente et leur confére des fonctions spécifiques.
En effet, il a été montré dans plusieurs types cellulaires (MEF, hépatomes de rat McA-RH7777 et
neurones) que la lipine-1a semble plutot nucléaire tandis que la lipine-1f serait cytoplasmique (Bou
Khalil et al., 2009 ; Liu and Gerace, 2009 ; Peterfy et al., 2005). La sumoylation de la lipine-1la
favorise sa localisation au noyau ainsi que son activité transactivatrice. A 1’inverse, la sumoylation de
la lipine-1P ne modifie pas sa localisation qui est uniquement cytoplasmique (Liu and Gerace, 2009).

Au niveau hépatique, de nombreuses études suggerent une fonction de la lipine-1 dans la
synthése et la sécrétion des VLDL. La surexpression de la lipine-la ou de la lipine-1§ dans des
cellules hépatomateuses McA-RH7777 augmente la sécrétion de VLDL. L’effet est inverse lorsque
I’expression des lipines est inhibée grace a un ARN interférant. Par ailleurs, 1’activit¢ PAP globale de
la cellule n’est pas diminuée car I’absence de la lipine-1 est compensée par la lipine-2 et la lipine-3.
Ceci suggere que ces lipines n’interviennent pas dans la sécrétion des VLDL (Bou Khalil et al., 2009).
Cependant, ces données sont controversées. En effet, la surexpression de la lipine-1f, sauvage ou
mutée sur son domaine PAP, dans le foie de souris fld et de souris obéses et résistantes a 1’insuline
diminue la sécrétion des VLDL, probablement via son activité de transactivateur transcriptionnel
(Chen et al., 2008). De méme, dans des cellules McA-RH7777, la surexpression de la lipine-1o délétée
de son domaine NLS, empéche sa localisation nucléaire et membranaire, et diminue également la
synthése et la sécrétion des TG, suggérant que son activité est dépendante de sa localisation cellulaire
(Bou Khalil et al., 2009).

Enfin, ’expression de la lipine-1 est régulée par les conditions nutritionnelles. A jeun, son
expression est induite par le glucagon, et, a I’état nourri, elle est inhibée par ’insuline (Barroso et al.,
2011 ; Bou Khalil et al., 2010 ; Manmontri et al., 2008 ; Ryu et al., 2009 ). L’expression de la lipine-2

est également stimulée au cours du jetine (Finck et al., 2006 ; Gropler et al., 2009).
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Les DGAT]1 et 2 catalysent la derniére étape de la synthése des triglycérides ; le transfert d’un
3™ acyl-CoA sur un DG (en position sn-3) pour former les TG. Les DGAT] et 2 sont exprimées dans
le foie (Cases et al., 1998 ; Cases et al., 2001). Ces deux enzymes n’ont pas d’homologie de séquence.
Elles sont localisées dans des sous-domaines différents au niveau du réticulum endoplasmique. La
DGAT?2 a une action exclusivement au niveau du cytosol tandis que la DGAT1 aurait une action au
niveau du cytosol et de la lumiére du RE (Zammit et al., 2008). Elles libérent les TG synthétisés entre
les deux couches de phospholipides de la membrane du RE. Les TG sont ensuite soit transportés
jusqu’aux gouttelettes lipidiques, soit destinés a la synthése des VLDL (Yen et al., 2008). Les DGAT1
et 2 sont régulées différemment par les conditions nutritionnelles : en effet, I’expression de la DGAT2
est réprimée au cours du jetine et induite a 1’état nourri alors que 1’expression de la DGATI1 est
inversement régulée (Meegalla et al., 2002). Il semble que la DGAT]1 ait un réle spécifique dans
I’estérification des acides gras exogénes, alors que la DGAT?2, qui colocalise avec la SCD1, incorpore

plutdt les acides gras endogénes dans les TG (Man et al., 2006 ; Villanueva et al., 2009).

I1/ Devenir des triglycérides hépatiques

Les TG formés sont des molécules hydrophobes et sont intégrés dans des gouttelettes lipidiques de
différentes sortes:

- les gouttelettes lipidiques de la lumiére du RE (sans apo-B) : TG intraluminaux

- les gouttelettes lipidiques cytosoliques

- les VLDL qui contiennent I’apolipoprotéine B (apoB)

A jeun, les triglycérides sont hydrolysés par différentes lipases hépatiques. Ces enzymes
interviennent a différents niveaux dans la cellule (membrane du RE, lysosome, gouttelette lipidique) et
orientent les acides gras vers la synthése des VLDL ou I’oxydation des acides gras.

- Ainsi au niveau de la membrane du RE, il existe deux lipases: la triglycéride hydrolase (TGH)
(Gilham et al., 2005) et I’arylacétamide deacétylase (AADA) (Lo et al., 2010). Elles sont exposées du
coté de la lumiére du RE et hydrolysent les TG en DG. La TGH est impliquée dans 1’assemblage des
VLDL (Dolinsky et al., 2004) et sa surexpression dans des cellules MacArdle-RH7777 (lignée
hépatomateuse de rat) favorise la lipidation de 1’apoB100 (Lehner and Vance, 1999). L’AADA oriente
les TG hydrolysés vers la B-oxydation puisque la surexpression de I’AADA dans des cellules
MacArdle-RH7777 augmente la B-oxydation et diminue la sécrétion des VLDL (Lo et al., 2010).

- Au niveau de la gouttelette lipidique cytosolique, I’ATGL (Adipose triglycéride lipase), qui
hydrolyse les TG en DG, n’est pas associée a la sécrétion des VLDL mais oriente plutot les AG vers la

B-oxydation (Hoy et al., 2011 ; Ong et al., 2011).
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- Un autre mécanisme d’hydrolyse de la gouttelette lipidique cytosolique a été décrit récemment :
il s’agit de la macrolipophagie. En effet, la dégradation des gouttelettes lipidiques s’effectuerait dans
les autophagolysosomes présents dans le cytoplasme. Cette macrolipophagie a lieu majoritairement a
jeun et son inhibition augmente le stockage des TG hépatiques (Singh et al., 2009a). Enfin, dans les
lysosomes, la LAL (Lysosomal Acid Lipase) hydrolyse les TG. Les acides gras ainsi libérés sont

ensuite orientés vers la f-oxydation (Cahova et al., 2010).

1/ Synthése et sécrétion des VLDL

Chaque VLDL est composé d’une seule molécule d’apoB100 et d’autres apolipoprotéines
(apoC3 et apoE). Elles sont entourées d’une simple couche de phospholipides et renferment des TG et
des esters de cholestérol. Le processus d’assemblage des VLDL est initié dans le RE au moment ou
1’apoB100 est traduite et transloquée dans la lumic¢re du RE. L’apoB100 est « lipidée » par une petite
quantit¢ de TG et s’entoure d’une monocouche de phospholipides. La MTTP (Microsomal
Triacylglycerol Transport Protein) catalyse cette étape en permettant I’assemblage des triglycérides
avec I’apoB100 et la formation d’un petit précurseur trés dense de VLDL, le pré-VLDL (Gibbons et
al., 2004). La MTTP est une protéine hétérodimérique constituée d’une unité de fixation et de transfert
du lipide, et d’une seconde unité, formée d’une protéine disulfide isomérase. Le bourgeon de VLDL
fusionne ensuite avec la gouttelette lipidique de la lumic¢re du RE. Cette fusion dépendrait de 1’activité
de la protéine ARF1 (ADP-ribosylation factor 1), une petite GTP-binding protein. De plus, ARF1
active la phospholipase D qui produit du PA a partir du PC, qui est un phospholipide important pour
I’assemblage des VLDL (Asp et al., 2000 ; Asp et al., 2005). Le VLDL néosynthétisé¢ est sécrété dans
la circulation grace a un mécanisme de vésiculisation avec le RE et le golgi (Asp et al., 2000 ; Asp et
al., 2005).

Apres I’hydrolyse des TG par la TGH ou directement & partir de la synthése de novo des
acides gras, les DG sont estérifiés en TG par la DGAT. Il semble que seulement 20% des TG sont
directement incorporés dans les VLDL, les 80% restants sont stockés dans les gouttelettes et subissent
un cycle de lipolyse/reestérification (Wiggins and Gibbons, 1992). Ce cycle permet 1’incorporation
des TG des gouttelettes dans les VLDL (Lankester et al., 1998). La fonction spécifique de chaque
DGAT dans ce processus est encore controversée. L inhibition de la DGAT?2 dans le foie de rat, grace
a un ASO (Antisens Oligonucleotide), diminue la sécrétion des VLDL ainsi que la quantité de
triglycérides (Choi et al., 2007b). A I’inverse, I’inhibition de la DGAT1 par la méme technique n’a pas
d’effet (Choi et al., 2007b). Cependant, d’autres études in vitro suggeérent un role important de la
DGAT]1 dans I’induction de la sécrétion des VLDL (Krapivner et al., 2010 ; Liang et al., 2004). La
part de chaque DGAT dans le processus de sécrétion des VLDL reste encore a étre déterminée.
L’hydrolyse des phospholipides (PC et PE) contribue également a la synthése des VLDL en apportant
des AG pour la synthése des TG (Sundaram and Yao, 2010).
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Figure 10 : Schéma hypothétique de
la synthése et de la sécrétion des VLDL

Adapté de Sundaram et al., 2010
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Chaque VLDL est composé d'une seule molécule d’'apoB100 et d’autres apolipoprotéines. Le
processus d’assemblage est initié dans le RE au moment ou I'apoB est traduite. En effet, la lipidation
de I'apoB100 par la MTTP se fait en paralléle de sa synthése pour former un pré-VLDL (1). Le pré-
VLDL fusionne ensuite avec la gouttelette lipidique intraluminale. Les TG intégrés dans les VLDL ont
différentes origines. En effet, ils peuvent provenir de la synthése de novo finalisée par la DGAT, ou de
I'hydrolyse des TG de la gouttelette lipidique cytoplasmique et s’accumulent entre les phospholipides
du RE (2a). lls proviennent également de I'hydrolyse de phospholipides par la phospholipase A,
(iPLA,) (2b). Enfin, ils sont issus des TG hydrolysés par la TGH a partir des pools de TG
intramembranaires pour former la gouttelette intraluminale (sans apoB mais avec de I'apoClll) (2c).

Les VLDL sont ensuite sécrétés par des événements de bourgeonnements/vésiculisations a travers le
RE (3). Les protéines de la gouttelette lipidique modulent la sécrétion des VLDL (ADRP et CideB) (4).

MTTP : Microsomal Triglyceride Tranfert Protein; TGH : Triglycéride Hydrolase Hépatique; ApoB/C :
Apolipoprotéine B/C; ADRP : Adipose Triglyceride Lipase; PE et PC : Phosphatidyléthanolamine et choline;
GPAT : sn-1-Glycerol-3-Phosphate Acyltransférase; AGPAT2 : Acylglycerol-3-Phosphate Transferase; DGAT2 :
Diacylglycérol Acyltransférase; LPA : Acide Lysophosphatidique; PA : Acide Phosphatidique; DG : Diglycérides;
TG : Triglycérides; VLDL : Very Low Density Lipoprotein




La régulation de la sécrétion des VLDL est complexe : ils sont sécrétés continuellement mais
leur taille et leur quantité semblent étre sous le contrdle de I’insuline (Nakajima et al., 2011). La
sécrétion des VLDL est diminuée par I’insuline via son effet inhibiteur sur 1’expression de 1’apoB et
de la MTTP (Gibbons et al., 2002). De plus, les protéines membranaires des gouttelettes lipidiques
modulent la sécrétion des VLDL. En effet, ’ADRP (Adipocyte Differentiation-Related Protein)
diminue la sécrétion des VLDL probablement en bloquant 1’acces des lipases sur les membranes des
gouttelettes lipidiques (Magnusson et al., 2006). A I’inverse, la protéine CideB (Cell-death-inducing
DFF45, DNA fragmentation factor 45) augmente la sécrétion des VLDL. CideB interagit avec 1’apoB,
ce qui favorise I’incorporation des TG dans les VLDL (Ye et al., 2009). De plus, la composition en
phospholipides (PE et PC) et le type d’acides gras disponibles influencent également la sécrétion des
VLDL. Ainsi, les acides gras a chaine courte ou a chaine longue et polyinsaturés diminuent leur
sécrétion. Les acides gras polyinsaturés w3 agissent en induisant la dégradation de 1’apoB (Ginsberg

and Fisher, 2009 ; Sundaram and Yao, 2010).

2/ L’oxydation des acides gras et la cétogenése

Au cours du jetine, les acides gras sont oxydés pour former des corps cétoniques qui serviront
de substrats énergétiques aux organes glucodépendants. Sur les 5 a 6,6g/h d’acides gras libérés par la
lipolyse du tissu adipeux lors d’un jeline plus ou moins prolongé, seuls 1,5g/h a 1,6g/h sont utilisés

pour synthétiser des corps cétoniques chez ’homme (Jungermann and Kietzmann, 1996).

L’oxydation des acides gras se fait dans trois organites intracellulaires. La -oxydation a lieu
au niveau de la mitochondrie (la plus importante quantitativement) et des peroxysomes, et la -
oxydation a lieu dans le RE lisse (Hardwick, 2008). La B-oxydation mitochondriale est impliquée dans
I’oxydation des acides gras a chaine courte, a chaine moyenne et a chaine longue qui sont les plus
abondants. La B-oxydation peroxysomale est impliquée dans 1I’oxydation des acides gras a trés longue
chaine, et une fois la longueur de la chaine réduite, elle se poursuit dans la mitochondrie (Osmundsen
et al.,, 1991). Enfin, la w-oxydation est mineure dans le foie. Elle oxyde les acides gras saturés et
insaturés, et génere des dicarboxylyl-CoA qui sont utilisés dans la voie de la [B-oxydation

peroxysomale.

La B-oxydation mitochondriale correspond au raccourcissement progressif des acides gras
pour générer des acétyl-CoA qui se condensent et générent des corps cétoniques. Elle produit de
I’énergie sous forme d’ATP par la phosphorylation oxydative. L’ATP et les cofacteurs (NADH)
produits servent au bon fonctionnement de la néoglucogenese. La B-oxydation est régulée par la

carnitine palmitoyltransférase 1-A (CPT1-A), I’isoforme hépatique de la CPT1. Alors que les acides
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Figure 11 : Schéma de la B-oxydation mitochondriale

AGCC AGCL Acyl-CoA CoASH
AGCM

e :
eee ve J

Espace
intermembranaire

Carnitine  Acylcarnitine

v
AGCC \
AGCM Acyl-CoA  CoASH Acyl-CoA
B-oxydation
Acétyl-CoA Acétyl-CoA
i[ Thiolase T2 | 1
Acétoacétyl-CoA
i[ HMG-CoA synthase ]
B-hydroxy-B3-méthylglutaryl-CoA Cétogenése
[ HMG-CoA Iyase]/
Acétoacétate > B-hydroxybutyrate
/,/ D'B'
[ hydroxybutyrate 4
Acétone déshydrogénase Corps cétoniques

L'entrée des acides gras dans la mitochondrie se fait grace a la CPT1 qui est 'enzyme limitante de la
[B-oxydation. Les acides gras entrent ensuite dans la voie de la B-oxydation et sont hydrolysés en
acétyl-CoA. La cétogenese permet ensuite la synthése des corps cétoniques qui serviront de
substrats énergétiques aux tissus tels que les globules rouges et le cerveau.

CPT1/2 : Carnitine Palmitoyl Transférase 1/2; CACT : Carnitine-Acylcarnitine Translocase; ACS : Acyl-CoA
Synthase; CCAC/CMACSS : ACS des AG a chaine courte ou moyenne; MME/I : Membrane Mitochondriale
externe/interne




gras a courte et moyenne chaines n’ont pas besoin de transport actif, les acides gras a longue chaine ne
peuvent pas passer les membranes mitochondriales. La CPT1 catalyse la formation d’acylcarnitine a
partir d’acyl-CoA et de carnitine permettant ainsi leur transport au travers des membranes de la
mitochondrie. La concentration en carnitine estérifiée dans le foie est proche du Km de la CPT1, donc
toute augmentation des acyl-CoA affecte le transport dans la mitochondrie. L’activité de la CPT1 est
inhibée par le malonyl-CoA, produit au cours de la lipogenése. Son expression est augmentée au cours
du jeline et lors d’un régime hyperlipidique pauvre en glucides. A I’inverse, elle est diminuée a 1’état
nourri ou par un régime hyperglucidique (Park et al., 1995 ; Thumelin et al., 1994). De plus, les acides
gras a chaine longue activent la transcription du géne de la CPT1 et stabilisent les ARNm (Chatelain et
al., 1996).

Une fois dans la matrice mitochondriale, les acylcarnitines sont hydrolysés par la CPT2 pour
reformer des acyl-CoA (Murthy and Pande, 1987). La premiére étape de la B-oxydation est catalysée
par un ensemble de quatre acyl-CoA deshydrogénases spécifiques de la longueur de la chaine de
I’acyl-CoA (trés longue, longue, moyenne, courte). Les deuxiéme, troisiéme et quatriéme étapes sont
catalysées par la 2-enoyl-CoA hydratase, la 3-hydroxyacyl-CoA deshydrogénase et la 3-kéto-acyl-
CoA thiolase. La protéine trifonctionnelle mitochondriale (MTP : Mitochondrial Trifunctional Protein)
exerce ces trois activités. C’est une protéine hétérotrimérique qui catalyse 1’oxydation des acyl-CoA
en acétyl-CoA (Reddy and Hashimoto, 2001 ; Reddy and Rao, 2006).

La cétogenése a lieu dans la matrice mitochondriale. L acétyl-CoA est utilisé pour la production
de corps cétoniques (B-hydroxybutyrate, acétoacétate et acétone). Cette étape est catalysée par quatre
enzymes : 1’acétoacétyl-CoA thiolase, ’HMG-CoA synthase 2, I'HMG-CoA lyase et la -
hydroxybutyrate deshydrogénase. L’HMG-CoA synthase 2 est I’enzyme limitante de la cétogenése et
est régulée positivement par le jeline et négativement a 1’état nourri en réponse a I’insuline (Fukao et

al., 2004).

I1I/ Régulation du métabolisme glucido-lipidique par les facteurs de

transcription

Les enzymes du métabolisme glucido-lipidique sont finement régulées par 1’état nutritionnel et
notamment par I’insuline et le glucose. Trois facteurs de transcription majeurs médient les effets du
glucose et de I’insuline respectivement ChREBP et LXR/SREBP1c. Au cours de ma thése, je me suis

intéressée a ces facteurs qui sont décrits dans la suite de ce chapitre.

1/ Facteur de transcription activé en réponse a I’insuline : SREBPI1c (figure 12)
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Les facteurs de transcription SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Protein)
appartiennent a la famille des protéines a motif bHLH/LZ (basic-helix-loop-helix-leucine zipper).
Trois formes de SREBP ont été décrites chez les mammiféres : SREBP1la et SREBPIc qui sont des
transcrits issus d’un méme géne et de promoteurs alternatifs, et SREBP2 provenant d’un géne
différent. Le facteur SREBP2 est exprimé de fagon ubiquitaire et stimule, comme le facteur SREBP1a,
la synthése de cholestérol (Shimano et al., 1996). Le facteur SREBP1c est exprimé dans les tissus
ayant un métabolisme lipidique actif comme le foie, le tissu adipeux et le muscle, alors que SREBP1a
est plutdt exprimé dans les tissus en prolifération comme I’intestin (Ferre and Foufelle, 2007). Dans le
foie, I’isoforme SREBPI1c est 10 fois plus abondante que I’isoforme SREBP1a et stimule la lipogenése
(Eberle et al., 2004; Shimomura et al., 1998). Les facteurs SREBP sont régulés transcriptionnellement
mais également au niveau post-traductionnel par clivage protéolytique.

Les protéines SREBPs sont synthétisées sous forme de précurseurs inactifs et sont intégrées
dans la membrane du réticulum endoplasmique (RE) par deux domaines transmembranaires. Les
domaines N-terminal (qui contient le domaine de liaison a I’ADN, bHLH/LZ, basic-helix-loop-helix-
leucine zipper) et C-terminal (la partie régulatrice) sont localisés du coté cytoplasmique. Les
précurseurs sont localisés dans la membrane du RE et doivent étre clivés pour étre actifs. Le
mécanisme a été trés bien caractérisé pour SREBP2 et serait semblable pour les autres SREBP. Les
protéines SCAP (SREBP cleavage-activating protein) et INSIG (Insulin-Induced gene) interviennent
dans ce processus (Brown and Goldstein, 1997). SCAP est une protéine intégrée dans la membrane du
RE dont le domaine N-terminal contient un site de liaison aux stérols. En interagissant avec la forme
précurseur de SREBP2, il I’escorte du RE vers le Golgi (Hua et al., 1996). En présence de cholestérol,
la protéine INSIG1, une protéine du RE, s’associe a la protéine SCAP et retient le complexe SCAP-
SREBP2 dans le RE. Dans les cellules déplétées en cholestérol, SCAP change de conformation, se
dissocie de INSIG-1 et le complexe SCAP-SREBP2 est adressé au golgi. Une fois dans le golgi, le
précurseur SREBP2 subit deux clivages successifs par deux protéases, S1P (Site 1 Protesase) et S2P.
La forme mature, correspondant au facteur de transcription, est alors libérée, transloquée dans le
noyau et induit la transcription des enzymes de la synthése du cholestérol (Brown and Goldstein,
1997) . La protéine INSIG2a est impliquée dans le clivage de SREBP-1c en réponse a
I’insuline (Yellaturu et al., 2009b).

L’activit¢ de SREBP1c varie en fonction des conditions nutritionnelles. Elle est induite a 1’état
nourri par un régime hyperglucidique et est inhibée par le jeine, de fagon analogue a la régulation des
enzymes lipogéniques. A I’état nourri, I’insuline stimule la transcription et le clivage de SREBP1c. En
effet, ’injection d’insuline chez des rats ou des souris diabétiques de type 1 (induit par un traitement a
la streptozotocine qui détruit les cellules B du pancréas) entraine une augmentation des ARNm et donc
de la forme précurseur de SREBP1c, mais également de sa forme nucléaire active. L’insuline n’a pas

d’effets sur SREBP1a et SREBP2 (Azzout-Marniche et al., 2000 ; Becard et al., 2001 ; Fleischmann
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Figure 12 : Clivage protéolytique
et effets transcriptionnels de SREBP1c
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L'insuline induit la transcription de SREBP1c via les aPKC et mTORC1 (1). Elle active également le
clivage protéolytique de SREBP1c (2) : SREBP1c est escorté du RE jusqu'au golgi, par la protéine
SCARP. Il est alors clivé par les deux protéases S1p et S2p. L'effet de l'insuline passe, d’'une part, par la
dégradation des ARNm Insig2A et la phosphorylation de SREBP1c et d’autre part, par mTORCH1.
mTORC1 agit au niveau post-traductionnel en inhibant notamment la lipine-1, responsable de la
séquestration de SREBP1c dans la région périnucléaire. Enfin, la translocation nucléaire de SREBP1c
permet la transcription de ses génes cibles (3).

SREBP1c : Sterol Regulatory Element Binding Protein; SCAP : SREBP Cleavage-Activating Protein; INSIG
Insulin-Induced gene; aPKC: protéine kinase C atypique; mTORC1 : mammalian Target Of Rapamycine Complex




and Iynedjian, 2000 ; Shimomura et al., 1999).

Au niveau transcriptionnel, I’expression de SREBP1c dépend de la fixation d’un ensemble de
facteurs de transcription sur son géne. Chez le rat et la souris, les facteurs LXRa, NF-Y et Spl sont
impliqués dans ce processus, SREBP1c pouvant également s’autoréguler (Deng et al., 2002 ; Cagen et
al., 2005 ; Chen et al., 2004 ; Hegarty et al., 2005 ; Repa et al., 2000). Chez I’homme, d’autres
régulations transcriptionnelles sont envisagées puisqu’il n’y a qu’une faible homologie de séquence
entre les promoteurs humain et murin (42%). En effet, des sites SRE supplémentaires, des sites de
fixation de PDX1 (Pancreatic and Duodenal homeobox 1) et un site de fixation des récepteurs
nucléaires PPAR (Peroxisome proliferator activated receptor) ou HNF-4 (Hepatocyte Nuclear Factor-
4) (DR1 ; direct binding 1) ont été décrits. Les sites SRE, les sites de fixation de NF-Y et de SP1
représentent 60% de 1’activité du promoteur (Fernandez-Alvarez et al., 2011). L’insuline stimule la
transcription de SREBP1c par des mécanismes encore mal décrits. En effet, la kinase Akt active le
complexe protéique mTORC1 (mammalian target of rapamycine complex 1) en phosphorylant deux
inhibiteurs de ce complexe (PRAS40, proline-rich Akt substrate of 40 kDa, et TSC2, tuberous
sclerosis complex). Les complexes mTORC (mTORC1 et mTORC2) sont composés de différentes
protéines et notamment de la sérine/thréonine kinase mTOR qui coordonnent de nombreux processus
cellulaires comme la croissance, la division cellulaire et d’autres voies de signalisation cellulaire. Le
complexe mMTORC1 (mTOR/raptor), via la kinase S6K1 (S6 kinase 1), a été décrit pour avoir un role
déterminant dans I’induction de I’expression de SREBPlc méme si le mécanisme d’action reste
inconnu (Duvel et al., 2010 ; Li et al., 2010b ; Li et al., 2011a). De plus, des études d’invalidation ou
de surexpression des protéines kinases atypiques (aPKC) ont montré que les PKCA/ stimulent
I’expression de SREBP1c en réponse a I’insuline par un mécanisme indépendant de Akt (Sajan et al.,
2009a ; Taniguchi et al., 2006b). A jeun, I’expression du facteur SREBPI1c est régulée négativement
par le glucagon et les nutriments tels que les acides gras polyinsaturés (Foretz et al., 1999b ; Xu et al.,
1999 ; Xu et al., 2001). Ces derniers agissent en déstabilisant les ARNm de SREBP-1c, en augmentant
la dégradation de la protéine et en inhibant son clivage en réponse a ’insuline (Jump, 2011).

Au niveau post-traductionnel, ’activit¢ de SREBP1c est également dépendante de son clivage
protéolytique. L’insuline stimule la kinase Akt qui augmente [’activation de SREBPIc par un
mécanisme indépendant et un mécanisme dépendant de mTORCI. La kinase Akt phosphoryle la
forme précurseur de SREBP1c favorisant ainsi ’association SCAP/SREBPIc avec les vésicules de
type COPII (Coatomer Protein II) qui transporte SREBP1c¢ jusqu’au golgi (Yellaturu et al., 2009a). De
plus, Akt stimule, indépendamment du complexe mTORCI, la dégradation de I’ARNm d’Insig-2a
favorisant ainsi le clivage de SREBP1c (Yecies et al., 2011; Yellaturu et al., 2009b). Toutefois, Akt
active également le complexe mTORC1 qui a une action sur le clivage de SREBPI1c (Duvel et al.,
2010). Récemment, un nouveau mécanisme de régulation de 1’activit¢é de SREBP1c par mTORCI a
été décrit. En absence d’insuline, la lipine-1 est transloquée dans le noyau et abolit 1’activité¢ de

SREBPIc. Cet effet est di & la modification structurale de la lamine A par la lipine-1 qui entraine la
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séquestration du facteur dans la région périnucléaire. En réponse a I’insuline, mTORC]1 phosphoryle la
lipine-1 qui est alors retenue dans le cytoplasme par la protéine 14-3-3. Cependant le mécanisme exact
reste a déterminer (Peterson et al., 2011). De ce fait, nos pourrions imaginer que 1’effet du complexe
mTORCI sur ’expression de SREBP1c soit en fait dii a I’augmentation de 1’activité de SREBP1c sur
sa propre transcription. A I’inverse, le clivage de SREBPIc est inhib¢é par le jeline par différents
mécanismes. En effet, ’AMPK peut inhiber le facteur SREBP1c de fagon directe en le phosphorylant
sur sa serine 372 bloquant ainsi son clivage et son activité transcriptionnelle (Li et al., 2011c).
L’AMPK peut également agir de fagon indirecte, en inhibant I’expression de SREBPIlc via
I’inactivation de mTORC1 (Gwinn et al., 2008). De plus, la GSK3 phosphoryle la forme mature de

SREBPIc induisant ainsi son ubiquitinylation (Lewis et al., 2011).

Le facteur SREBPI1c induit I’expression des génes du métabolisme glucido-lipidique en se
fixant sur des séquences consensus SRE (SREBP Responsive Element) de type ATCACCCCAC (Kim
et al., 1995). En effet, la surexpression de SREBPI1c dans le foie de souris induit I’expression des
genes lipogéniques et de I’estérification (Shimomura et al., 1998). De méme, les souris invalidées de
facon globale pour SREBPIc et soumises a un régime hyperglucidique n’ont plus d’induction de la
lipogenese montrant ainsi I’importance de SREBP1c dans le métabolisme glucido-lipidique (Shimano
et al., 1999). En effet, le facteur SREBP1c régule I’expression de nombreux génes : de la glycolyse (la
GK), de la lipogenése (I’ACC, la FAS), et de la désaturation/élongation et de I’estérification des
acides gras (la SCDI1, les FADS1 et FADS2, les ELOVLS et 6 et la lipine-1) (Foretz et al., 1999a ;
Foufelle and Ferre, 2002 ; Matsuzaka et al., 2002a ; Matsuzaka et al., 2002b ; Qin et al., 2009 ;
Shimomura et al., 1998 ; Wang et al., 2006 ; Ishimoto et al., 2009). De plus, il a ét¢ montré que
SREBPIc diminue I’expression des génes de la néoglucogenéese, la PEPCK et la G6Pase. En effet,
SREBPIc interagirait avec HNF4 et CBP. De ce fait, il supprimerait son interaction avec PGC-1la
pour induire les génes de la néoglucogenése comme la PEPCK et la G6Pase (Chakravarty et al., 2001 ;
Schmidt and Mandrup, 2011 ; Yamamoto et al., 2004). Par ailleurs, le facteur SREBPI1c influe sur la
taille des VLDL en induisant la transcription de la PLTP (Phospholipid transfert protein)
cytoplasmique qui transfert les phospholipides vers la membrane des VLDL naissant, augmentant

ainsi leur taille (Karasawa et al., 2011 ; Okazaki et al., 2010).

2/ Facteur de transcription activé en réponse aux oxystérols : LXR

LXR (Liver X Receptor) est un facteur de transcription qui appartient a la superfamille des
récepteurs nucléaires. Il existe deux isoformes de LXR, LXRa et LXRP. L’isoforme LXRP est
ubiquitaire. L’isoforme LXRa est I’isforme majoritaire dans le foie, le tissu adipeux, I’intestin, le rein
et les macrophages. L’activité du facteur LXR est contr6lée par les oxystérols qui sont des métabolites

du cholestérol (Janowski et al., 1996). Associé au facteur de transcription RXRa (Retinoid X
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Receptor), LXR induit I’expression de nombreux geénes en se fixant sur ses séquences consensus
LXRE (LXR Response Element). Il est impliqué dans le métabolisme du cholestérol. En effet, en cas
d’accumulation du cholestérol, le facteur de transcription LXR, activé par les oxystérols, induit le
catabolisme du cholestérol via la synthése des acides biliaires en stimulant la transcription de
CYP7AL. Le facteur LXR agit a I’inverse du facteur de transcription FXR (Farsenoid X Receptor), qui
se lie aux acides biliaires provenant du cycle entérohépatique et inhibe I’expression du géne CYP7Al
(Kalaany and Mangelsdorf, 2006 ; Steffensen and Gustafsson, 2004).

Le facteur LXR joue également un réle central dans la régulation de certains geénes
lipogéniques tels que le facteur SREBPIc, ou les enzymes ACC, FAS et SCD1 (Repa et al., 2000 ;
Zhao et al., 2010). Les acides gras polyinsaturés inhibent I’activité de LXRa en déplacant les
oxystérols de leur site de liaison sur LXR ; cette inhibition entraine également la diminution de
I’expression de SREBPI1c et son effet transcriptionnel sur les enzymes de la lipogenése (Pawar et al.,
2002).

L’expression de LXR est induite par des concentrations supraphysiologiques d’insuline in
vitro mais cet effet n’a pas ét¢é montré par d’autres études (Tobin et al., 2002). L’expression de
SREBPIc, géne cible de LXR, n’est pas induite dans le foie de souris invalidées pour LXR méme en
présence d’insuline suggérant que 1’induction de LXR par I’insuline est indispensable pour activer la
transcription de SREBP1c (Chen et al., 2004). L’insuline pourrait induire la synthése d’un ligand de

LXR nécessaire a son activité transcriptionnelle.

3/ Facteur de transcription activé en réponse au glucose : ChREBP

Le facteur de transcription ChREBP (Carbohydrate Response Element Binding Protein)
appartient a la famille des protéines bHLH/LZ. 1l est exprimé majoritairement dans le foie, les tissus
adipeux blanc et brun et de fagon plus modérée dans I’intestin, le muscle squelettique, le rein, les 116ts
de Langerhans du pancréas et dans certaines régions du cerveau (lizuka et al., 2004).

Le facteur ChREBP se lie sur des séquences consensus appelées carbohydrate response
element (ChoRE), formées de deux E-box (CACGTG) séparées par 5 paires de bases et présentes sur
le promoteur de ses génes cibles (Cuif et al., 1993 ; Shih et al., 1995). ChREBP s’associe a un
partenaire d’hétérodimérisation appelé¢ MIx (Max-like protein X) (Ma L 2005 JBC), un membre de la
famille des Myc/Max/Mad protein (Meroni et al., 2000). Des complexes de deux hétérotétrameres de
ChREBP/MIx se fixent sur des séquences ChoRE en réponse au glucose (Ma et al., 2006).

La régulation du facteur ChREBP se fait a deux niveaux, transcriptionnel et post-
traductionnel. Dans le foie, son expression est contrdlée par les conditions nutritionnelles. En effet,
elle est stimulée lors d’un régime hyperglucidique et diminuée par le jetine et lors d’un régime riche en
acides gras polyinsaturés (Dentin et al., 2005b). Le facteur LXRa semble réguler I’expression de

ChREBP, mais cet effet est mineur puisque I’expression de ChREBP est induite dans le foie de souris

36



invalidées pour LXR a 1’état renourri (Denechaud et al., 2008 ; Mitro et al., 2007). Il a été montré que
le récepteur nucléaire aux hormones thyroidiennes (TR) se fixe également aux séquences LXRE
présentes sur le promoteur de ChREBP et pourrait stimuler I’expression de ChREBP (Hashimoto et
al., 2009).

L’activit¢ du facteur ChREBP est également régulée par des modifications post-
traductionnelles. Un modéle d’activation passant par 1’action du xylulose 5-P (X5P), un métabolite
dérivé du glucose via la voie des pentose-phosphates, a prévalu pendant longtemps. Dans ce mod¢le,
la phosphatase PP2A, activée par le X5P, déphosphoryle le facteur ChREBP sur sa serine 196
localisée dans la séquence NLS de ChREBP (Nuclear Localization Signal). La déphosphorylation du
facteur ChREBP entraine alors sa translocation dans le noyau. La deuxiéme déphosphorylation de
ChREBP par la PP2A survient dans le noyau sur sa Thr-666 et stimule son activité transcriptionnelle
(Kabashima et al., 2003 ; Kawaguchi et al., 2001). Cependant, ce mod¢le d’action est actuellement
remis en cause. Différents arguments sont en faveur de ’implication du glucose 6-phosphate (G6P)
dans la transduction du signal. En effet, la surexpression de la G6PDH (Glucose 6-phosphate
deshydrogénase), enzyme limitante de la voie des pentoses qui convertit le G6P en 6-
phosphoglucolactone, s’accompagne d’une diminution de la concentration en G6P et de I’expression
de ChREBP dans des cellules INS1 (lignée de cellules B pancréatiques) (Li et al., 2010a). De méme,
notre laboratoire a récemment montré le role du G6P dans I’activation de ChREBP. L’augmentation
des concentrations en X5P au détriment du G6P dans le foie de souris surexprimant de la G6PDH, via
une stratégie adénovirale, abolit la translocation de ChREBP vers le noyau. Les auteurs suggérent que
le G6P régule I’activité transcriptionnelle et la translocation de ChREBP de maniére allostérique
(Dentin et al., 2011). Ce type de régulation a déja été décrit pour la glycogene synthase. De plus,
I’analyse de la séquence de ChREBP montre un domaine de réponse au glucose (GSM) qui est
composé¢ d’un domaine LID (Low-glucose inhibitory domain) et d’'un domaine GRACE (Glucose-
Response Activation Conserved Element) : le domaine LID inhiberait ’activit¢ du domaine GRACE
en présence de faibles concentrations de glucose. Cette inhibition serait levée lors de la fixation du
G6P (Li et al., 2006b). Par ailleurs, la surexpression ou 1’inhibition de la PP2A dans les cellules
hépatomateuses HepG2 n’affecte pas I’activit¢ de ChREBP suggérant que la déphosphorylation de
ChREBP par la PP2A n’est pas nécessaire a sa translocation vers le noyau. L’injection de glucagon a
des souris a I’état nourri induit ’exclusion de ChREBP du noyau, montrant ainsi I’importance de la
phosphorylation de ChREBP sur sa Ser-196 par la PKA pour son export du noyau (Dentin et al.,
2011). La déphosphorylation de ChREBP sur sa Ser-196 par la PP2A a I’état nourri est donc
importante pour sa future phosphorylation par la PKA au cours du jeline et ainsi pour son exclusion du
noyau.

ChREBP subit d’autres modifications post-traductionnelles telles que glycosylation et
acétylation. ChREBP est O-glycosylé ce qui le stabilise et augmente son activité transcriptionnelle a

1’¢état nourri (Guinez et al., 2011). En effet, ChREBP interagit avec I’OGT (O-GlcNAc transférase) qui
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Figure 13 : Régulation du facteur de transcription ChREBP
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A l'état nourri, le facteur ChREBP est activé en présence de G6P et I'activation de la PP2A par le
xylulose 5P permet sa déphosphorylation. Limportine a/f le transporte alors au noyau ou il
s’hétérodimeérise avec MIx pour induire la transcription de ses génes cibles. A jeun, le glucagon active
la PKA qui, dans le noyau, phosphoryle le facteur ChREBP. Il est alors exclu du noyau, associé a la
protéine CRM1 et est retenu dans le cytosol par la protéine 14-3-3.

ChREBP : Carbohydrate Response Element Binding Protein;, CRM1 : Chromosome Maintenance Region 1; Mix :
Max; PKA : Protein Kinase A; PP2A : Protein Phosphatase 2A; GK : Glucokinase; OGT : O-GIcNAc Transférase;

G6P: Glucose 6-Phosphate; G6PDH : G6P Deshydrogénase




le glycosyle en ajoutant un résidu O-GIcNAc (O-linked B-N-acetylglucosamine), un métabolite
synthétis¢ a partir du glucose par la voie des hexosamines. La O-glycosylation de ChREBP bloque sa
dégradation protéasomale. Cependant, la glycosylation n’affecte pas sa localisation nucléaire. En effet,
la surexpression de ’OGT dans le foie de souris sacrifiée a jeun stabilise la protéine mais n’entraine
pas de translocation vers le noyau (Guinez et al., 2011). ChREBP est également acétylé par 1’acétylase
p300 sur son domaine de liaison a I’ADN en réponse au glucose, ce qui augmente son activité
transactivatrice. L’acétylase p300 favorise également le recrutement de I’ARN polymérase Il au
niveau des promoteurs cibles de ChREBP en acétylant les histones H3 et H4. L’activité de 1’acétylase
p300 est sous le controle négatif de la serine/thréonine kinase SIK2 (Salt Inducible Kinase)
phosphorylée et activée en réponse a I’insuline via Akt. Ce mécanisme permet de limiter ’activité de
ChREBP et ainsi une accumulation lipidique excessive dans le foie (Bricambert et al., 2010).

Enfin, ChREBP interagit avec des protéines d’import ou d’export du noyau. En présence de
glucose, les importines-a et -f se fixent sur la séquence d’export nucléaire (NLS) de ChREBP sous
forme déphosphorylée pour I’importer dans le noyau. A I’inverse, ChREBP est phosphorylé par la
PKA en présence de glucagon (sur la Ser-196 et la Thr-666) et par ’AMPK en présence d’acides gras
saturés, sur la Ser-568, 1’excluant ainsi du noyau (Kawaguchi et al., 2002 ; Yamashita et al., 2001).
D’autres protéines sont impliquées dans I’export de ChREBP. La protéine CRM1 (Chromosome
Maintenance Region 1) forme un complexe avec ChREBP via son domaine NES (Nuclear Export
Signal) et I’exporte vers le cytosol. ChREBP se fixe alors a la protéine 14-3-3 et est séquestré dans le

cytoplasme (Merla et al., 2004).

Le facteur ChREBP joue un réle déterminant dans I’induction des génes du métabolisme
glucido-lipidique. En effet, I’invalidation globale de ChREBP entraine une diminution de I’expression
des génes de la glycolyse et de la lipogenése. Cet effet semble spécifique de ChREBP puisqu’il n’y a
pas de compensation par les différentes isoformes de SREBP. Ces souris ont une forte intolérance au
glucose et sont résistantes a 1’insuline (lizuka et al., 2004). La masse du tissu adipeux est également
diminuée suggérant I’implication de ChREBP dans la différenciation adipocytaire (He et al., 2004).
L’inhibition spécifique de ChREBP dans le foie stéatosé de souris ob/ob grace une stratégie
adénovirale (ShChREBP) diminue la lipogenése, améliore la stéatose hépatique et est associée a une
amélioration de la résistance a I’insuline (Dentin et al., 2006). Ces données ont été confirmées dans
des souris ob/ob invalidées pour ChREBP (lizuka et al., 2006). Enfin, la surexpression de ChREBP
dans des hépatocytes en culture primaire invalidés pour le facteur LXR, et de ce fait pour son géne
cible SREBPI1c, induit I’expression des génes de la lipogenése, démontrant que ChREBP est suffisant
pour stimuler la lipogenése (Denechaud et al., 2008). De méme, in vivo, dans le foie de rats
diabétiques de type 1 (insulinopéniques), la surexpression de la glucokinase, la premiére enzyme clé
de I'utilisation du glucose par le foie, induit I’expression du facteur ChREBP et des génes de la

lipogenese malgré I’absence du facteur SREBP1c endogéne (Shimomura et al., 1999).
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Le facteur ChREBP régule donc I’expression de nombreux genes. Il induit I’expression de la
L-PK avec le facteur HNF4a (Hepatic Nuclear Factor 4a), le cofacteur CBP (CREB Binding Protein)
et ’ARN polymérase II (Burke et al., 2009 ; Dentin et al., 2004 ; Eckert et al., 2008 ; lizuka et al.,
2004 ; Kawaguchi et al., 2001). Il stimule également 1’expression de I’ACC et de la FAS (Denechaud
et al., 2008 ; Koo et al., 2001). De plus, ChREBP semble impliqué dans la régulation de 1’expression
de la SCD-1 car, d’une part, I’expression de la SCD-1 est induite par un régime hyperglucidique et,
d’autre part, les souris invalidées pour ChREBP n’ont plus d’expression de la SCD-1 (lizuka et al.,
2004). Par ailleurs, il a récemment été montré par une expérience de CHIP-Seq (Chromatine
Immunoprecipitation Sequencing) sur des cellules hépatomateuses humaines HepG2, que ChREBP se

lierait sur le promoteur de la DGAT2 (Jeong et al., 2011).

CONCLUSION :

Le métabolisme glucido-lipidique est finement régulé par les conditions
nutritionnelles favorisant I’utilisation ou le stockage des réserves énergétiques dans le
foie. Les hormones et les nutriments activent ou inhibent les facteurs de transcription et
les enzymes de facon a orienter le flux de substrats en fonction des besoins de
I’organisme . A Dl’état nourri, les facteurs de transcription ChREBP et
SREBP1c¢, qui médient respectivement les effets du glucose et de ’insuline, stimulent
I’expression des génes de la glycolyse, de la lipogenése et de I’estérification soit de facon

indépendante, soit en synergie
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Figure 14 : Résumé des voies de synthése et d’utilisation
des lipides dans le foie
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A I'état nourri, le glucose est métabolisé via les voies de la glycolyse et de la lipogenése. Les acides
gras ainsi générés sont estérifiés sous forme de TG puis stockés dans les gouttelettes lipidiques. A
jeun, les acides gras circulants captés par le foie ou stockés dans les gouttelettes lipidiques sont
utilisés par la voie de la 3-oxydation ou pour la synthése des VLDL.

GK : Glucokinase, L-PK : Liver Pyruvate Kinase; AGCL : Acide Gras a chaine longue; ACS : Acyl-CoA Synthase
CPT1 ; Carnitoyl Palmitoyl Transférase 1; ACL : ATP Citrate Lyase; ACC : Acétyl-CoA Carboxylase ; FAS : Fatty
Acid Synthase; ELOVL Elongase; SCD1 Stéaroyl-CoA Désaturase 1; GPAT : Glycerol-3P Transferase ; AGPAT
AcylGlycérolPhosphate Acyltransférase; DGAT : Diacylglycérol Acyltransférase; FATP Fatty Acid Transport Protein




Figure 15 : Réqulation transcriptionnelle des génes
du métabolisme glucido-lipidique par I'insuline et le glucose

) glucose Adapté de Postic et al., 2008

()

oooooooooooooooooooooooooooooooooommj ‘ | peseeseesreselrvsesboseosetosele sl

................................'.Q VO ‘.‘...l / 5000006006060 060606066660606606666606666666)

———> CK

LPK <

> ACC =
N

FAS <

ELOVL6 <
: ?
)[ scb1

?
> GPAT3 €
— ?
> AGPAT €————
?
> Lipine €
? - ?
2> DGAT €
~—
v
TG

Les facteurs de transcriptions ChREBP et LXR/SREBP1c, qui médient respectivement les effets du
glucose et de linsuline, agissent seuls ou en synergie sur la transcription des génes de la glycolyse,
de la lipogenése et de I'estérification.

GK : Glucokinase, L-PK : Liver Pyruvate Kinase; ACC : Acétyl-CoA Carboxylase ; FAS : Fatty Acid Synthase;
ELOVL Elongase; SCD1 Stéaroly-CoA Désaturase 1, GPAT : Glycerol-3P Transferase ; AGPAT
Acylglycérolphosphate Acyltransférase; DGAT : Diacylglycérol Acyltransféras;, TG : Triglycérides;, ChREBP :
Carbohydrate Response Element Binding Protein; SREBP1c : Sterol Regulatory Element Binding Protein; LXR :
Liver X Receptor







Partie 2 :
Dérégulation du métabolisme glucido-lipidique

L’altération du métabolisme glucido-lipidique et, en particulier, de la transduction du signal
insulinique conduit au développement de pathologies associées au syndrome métabolique. La
prévalence des maladies métaboliques est en constante augmentation dans les pays industrialisés et en
voie d’industrialisation a cause de la sédentarité, d’une alimentation hyperlipidique et hyperglucidique
de type « fast-food » et également a des prédispositions génétiques. Nous verrons dans ce chapitre les
mécanismes moléculaires impliqués dans le développement de la résistance a 1’insuline et de

I’accumulation lipidique excessive au niveau du foie.

I/ Le syndrome métabolique

Le syndrome métabolique regroupe dans sa définition la présence de plusieurs anomalies
métaboliques associées (obésité abdominale, hypertriglycéridémie, HDL-cholestérol bas, intolérance
au glucose ou diabéte de type 2, hypertension). Ce syndrome est relativement fréquent avec une
prévalence qui augmente avec I’age des individus. Le syndrome métabolique prédispose a la fois a la
survenue d’une obésité et d’un diabéte de type 2. En France, 32% des adultes sont en surpoids et 15%
sont obéses (Etude Obépi-Roche 2009). L obésité est liée a une combinaison de facteurs génétiques et
environnementaux associant la sédentarité a une alimentation hyper-calorique riche en lipides et en
fructose. L obésité et le surpoids représentent un risque de développement de la résistance a I’insuline,
du diabete de type 2 et d’athérosclérose. La résistance a 1’insuline se produit lorsque 1’activation de la
signalisation insulinique est dérégulée. Dans le foie, elle est caractérisée par une forte production de

glucose et une augmentation de I’accumulation de lipides, appelée stéatose hépatique.

L’accumulation de lipides, méme excessive, dans les tissus adipeux sous-cutanés pouvant
s’épandre, protége contre le risque de diabéte de type 2 et de maladies cardiovasculaires. En effet,
environ 25% des obéses ne développent pas de résistance a 1’insuline. Ces patients obéses non-
résistants a 1’insuline ont d’ailleurs une accumulation lipidique diminuée au niveau hépatique,
musculaire et de I’intima media de la carotide par rapport aux sujets obéses résistants a 1’insuline
(Stefan et al., 2008). Ainsi, plus les adipocytes ont la capacité de se multiplier (hyperplasie) et
d’augmenter leur taille (hypertrophie), plus le tissu adipeux accumule des lipides afin de prévenir leur
stockage ectopique dans d’autres tissus, évitant ainsi le développement de la résistance a I’insuline.
C’est I’hypothése de I’expansion du tissu adipeux. La synthése de la matrice extracellulaire et

I’angiogenése participent é¢galement a ce processus (Virtue and Vidal-Puig, 2010).
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Lorsque le tissu adipeux ne peut plus s’étendre, les adipocytes deviennent hypertrophiés et
résistants a I’insuline, augmentant ainsi la lipolyse. Le flux d’acides gras libérés dans la circulation est
augmenté et les acides gras sont redirigés vers le tissu adipeux viscéral, le foie, le muscle squelettique,
le cceur et les cellules B induisant ainsi une lipotoxicité qui sera détaillée dans les chapitres suivants
(Despres and Lemieux, 2006). Ce flux n’est pas le seul a altérer le métabolisme glucido-lipidique. En
effet, le tissu adipeux est également un tissu endocrine qui sécréte des cytokines pro-inflammatoires
tels que I’IL6 (Interleukine 6) et le TNFa (Tumor Necrosis Factor a) (Deng and Scherer, 2010). Cet
état inflammatoire chronique de bas niveau est dii d’une part, & une infiltration macrophagique et
d’autre part, a I’hypoxie au niveau du tissu adipeux (Weisberg et al., 2003). Un lien entre 1’activation
des macrophages de ce tissu et la stéatose hépatique a été récemment mis en évidence. En effet,
I’activation des récepteurs aux cannabinoides CB2 présents dans les macrophages du tissu adipeux
conduit aux développements de la résistance a I’insuline et de la stéatose hépatique (Deveaux et al.,
2009 ; Mallat et al. 2011). L obésité se caractérise également par une croissance importante du tissu
adipeux conduisant a la formation de zones d’hypoxie. L hypoxie induit un stress au niveau du RE
entrainant [’activation des kinases pro-inflammatoires JNK (c-Jun N-terminal kinase) et IKK-B
(Inhibitor «f kinase) comme nous le verrons dans la suite de cette introduction (Rocha and Folco,
2011). La masse du tissu adipeux viscéral est également considérée comme étant un bon marqueur du
syndrome métabolique. Cependant, il n’est pas déterminé s’il est la cause ou la conséquence d’une
altération métabolique. En effet, de part sa localisation au niveau abdominal, il libére des acides gras
et des adipokines dans la veine porte qui relie directement le foie, participant ainsi au développement
de la stéatose hépatique (Despres and Lemieux, 2006). Toutefois, le rdle du tissu adipeux viscéral dans
le développement de la résistance a I’insuline est controversé et ne pourrait étre qu’un facteur
aggravant. En effet, le degré de stéatose hépatique semble &tre corrélée au degré de sensibilité a
I’insuline. Ainsi des patients obéses ayant une masse adipeuse viscérale équivalente et une
accumulation lipidique réduite au niveau du foie ont une meilleure sensibilité a I’insuline. A I’inverse,
aucune amélioration de la sensibilité a I’insuline n’est observée chez des individus ayant le méme
degré de stéatose hépatique et une masse de tissu adipeux viscéral différente, suggérant que
I’accumulation ectopique de lipides dans le foie participe au développement de la résistance a

I’insuline (Fabbrini et al., 2009).

11/ Les maladies hépatiques non alcooliques ou NAFLD (Non Alcoholic

Fatty Liver Diseases)

Les NAFLD sont la manifestation hépatique du syndrome métabolique et sont considérées
comme étant un facteur de risques cardiovasculaires par ’OMS (Organisation Mondiale de la Sant¢)

(Marchesini et al., 2003). Le terme de NAFLD regroupe un ensemble de pathologies hépatiques, la
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Figure 16 : Etiologie des NAFLD

Cohen et al., 2011

Les NAFLD regroupent un ensemble de pathologies hépatiques. La stéatose hépatique peut évoluer
vers une forme inflammatoire appelée stéatohépatite ou NASH. Les stades suivants sont la fibrose, la
cirrhose et le carcinome hépatocellulaire. Sur ces coupes de foie de patients colorées a I’hemalun-
éosine, une accumulation lipidique (représentée par les gouttelettes vides) est observée dans la zone
autour de la veine centro-lobulaire au stade de la stéatose. Puis, la détérioration progressive de la
structure du foie est observée aux stades plus sévéres de la maladie.

PT : Espace Porte; CV; Veine Centro-lobulaire; NAFLD : Non-alcoholic Fatty Liver Disease; NASH : Non-alcoholic
SteatoHepatitis




stéatose hépatique, la stéatohepatite, la fibrose, la cirrhose et le carcinome hépatocellulaire (CHC),
excluant comme causes primaires 1’alcool (consommation d’alcool supérieur a 20g/jour) et les
hépatites B et C. Dans nos pays industrialisés, la premiére cause de NAFLD est la suralimentation,
avec une incidence estimée entre 20 et 30%, en constante augmentation. Le NAFLD peut également
étre secondaire a certains médicaments, a la nutrition parentérale et a des interventions chirurgicales
(by-pass jejuno-ileal, transplantation hépatique ...). Entre 60 et 80% des patients NAFLD ont des taux
d’aminotransférases normales (ALAT et ASAT). Leur dosage plasmatique ne suffit donc pas a
diagnostiquer une atteinte au niveau hépatique associée au NAFLD. L’age, le sexe (masculin),
I’obésité (et en particulier 1’adiposité viscérale), la résistance a 1’insuline et les altérations cardio-
vasculaires dues au syndrome métabolique sont des facteurs de risque importants de développer un

NAFLD.

1/ Evolution clinique des atteintes hépatiques liées aux NAFLD

La stéatose hépatique est due a une forte accumulation de lipides dans les hépatocytes,
généralement bénigne, entrainant une hépatomégalie. Le foie est considéré comme stéatosé lorsque les
gouttelettes lipidiques représentent plus de 5% de la taille de I’hépatocyte, soit environ plus de 55 mg
de lipides par gramme de foie. La quantité de triglycérides hépatiques peut étre déterminée par des
techniques d’imagerie non-invasive mais la biopsie est obligatoire pour déterminer le grade de
NAFLD (Cohen et al., 2011). Enfin, une étude a récemment montré que la sécrétion des VLDL est un
bon marqueur pour contrdler 1’évolution de la résistance a 1’insuline puisqu’elle augmente avant
I’apparition de [lintolérance au glucose chez des hommes obéses normoglycémiques
hyperinsulinémiques, soit dans un état prédiabétique (Sorensen et al., 2011).

La théorie des deux « hits » permet d’expliquer ’étiologie du NAFLD. Le premier « hit »
correspond a I’accumulation des lipides au niveau du foie entrainant des altérations métaboliques et
moléculaires liées a la résistance a I’insuline. Ces dommages cellulaires sensibilisent le foie au
développement du 2™ « hit » correspondant a I’apparition de I’inflammation et du stress oxydatif
(Anderson and Borlak, 2008; Day and James, 1998). Cet état inflammatoire conduit a la
stéatohépatite ou NASH (Non-alcoholic Steatohepatitis). La stéatohépatite est caractérisée par la
présence de « ballooning » caractéristique des hépatocytes en apoptose, d’infiltrats inflammatoires et
de débris cellulaires. La prévalence de la stéatose et de la stéatohépatite sont de 15% et 3%
respectivement chez les personnes non-obéeses, de 65% et 20% chez les patients obéses ayant un IMC
(indice de masse corporel) entre 30 et 39,9 kg/m?, et de 85% et 40% pour les sujets obéses morbides
(IMC>40kg/m?) (Fabbrini et al., 2009 ; Fabbrini et al., 2010). Environ un tiers des patients ayant une
stéatose hépatique développera une stéatohépatite (Bellentani et al., 2010). Dans 10 a 29% des cas, la
stéatohépatite progressera vers la fibrose et la cirrhose dans les 10 ans. Les hépatocytes sont

progressivement remplacés par du tissu cicatriciel composé de collagéne de type 1 produit par les
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cellules stellaires. Enfin, 4 & 27% des individus ayant une cirrhose dérivant d’une steatohépatite

développeront un carcinome hépatocellulaire.

2/ La stéatose hépatique

La stéatose hépatique se développe quand I’apport en acides gras (captage, synthése de novo
ou alimentation) est supérieur a leur utilisation (B-oxydation et sécrétion de VLDL). En principe,
I’augmentation d’une de ces voies (captage, synthése de novo ou alimentation) est suffisante pour
conduire au développement de la stéatose hépatique (Sanyal et al., 2001 ; Savage and Semple, 2010).
Pour un individu sain, la lipogenése a un réle mineur car elle ne représente que 5% des lipides
synthétisés dans le foie, tandis que les autres voies sont représentées a parts égales apportant chacune
environ 20g d’acides gras par jour (Cohen et al., 2011 ; Diraison et al., 2003a). Chez un individu
présentant une stéatose hépatique, des études de marquage isotopique ont montré que les acides gras
contenus dans les triglycérides hépatiques proviennent pour 59% de la lipolyse du tissu adipeux, pour

26% de la lipogenése et pour 14% de I’alimentation (Donnelly et al., 2005).

Des facteurs environnementaux et également génétiques participent au développement de la
stéatose. En effet, I’environnement « alimentaire » de type « fast food » de nos pays industrialisés est
non seulement riche en lipides mais également en fructose. Le fructose est un glucide principalement
utilisé par la lipogenése. Il induit une forte accumulation lipidique et contribue a 1’inflammation et a la
résistance a I’insuline (Dekker et al., 2010). Chez les individus obéses ayant une stéatose hépatique
associée ou non a une résistance a 1’insuline, ’expression des enzymes de la glycolyse/lipogenése
comme la GK, I’ACCI1, la FAS et la DGAT]1 ainsi que des facteurs de transcription LXR, SREBPIc et
ChREBP est augmentée (del Pozo et al.,, 2011 ; Higuchi et al., 2008 ; Kohjima et al., 2007 ;
Mitsuyoshi et al., 2009 ; Peter et al., 2011). En plus de ’augmentation de la synthése de novo des
acides gras, les quantités en acides gras apportés par 1’alimentation et libérés par la lipolyse du tissu
adipeux, majoritairement captés par le foie, sont plus importantes chez les individus obéses
(Mittendorfer et al., 2009). L’expression de la lipase hépatique et de la lipoprotéine lipase est
également augmentée chez des individus obéses et/ou diabétiques suggérant que les AG libres
plasmatiques proviennent aussi de I’hydrolyse des TG des lipoprotéines (VLDL, chylomicrons).
Enfin, ’expression des génes impliqués dans le transport des acides gras (CD36, FABP4, FATPS) est
augmentée dans le foie stéatosé de patients NAFLD et leur expression corréle avec le niveau de
stéatose (Greco et al., 2008 ; Mitsuyoshi et al., 2009).

L’environnement joue donc un réle déterminant dans le développement de la stéatose. Il existe
¢galement des causes génétiques augmentant le risque de développer une stéatose. En effet, de
nombreuses mutations de génes existent chez I’homme et sont associées aux NAFLD. Ainsi ces génes

interviennent dans le métabolisme lipidique (la synthese, le captage, I’hydrolyse des TG hépatiques, et
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Figure 17 : Génes impliqués dans le développement des NAFLD

Adapté de Hooper et al., 2011
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la synthése des VLDL), dans la signalisation insulinique et 1’inflammation (Hooper et al., 2011)

. Par exemple, le SNP rs2041547, localisé au niveau du promoteur de la GK, est associé a
un contenu lipidique augmenté¢ dans les foies de patients prédiabétiques (Peter et al., 2011). De méme,
des mutations sur Akt2, un des effecteurs de la voie de signalisation de 1’insuline, entrainent une

résistance a I’insuline puis 1’apparition d’une stéatose hépatique (Semple et al., 2009).

De nombreuses études ont montré que la stéatose hépatique est un facteur prédictif du diabéte
de type 2 indépendamment de 1’obésité, ce qui signifie que des patients NAFLD ont quatre fois plus
de risque de développer un syndrome métabolique par rapport a des sujets normaux (Kotronen et al.,
2007). Cependant, savoir si I’insulino-résistance est la cause ou la conséquence de la stéatose
hépatique est toujours controversée (Trauner et al., 2010). En effet, la stéatose hépatique n’est pas
toujours associée a la résistance a I’insuline. Nous verrons dans la suite de ce chapitre différents
exemples d’invalidation génique chez la souris (DGAT2, Nemo, MTTP), et de mutations chez
I’homme : ceci est valable pour ’ApoB, qui intervient dans la sécrétion des VLDL (Tanoli et al.,
2004), pour ’ATGL ou CGI-58 qui interviennent dans la lipolyse (revue dans Hooper AJ 2011 JLR),
ou encore pour la PNPLA3/adiponutrine (voir chapitre suivant). La relation entre la stéatose hépatique

et la résistance a I’insuline reste encore a définir (Cohen et al., 2011).

II1/ Développement de la résistance a I’insuline

L’insuline, via 1’activation de la kinase Akt2, a deux fonctions principales dans le foie :
inhiber la synthése de glucose et la B-oxydation, et induire le stockage du glucose sous forme de
glycogeéne et de lipides via la lipogenese (Cho et al., 2001). En effet, la kinase Akt2 entraine
I’inhibition de la néoglucogenése en phosphorylant, d’une part, le facteur FOXO1 (Forkhead box)
entrainant ainsi son exclusion du noyau et, d’autre part, la Ser/Thr kinase SIK (Salt Inducible Kinase)
inhibant I’activité du coactivateur transcriptionnel CRTC2 (CREB (cAMP responsive element-binding
protein) Regulated Transcription Coactivator 2) (Puigserver et al., 2003 ; Dentin et al., 2007). De plus,
Akt2 inhibe la B-oxydation et la sécrétion des VLDL via la phosphorylation des facteurs FOXA?2 et
PGCla, un co-activateur transcriptionnel de PPAR-a (Wolfrum et al., 2004 ; Li et al., 2007). Outre
son activité inhibitrice sur la néoglucogenese et la B-oxydation, Akt2 régule positivement 1’expression
de genes de la lipogenése via 1’activation du facteur SREBP1c comme décrit précédemment (Li et al.,
2010Db).

L’état de résistance a I’insuline se développe lorsque l’insuline est incapable d’induire ses
effets métaboliques. Au début du développement de la résistance a I’insuline, le pancréas compense
par une augmentation de la sécrétion d’insuline. Mais cette compensation est de moins en moins

efficace et la résistance a I’insuline s’établit définitivement. Cette résistance se traduit par un défaut
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d’inhibition de la production hépatique de glucose a 1’état nourri entrainant une hyperglycémie alors
que la lipogenése reste fortement activée augmentant les concentrations en malonyl-CoA, un
inhibiteur naturel de la B-oxydation. L’ensemble de ces processus conduit a une accumulation
lipidique excessive dans le foie.

La « sélectivité » de la résistance a ’insuline au sein du foie, entre les voies lipogénique et
néoglucogénique, pourrait expliquer les effets paradoxaux de I’insuline sur le métabolisme glucido-
lipidique. Plusieurs hypothéses ont été émises pour rendre compte de cette sélectivité :

- des altérations de la signalisation a I’insuline (effets sur les effecteurs de la signalisation
insulinique) ;

- le stress du reticulum endoplasmique ;

- la glucotoxicité ;

- I’inflammation hépatique ;

- I’accumulation d’espéces lipidiques spécifiques.

1/ Altération de la signalisation insulinique

La résistance a I’insuline peut étre associée a la suractivation ou a ’inhibition de certains
médiateurs de la voie insulinique notamment des protéines IRS. En réponse a ’insuline, les protéines
sont recrutées au niveau du récepteur de I’insuline et médient les effets de I’insuline de fagon
différentielle. En effet, la voie IRS1 semble induire la lipogenése tandis que la voie IRS2 semble
plutdt inhiber la néoglucogenése (Kubota et al., 2008). Cette différence d’action pourrait étre liée aux
nombreux partenaires d’interaction des IRS (Taniguchi et al., 2005). Elle pourrait également étre due a
la cinétique d’activation de ces protéines puisque la voie IRS2 semble d’abord agir au début du repas
pour inhiber rapidement la néoglucogenése puis la voie IRS1 pourrait ensuite activer la lipogenéese
(Kubota et al., 2008).

Ainsi, en cas de développement d’une résistance a 1’insuline, I’activité des protéines IRS n’est
plus régulée par les conditions nutritionnelles. Dans le foie de souris 0b/ob, les protéines IRS1 et IRS2
sont régulées différemment dans le contexte d’une résistance a 1’insuline. Cependant, les données de la
littérature montrent une dérégulation inversée des IRS :

- Dans le premier modele, la voie IRS1 est inhibée empéchant ainsi 1’activation d’Akt alors
que la voie d’IRS2 reste intacte (Sajan et al., 2009b). La voie IRS2 active alors les kinases aPKC,
(Protéines kinase C atypiques), PKC{ et PKCA, augmentant ainsi I’activité du facteur lipogénique
SREBPIc et du facteur de transcription proinflammatoire NF-kB (Nuclear Factor kappa B) (Farese
and Sajan, 2010 ; Sajan et al., 2004 ; Valverde et al., 2003 ; Sajan et al., 2009b ; Standaert et al.,
2004 ; Taniguchi et al., 2006b).

- Dans le deuxiéme mod¢le, Kubota et al. ont montré par des expériences d’invalidation des

genes IRS1 et/ou IRS2 que IRS2 médie les effets de 1’insuline sur la néoglucogenese et IRS1 sur la
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lipogenese (Kubota et al., 2008). De plus, chez les souris 0b/ob, la voie IRS2 est inhibée (Shimomura
et al., 2000). La spécificit¢ des effets entre IRS1 et IRS2 est retrouvée pour les facteurs de
transcription FOXA2 et FOXOI1. En effet, FOXA2 est phosphorylé suite a 1’activation des voies IRS1
et IRS2, alors que FOXO1 semble uniquement phosphorylé via la voie IRS2. Au cours de la résistance
a P’insuline, IRS2 n’est plus actif et ne peut plus induire la phosphorylation de FOXO1 permettant
ainsi I’expression constitutive des génes cibles néoglucogéniques méme a 1’état nourri. Le facteur
FOXAZ2 est, quant a lui, phosphorylé et inhibé par la voie IRS1 diminuant ainsi I’expression des génes
de la B-oxydation (Wolfrum et al., 2004).

L’activation différentielle des IRS dans le foie stéatosé participerait donc aux effets

paradoxaux de la résistance a 1’insuline.

2/ Le stress du réticulum endoplasmique

Le RE est le centre de nombreux processus cellulaires dont la synthése des lipides, la
formation des gouttelettes lipidiques, 1’assemblage des VLDL, le trafic vésiculaire et la synthése
protéique. Le RE peut évaluer la quantité de protéines mal repliées ou anormales grace a trois
protéines membranaires : IRE-la (Inositol Requiring Protein 1), PERK (PRKR-like endoplasmic
reticulum kinase) et ATF60/p (Activating Transcription Factor). Ces protéines traduisent le niveau de
stress du RE en différentes réponses pouvant aller jusqu’a I’apoptose. La réponse du RE est appelée
UPR pour « Unfolded Protein Response ». Elle permet de limiter I’accumulation des protéines mal
repliées et de restaurer ’homéostasie du RE (Savage and Semple, 2010). La dissociation de ces trois
protéines de la protéine chaperonne Bip/GRP78 (Glucose Related Protein 78) entraine leur activation,
et I’induction de la transcription de chaperonnes impliquées dans la dégradation des protéines mal
repliées. Ainsi, I’activation de ATF6 et PERK favorise I’expression du facteur de transcription CHOP
(CCAAT/Enhancer Binding Protein-homologous protein). CHOP permet de rétablir I’homéostasie du
RE, mais aprés un stress prolongé, il induit I’apoptose (Ron and Walter, 2007 ; Tabas and Ron, 2011).

La réponse UPR est fortement activée dans le foie stéatosé de souris obéses et diabétiques de
type 2 (obésité induite par un régime hyperlipidique ou hyperglucidique ou dans des modéles
génétiques d’obésité (ob/ob, db/db)). 11 a récemment été montré qu’un des mécanismes responsables
de I’induction de cette voie implique les récepteurs aux cannabinoides CB1. En effet, ces récepteurs
sont stimulés au cours de 1’obésité, et participent au stress du RE en stimulant la voie Bip-PERK-
elF2a (Osei-Hyiaman et al., 2005 ; Mallat et al., 2011 ; Liu et al., 2012b). Le stress du RE participe
¢galement au développement de la stéatose hépatique en agissant a différents niveaux via : i)
I’activation de la kinase JNK (c-Jun N-terminal Kinase) responsable de la phosphorylation inhibitrice
de IRSI1 et de la résistance a I’insuline (Aguirre et al., 2000), ii) I’inhibition du facteur de transcription
XBP1 (X-box-Binding Protein 1), protecteur des effets délétéres sur la transduction du signal

insulinique lors d’un stress prolongé (Ozcan et al., 2004 ; Zhou et al., 2011), iii) le clivage du facteur
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Figure 18 : Stress du reticulum endoplasmigue
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SREBPIc induisant I’expression des geénes lipogéniques et la dégradation de 1’apoB100 diminuant
ainsi la sécrétion des VLDL (Kammoun et al., 2009 ; Ota et al., 2008), et iv) I’induction de I’activité
de la GSK3-f, kinase normalement inhibée par la voie insulinique (Cross et al., 1995). Cette protéine
abolit ’activité du complexe mTORC2 en phosphorylant la protéine Rictor et donc, indirectement,
inhibe la kinase Akt (Sarbassov et al., 2005 ; Chen et al., 2011).

Le stress du RE intervient également au niveau de la néoglucogenése. Il participe ainsi au
développement de 1’hyperglycémie en induisant I’activité du facteur de transcription néoglucogénique
CREBH, clivé par les protéases S1p et S2p, et du cofacteur transcriptionnel CRTC2 sur les génes de la
néoglucogenese (Danno et al., 2010 ; Wang et al., 2009 ; Zhang et al., 2006 ). En effet, chez les souris
obéses et insulinorésistantes (db/db), le stress du RE est continuellement induit entrainant une
diminution d’ATF6, normalement li¢ a CRTC2. Il augmente également les niveaux protéiques de
CRTC2 et sa liaison au facteur CREB (Dentin et al., 2007 ; Lin et al., 2007).

Le stress du RE induit donc la lipogenéese et la néoglucogenese, participant ainsi aux effets

paradoxaux de la résistance a 1’insuline.

3/ Glucotoxicité

Comme nous venons de le voir, le stress du RE entraine le développement de ’hyperglycémie
via une suractivation de la néoglucogenése. L’hyperglycémie peut également induire les voies
néoglucogénique et lipogénique via la O-glycosylation. En effet, I’hyperglycémie entraine une
augmentation de la synthése de I’O-GlcNAc (O-linked f-N-acetylglucosamine) a partir du glucose via
la voie des hexosamines. De nombreuses protéines sont O-glycosylées telles que les facteurs de
transcription CRTC2, ChREBP et FOXO1 stimulant leur activité (Dentin et al., 2008 ; Guinez et al.,
2011 ; Housley et al., 2009). L hyperglycémie, par un effet direct du glucose, maintient donc des
niveaux ¢élevés de néoglucogenese et de lipogenése. De plus, certains intermédiaires de la voie de
signalisation insulinique, IRS1, PDKI1 et Akt2, sont glycosylés dans des cellules hépatomateuses
humaines HepG2 diminuant ainsi la transduction du signal insulinique et participant au
développement de la résistance a I’insuline. Ces effets sont retrouvés également dans des cultures
primaires d’adipocytes de rat et des adipocytes 3T3-L1 (Park et al., 2005 ; Soesanto et al., 2008 ;
Whelan et al., 2010).

Cet effet délétere du glucose est appelé glucotoxicité.
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Figure 19 : Inflammation et résistance a I'insuline dans le foie
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Divers mécanismes conduisent aux effets paradoxaux de la résistance a I'insuline dont I'inflammation
et le stress du RE (fleche pleine : mécanismes moléculaires; fleche en pointillés : effets métaboliques).

LPS : Lipopolysaccharide; TLR : Toll Like Receptor; TNFa; Tumor Necrosis Factor a; JNK: c-Jun N-terminal
kinase; IKK : | KappaB kinase; IRS : Insulin Substrate; SOCS3 : Suppressor of Cytokine Signaling;, Ub :
ubiquitine; SREBP1c : Sterol Regulatory Element Binding Protein;, apoB100 : apolipoprotein B100; VLDL : Very
Low Density Lipoprotein; CB-1 : Cannabinoid receptor 1




4/ Inflammation hépatique

Divers mécanismes sont impliquées dans le processus d’inflammation hépatique : les

cytokines et la voie JNK.

4.1/ Les cytokines pro-inflammatoires et les adipokines

La résistance a I’insuline est fréquemment associée a une inflammation chronique de bas
niveau (Tilg and Moschen, 2008). Différents types cellulaires participent a cette inflammation. En plus
des cellules immunitaires, les adipocytes sécrétent de nombreux médiateurs pro-inflammatoires (Deng
and Scherer, 2010), comme les cytokines TNFa (Tumor Necrosis Factor a), I’interleukine 6 (IL6) et
des adipokines ayant des répercussions sur 1’organisme entier et notamment sur le foie.

Chez ’homme, I’obésité entraine une augmentation de I’expression du TNFa dans le tissu
adipeux (Dandona et al., 1998). De méme, la sécrétion du TNFa par les adipocytes est augmentée chez
les souris ob/ob (Hotamisligil et al., 1993). L’invalidation totale du TNFa (que ce soit dans des
modéles génétiquement obéses ou des souris soumises a un régime hyperlipidique et hyperglucidique)
entraine une amélioration de la sensibilité a I’insuline (Uysal et al., 1997). Le mécanisme d’action du
TNFa passerait par I’inhibition de I’activité de IRS1 via la kinase JNK (Aguirre et al., 2000).

Au niveau du foie, ’inflammation passe aussi par les cellules non parenchymateuses. En effet,
le TNFa est sécrété par les cellules de Kupffer, activées par le LPS (lipopolysaccharide) par exemple,
conduisant ainsi a I’activation des hépatocytes (Huang et al., 2010a). L’inflammation a ¢galement un
effet sur les cellules stellaires qui sont responsables de 1’induction de la fibrose, une des complications
de la stéatose hépatique (Leclercq et al., 2007). Chez des patients obéses morbides ayant un foie
normal ou stéatosé a différents degrés, le foie exprime de nombreuses protéines relatives a
I’inflammation contribuant ainsi au statut inflammatoire chronique de bas niveau. A partir du stade de
la stéatohépatite, les hépatocytes expriment des protéines permettant le recrutement des leukocytes,
entrainant ainsi des effets délétéres sur la sensibilité & 1’insuline et la survie cellulaire (Bertola et al.,
2010).

L’IL6 est, quant a elle, sécrétée par le tissu adipeux viscéral chez ’homme et passe
directement par la veine porte pour atteindre le foie (Fontana et al., 2007). Chez les souris ob/ob, la
neutralisation de 1’IL6 plasmatique, grace a un anticorps neutralisant, améliore la sensibilité a
I’insuline au niveau du foie. L’effet de I’IL6 passe par la diminution de la phosphorylation activatrice
des protéines IRS, ainsi que par ’augmentation de leur ubiquitinylation et de leur dégradation
protéasomale (Rui et al., 2002; Ueki et al., 2004).

Par ailleurs, le tissu adipeux sécréte également une protéine chimio-attractante, MCP-1
(Monocyte chemoattractant protein-1), qui attire les macrophages vers lui. Sa surexpression dans le
tissu adipeux de souris augmente la sévérité de la stéatose hépatique et de la résistance a I’insuline de

facon globale (Kanda et al., 2006).
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Enfin, la sécrétion d’adipokines (sensibilisatrices ou non a [’insuline) est altérée par
I’inflammation du tissu adipeux. L’adiponectine est une adipokine insulino-sensibilisatrice dont la
sécrétion est diminuée chez des individus obéses insulino-résistants (Arita et al., 1999). Au niveau du
foie, elle active I’AMPK et le facteur de transcription PPARa. Elle agit en diminuant la
néoglucogenese et la lipogenése, et en augmentant la f-oxydation (Polyzos et al., 2010). Chez
I’homme, I’expression de I’adiponectine dans le tissu adipeux est augmentée par 1’insuline et diminuée
par le TNFa (Bruun et al., 2003 ; Hajri et al., 2011). Une autre adipokine, la leptine, agit au niveau du
systéme nerveux central en régulant la prise alimentaire. La leptinémie est fortement augmentée chez
les sujets obéses suggérant une résistance a ’action de cette adipokine (Marra and Bertolani, 2009).
D’ailleurs, il a été évoqué plusieurs fois dans ce manuscrit que les souris db/db et ob/ob, qui ont
respectivement une mutation sur le géne du récepteur de la leptine ou sur le géne de la leptine,
développent une hyperphagie, puis une obésité et une résistance a I’insuline. La surexpression de la
leptine de fagon ectopique dans le foie de souris, grace a une stratégie adénovirale, entraine une
hyperleptinémie qui induit la B-oxydation en augmentant 1’activité du facteur nucléaire PPARa et la

transcription de la CPT1 dans le foie (Lee et al., 2002).

4.2/ Les kinases IKK et JNK

Différentes kinases comme les IKK (Inhibitory kB kinase) et JNK (c-Jun N-terminal Kinase)

sont impliquées dans la médiation de I’inflammation au niveau du foie.

- Les kinases IKK

Le complexe IKK est formé de deux unités catalytiques IKKa, IKKf et de Nemo (NF-kB-
essential-modulator). La fixation du TNFa sur son récepteur entraine la libération des kinases IKKa et
IKKp, ce dernier étant la cible du TNFa dans le foie. La kinase IKKpB phosphoryle alors I-xB
(Inhibitor of kappa B), qui est dégrad¢, permettant ainsi la libération du facteur de transcription NF-
kB. La kinase IKK induit donc ses effets délétéres sur la signalisation insulinique directement ou via
I’activation du facteur NF-kB (Cai et al., 2005 ; Yuan et al., 2001). De plus, les aPKC, activées
constitutivement dans 1’état de résistance a ’insuline, phosphorylent et activent également IKKf
(Lallena et al., 1999).

L’expression de NF-«xB et de ses genes cibles est induite dans de nombreux modeles d’obésité
chez la souris (0b/0b ou régime hyperlipidique) ou chez le rat (fa/fa). La libération de ce facteur de
transcription permet 1’expression de cytokines pro-inflammatoires comme IL6, IL1a et IL1 par le
foie. Ils agissent ensuite de fagon autocrine et paracrine sur les hépatocytes et les cellules de Kupffer.
Ces cytokines proinflammatoires entrainent une diminution de la phosphorylation du récepteur de
I’insuline ainsi que de 1’activité de IRS1 (Cai et al., 2005). Enfin, I’inhibition de NF-«B dans le foie de
souris obéses et diabétiques de type 2 améliore la sensibilité hépatique a I’insuline (Arkan et al.,

2005).
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En plus de son effet au niveau des hépatocytes, IKKP intervient également dans
I’inflammation des cellules de Kupffer, suggérant que de nombreux types cellulaires sont impliqués
dans le développement de la résistance a 1’insuline (Arkan et al., 2005 ; Jiang and Messina, 2011). En
effet, des souris déplétées en macrophages uniquement dans le foie, par injection de liposomes
contenant du clonodrate, et soumises a un régime hyperlipidique ont une sensibilité a ’insuline

améliorée (Lanthier et al., 2010).

- La kinase JNK

La protéine JNK est une sérine/threonine kinase et appartient au groupe des MAPK. Il existe
deux isotypes exprimés dans le foie, INK1 et JNK2 (Czaja, 2010). Les JNK sont activés par: i/
certains nutriments tels que les acides gras saturés et le fructose (Malhi et al., 2006 ; Solinas et al.,
2006 ; Wei et al., 2005) ; ii/ les conditions inflammatoires retrouvées dans le syndrome métabolique et
les cytokines comme le TNFa (Liu et al., 2002) ; iii/ le LPS (lipopolysaccharide) qui provient de
I’intestin et intervient dans le syndrome métabolique. En effet, le LPS se fixe sur le toll-like receptor 4
(TLR4) et active JNK (Cani et al., 2007). iv/ Enfin, le stress du RE intervient dans I’activation de JNK
via IRE1 (Urano et al., 2000).

Des études d’invalidation ou de surexpression des isotypes JNK1 et JNK2 ont montré des
fonctions différentes pour chacun. En effet, les deux isoformes de JNK contribuent au développement
de la résistance a I’insuline. JNK1 participe au développement de la stéatose et des formes les plus
séveres telles que la stéatohépatite tandis que JNK2 ne semble pas impliqué dans le développement de

la stéatose et aurait plutdt un role protecteur contre le développement du 2™ hit (Singh et al., 2009b).

5/ Lipotoxicité

Les lipides peuvent étre plus ou moins toxiques en fonction de la nature des acides gras

(nombre d’insaturation) ou des espéces lipidiques (TG, DG, Céramides).

5.1/ Nature des acides gras

L’obésité et le syndrome métabolique sont caractérisés par une diminution des acides gras
polyinsaturés. Ces acides gras sont bénéfiques pour la cellule puisqu’ils limitent 1’accumulation de
lipides. En effet, la supplémentation d’un régime hyperglucidique (fortement inducteur de la stéatose
hépatique) avec des acides gras polyinsaturés, tels que les acides gras w3 et w6, entraine une
diminution de la lipogenése dans le foie de souris due a la baisse de I’activité des facteurs SREBP1c et
ChREBP (Jump, 2008 ; Dentin et al., 2005a ; Postic and Girard, 2008). Les acides gras w3 diminuent
¢galement la sécrétion des VLDL et favorisent la B-oxydation (Jump, 2008). De méme, un effet des
acides gras polyinsaturés sur la néoglucogenése est observé. La surexpression spécifique de

I’ELOVLS5 dans le foie de souris entraine une augmentation de certains acides gras polyinsaturés, tel
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que I’acide dimo-y-linoléique, et une diminution des niveaux de la PEPCK, de la G6Pase et des
facteurs de transcription FOXO1 et PGCloa impliqués dans cette voie. Cette diminution de la
néoglucogenese est associé¢e a une amélioration de la sensibilité a I’insuline (Tripathy et al., 2010 ;
Wang et al., 2008). De nombreuses ¢tudes chez la souris ont montré qu’une altération du métabolisme
des acides gras polyinsaturés, suite a des régimes hyperlipidiques ou déplétés en acides gras o3 et 06,
contribue a la sévérité du syndrome métabolique en induisant une obésité et une résistance a I’insuline
et en augmentant les risques cardiovasculaires (Kannel and Vasan, 2009 ; Pachikian et al., 2011). La
diminution des quantités en acides gras polyinsaturés, lors de ces régimes, est elle-méme due a la
diminution de ’expression des enzymes intervenant dans 1’élongation (ELOVLS) et la désaturation
(SCD1) et, a long terme, a une accumulation en acides gras saturés (Jump, 2008). Les acides gras
saturés circulants se fixent sur le TLR4 (Toll Like Receptor) qui est un récepteur intervenant dans le
développement de la résistance a I’insuline via I’activation de JNK (Shi et al., 2006 ; Cani et al., 2007;
Davis et al., 2008). A I’inverse, les souris invalidées pour TELOVL6 ont une stéatose hépatique sans
résistance a I’insuline, en partie grace a 1’augmentation du rapport palmitoléate/palmitate, c’est-a-dire
du rapport acides gras monoinsaturés/acides gras saturés (Matsuzaka et al., 2007). Le role de la
SCD-1 est important pour la survie des cellules. En effet, I’inhibition de la SCD-1 par un ARN
interférant favorise ’effet pro-apoptotique du palmitate dans des hépatocytes en culture (Li et al.,
2009). De méme in vivo, chez des souris invalidées pour la SCD-1 et soumises a un régime dépourvu
en méthionine et choline (qui inhibe la sécrétion des VLDL et entraine une stéatohépatite),
I’accumulation lipidique dans le foie est diminuée, toutefois 1’apoptose et I’inflammation sont
augmentées. La supplémentation de ce régime par de I’oléate atténue I’inflammation. Ces résultats
suggérent que la SCD-1 pourrait diminuer le taux d’acides gras saturés en les convertissant en acides
gras mono-insaturés : les acides gras saturés ne pourraient donc plus entrainer 1’apoptose, néfaste pour
le foie (Li et al., 2009). De plus les acides gras saturés induisent une dysfonction mitochondriale et
ainsi une production d’espéces réactives de 1’oxygéne. Ces derniéres activent la kinase JNK (Stefan
and Haring, 2011).

Récemment, une étude a montré que des souris soumises a un régime « Fast-Food » (riche en
acides gras saturés, cholestérol et fructose) pendant 6 mois développent une stéatohépatite (stéasose
associée a une inflammation) qui évolue vers une fibrose (Charlton et al.,, 2011). Ces données

montrent 1’effet délétére de nos régimes alimentaires sur le foie.

5.2/ Especes lipidiques

Les especes lipidiques jouent également un réle important sur la sensibilité a 1’insuline. En
effet, chez les souris obéses, la stéatose hépatique n’est pas forcément associée a une résistance a
I’insuline. Ainsi la délétion spécifique de Nemo (protéine du complexe IKK) dans le foie, la
surexpression de la DGAT2 dans le foie de souris, ou encore I’invalidation de ’enzyme MTTP, qui

participe a la synthése des VLDL, induisent une stéatose hépatique sans résistance a 1’insuline
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(Minehira et al., 2008; Monetti et al., 2007 ; Wunderlich et al., 2008). Cette dissociation entre stéatose
hépatique et résistance a 1’insuline dépend du type de lipides accumulés : les DG et les céramides ont

un effet plutot néfaste contrairement aux TG.

L’accumulation de DG a été décrite comme étant une des causes de l’altération de la
signalisation insulinique. Les DG ont été associés a la résistance a ’insuline car ils activent la PKC-¢
(Protein Kinase C) dans le foie. En effet, I’inhibition de la synthése des DG chez les souris invalidées
pour la GPATI, qui synthétise le LPA précurseur des DG, les protége de la résistance a I’insuline et de
la stéatose hépatique induite par un régime hyperlipidique. Cet effet est da & la diminution de 1’activité
de la PKC-¢, malgré une augmentation de deux fois des quantités en acides gras libres (Neschen et al.,
2005). D’autres modéles d’invalidation sont en faveur d’un réle de la PKC-¢ dans le développement
de la résistance a I’insuline. L’invalidation globale de la DGAT2 ou I’inhibition hépatique de ’ACC1
et/ou ’ACC2, par des ASO, diminue les quantités en DG hépatiques et améliore la sensibilité a
I’insuline qui est associée a la diminution de I’activité de la PKC-¢ (Choi et al., 2007a ; Savage et al.,
2006). Enfin chez des rats soumis a un régime hyperlipidique, I’inhibition de la PKC-¢ améliore la
sensibilité a I’insuline (Samuel et al., 2007). Au niveau moléculaire, la PKC-¢ perturbe la signalisation
insulinique en diminuant la phosphorylation activatrice d’IRS2 sur tyrosine (Samuel et al., 2004). Les
effets des DG sur la sensibilité a I’insuline sont néanmoins controversés. En effet, la surexpression de
la DGAT2, qui estérifie les DG en TG, dans le foie de souris entraine une amélioration de la
sensibilité a I’insuline malgré 1’augmentation des quantités en DG hépatiques. L’accumulation des DG
semble liée a 1’augmentation du flux d’acides gras entrant dans la voie de ’estérification par la
surexpression de la DGAT2 (Monetti et al., 2007). L’invalidation totale de la MTTP, qui entraine une
stéatose sans résistance a I’insuline, ne peut pas apporter de réponse quant au role des DG car aucune
mesure des quantités en DG n’a été réalisée. Par contre, des données du laboratoire montrent que la
surexpression du facteur lipogénique ChREBP dans le foie induit une stéatose hépatique ainsi qu’une
augmentation des quantités en DG sans effet néfaste sur la sensibilité¢ a 1’insuline (Benhamed et al.,
2012). En effet, ces especes lipidiques sont enrichies en acides gras mono-insaturés. L’ensemble de
ces données montre qu’il est important de déterminer la nature des acides gras contenus dans les DG,
car leur degré de saturation pourrait avoir un effet plus ou moins négatif sur la signalisation
insulinique comme décrit précédemment.

Les céramides altérent é¢galement la transduction du signal insulinique. Ce sont des dérivés
des sphingomyélines, qui sont générés a partir de palmitate par la sphingomyélinase. La synthése de
céramides est induite par la kinase IKK[ suite a I’activation du TLR4 par les acides gras saturés
(Holland et al., 2011). Ils s’accumulent dans le foie lors de la résistance a 1’insuline. Les céramides
activent la PP2A et la PKC atypique PKC( qui inactivent les kinases Akt, JNK et d’IKKf (Turban and
Hajduch, 2011 ; Summers, 2006). Ils sont, en fait, les médiateurs des effets délétéres de TLR4 sur la

signalisation insulinique mais n’ont pas d’effets sur 1’induction des cytokines proinflammatoires
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(Holland et al., 2011). De plus, les dérivés des céramides, les glycosphingolipides, localisés dans des
microdomaines membranaires a c6té du récepteur de 1’insuline, interviennent également dans le
développement de la résistance a I’insuline en activant le TNFa (Aerts et al., 2007).

Finalement, I’accumulation des lipides sous forme de TG évite 1'utilisation des acides gras par
d’autres voies plus cytotoxiques comme la génération d’espéces réactives de 1’oxygene, de céramides
ou des DG. L’inhibition de la DGAT2 dans le foie ou I’invalidation globale de la SCD-1, chez des
souris soumises a un régime MCD induisant une stéatohépatique, entralne une diminution de
I’accumulation lipidique mais ne modife pas ’apparition de Iésions plus sévéres au niveau du foie (Li
et al., 2009; Yamaguchi et al., 2007). De plus, I’invalidation globale de la lipase ATGL, associée a un
régime hyperlipidique, protégent les souris contre le développement de la résistance a 1’insuline et de
I’intolérance au glucose et ce, malgré une adiposité augmentée et une accumulation ectopique de
lipides (foie, muscle, cceur) (Hoy et al., 2011). Ces données suggerent donc que I’accumulation des

TG protége de la lipotoxicité.

IV/ Les traitements de la stéatose hépatique

D’une facon générale, la stéatose est bénigne, elle peut néanmoins évoluer vers des stades plus
séveres et son traitement repose sur le traitement de la pathologie associée, telle que I’obésité et le
diabete de type 2. Le développement de la stéatose est li¢ & de nombreux mécanismes et ce chapitre
résume les traitements évalués dans le traitement de cette pathologie . Cependant, pour
traiter cette pathologie multifactorielle, il serait intéressant de développer des multithérapies ciblant les
différentes voies dérégulées.

La plupart des patients présentant un syndrome métabolique nécessitent une thérapie
médicamenteuse associée a des régimes alimentaires hypocaloriques. La perte de poids et ’activité
physique sont les points de départ du traitement. De plus, le traitement de la résistance a I’insuline,
souvent associée a la stéatose hépatique, est défini selon deux critéres : le degré de sévérité de la
NAFLD et les mécanismes impliqués dans son développement, dans le but d’éviter la progression de

la maladie.

L’obésité et la sédentarité étant deux parametres étiologiques importants favorisant le
développement du syndrome métabolique, la prise en charge la plus précoce possible de ces facteurs
de risque est primordiale dans la prévention et le traitement de cette maladie. Une modification des
habitudes de vie incluant une augmentation de I’activité physique d’intensit¢é modérée (20 a 30
minutes au moins 3 fois par semaine), et une alimentation équilibrée avec un régime hypocalorique
en cas de surpoids et/ou d’obésité (réduction de 10 % des apports énergétiques quotidiens avec une

répartition de 30 % de lipides, 50 % de glucides et 20 % de protides en évitant le fructose contenu
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Figure 20 : Mécanismes d’action du traitement des NAFLD
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dans les boissons sucrées) constituent la base de la prise en charge. En effet, la perte de poids est
associée a une diminution des enzymes hépatiques plasmatiques et & une amélioration de I’histologie
du foie, suggérant qu’en plus de la perte de poids, les lésions inflammatoires hépatiques sont
diminuées (Huang et al., 2005). Les patients atteints de NAFLD consomment plus d’acides gras
saturés et de cholestérol et moins d’acides gras polyinsaturés, de fibres et de vitamine E (Musso et al.,
2003). L’ajout d’acides gras monoinsaturés au régime alimentaire diminuent la triglycéridémie et la
LDLémie, mais leurs effets sur les NAFLD ne sont pas encore connus (Garg, 1998). Les acides gras
polyinsaturés diminuent la lipogenése et favorisent la B-oxydation. Un apport en acides gras
polyinsaturés (lg par jour pendant 1 an) dans I’alimentation améliore la stéatose hépatique et
diminuent les concentrations en aminotransférases plasmatiques malgré ’absence d’effet sur le poids
(Capanni et al., 2006).

Si la perte de poids n’est pas obtenue aprés 6 mois de régime alimentaire et d’exercices
physiques, une thérapie médicamenteuse voire une chirurgie bariatrique (dans le cas d’une obésité
morbide) sont envisagées pour perdre du poids. Des traitements médicamenteux sont également
utilisés pour traiter les problémes de dyslipidémies et de résistance a I’insuline associés a 1’obésité et

au diabete de type 2, traitant ainsi en paralléle la stéatose hépatique.

- Les traitement médicamenteux induisant une perte de poids :

Afin de limiter la prise de poids, différentes molécules sont utilisées. La sibutramine, qui est
un inhibiteur de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline au niveau du systeme nerveux
central (SNC), induit la satiété¢ et augmente de la thermogenése. L orlistat, qui est un inhibiteur des
lipases pancréatiques, diminue I’absorption intestinale des lipides de 30%. Enfin, le rimonabant, qui
est un antagoniste des récepteurs des endocannabinoides CB1, est un médicament anorexigéne. Une
é¢tude a montré que le traitement avec la sibutramine ou 1’orlistat associés a un régime hypocalorique
pendant 6 mois diminuent le poids (10%), la résistance a I’insuline, les aminotransférases (50%) et la
stéatose hépatique chez % des patients obéses ayant une stéatohépatite (Sabuncu et al., 2003). D’autres
études sur I’orlistat ont également montré une diminution de la stéatose hépatique (Marchesini et al.,
2011). La sibutramine a été retirée du marché en 2010 suite a ses effets indésirables cardiovasculaires.
Enfin, le rimonabant améliore la stéatose hépatique. En effet, il existe des récepteurs des
endocannabinoides au niveau de nombreux tissus et notamment dans le cerveau et le foie. Au niveau
du foie, ils sont présents dans les hépatocytes, les cellules de Kupffer et les cellules stellaires ou ils
favorisent respectivement 1’accumulation lipidique (via une lipogenése activée et une sécrétion des
VLDL inhibée), I’inflammation, et le développement de la fibrose (Tam et al., 2011). Leur inhibition
par le rimonabant diminue donc non seulement la stéatose mais également I’inflammation et la fibrose.
Malheureusement, le rimonabant entraine de nombreux effets indésirables comme la dépression par
son action au niveau du SNC (Janero and Makriyannis, 2009). Il a donc été supprimé du marché en

2008. Seul lorlistat est encore prescrit, mais 1’Afssaps vient de mettre en garde contre de rares et
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graves atteintes hépatiques. Les nombreux effets gastro-intestinaux entrainent fréquemment une
mauvaise tolérance de ce médicament, qui est pourtant conseillé pour étre utilisé sur du long terme (4

ans) (Kang and Park, 2012).

- La chirurgie bariatrique (by-pass gastrointestinal et anneau gastrique)

Lorsque la perte de poids est insuffisante aprés un traitement médical ou nutritionnel de 6 a 12
mois, la chirurgie bariatrique est envisagée (Haute autorité de santé, Janvier 2009) chez les patients
ayant un IMC supérieur a 35 kg/m® ou si les patients présentent d’autres facteurs de risque
(hypertension, hyperlipidémie, résistance & 1’insuline, ...) associés a un IMC a 40 kg/m’. La chirurgie
bariatrique consiste a restreindre 'absorption des aliments par chirugie et a diminuer 'apport calorique
journalier afin de lutter contre 1'obésité. La perte de poids peut atteindre parfois 40% du poids initial.
Elle s’accompagne d’une amélioration de la stéatose hépatique (Angulo, 2006). La chirurgie
bariatrique, et en particulier le by-pass gastro-intestinal, a donc des effets positifs sur le diabéte de
type 2, les dyslipidémies et ’hypertension. L’amélioration du diabéte apparait dés le premier mois et
reste stable pendant les 12 mois suivants malgré la perte de poids. Cet effet est di a ’augmentation de
la sécrétion des incrétines GIP (Glucose-dependant Insulinotropic Polypeptide) et GLP-1 (Glucagon-
Like Peptide 1). En effet, apreés leur sécrétion par 1’intestin suite a un repas, elles stimulent la sécrétion
d’insuline et, en cas de by-pass gastro-intestinal, elles induisent une sécrétion d’insuline plus précoce
apres le repas. De plus, le by-pass gastro-intestinal entraine une diminution de la triglycéridémie a
jeun associée a une augmentation de la HDLémie. L’amélioration de I’hypertension est due a la
diminution des concentrations plasmatiques en rénine, en ECA (enzyme de conversion de
I’angiotensine) et en aldostérone (Clifton, 2011). Cependant, les risques de complications opératoires
et les risques de carences nutritionnelles sont a prendre en compte. Un suivi est mis en place aprés

I’opération.

- Les traitements médicamenteux améliorant la sensibilité a I’insuline :

La résistance a I’insuline représente 1’altération principale associé¢e aux maladies du foie et a
leur progression. Dans ce sens, les médicaments insulino-sensibilisateurs apparaissent comme des
traitements de choix. Les biguanides (metformine) et les thiazolidinediones diminuent la résistance a
I’insuline. La metformine est trés utilisée dans le traitement du diabéte de type 2 associé au surpoids
(62% des patients d’aprés la HAS). La metformine est normoglycémiante par inhibition de la
néoglucogenese et permet également de diminuer 1’accumulation des lipides au niveau hépatique.
Ainsi, elle améliore la stéatose hépatique et diminue les niveaux de TNFa (Marchesini et al., 2011).
Elle a été décrite comme inhibant I’activité de I’AMPK qui est une sérine/thréonine kinase sensible a
la déplétion en énergie et qui stimule la production d’énergie (Viollet et al., 2006; Zhou et al., 2001).
Cependant, il a été montré récemment que la metformine agirait par un mécanisme indépendant de

I’AMPK en diminuant le flux néoglucogénique hépatique sans effet sur la transcription des enzymes
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néoglucogéniques (Foretz et al., 2010). Les thiazolidinediones (notamment la pioglitazone, la
rosiglitazone ou la troglitazone) sont normoglycémiantes par activation de ’AMPK suite a une
diminution du rapport ATP/AMP (Saha et al., 2004). Ces molécules sont également des agonistes de
PPARy. Elles améliorent la sensibilité a I’insuline en redistribuant le stockage des lipides du foie vers
les adipocytes, diminuant ainsi la stéatose chez des patients diabétiques de type 2 (Yki-Jarvinen,
2004). Mais a I’arrét du traitement, il existe une récidive de la stéatose (Anderson and Borlak, 2008 ;
Lutchman et al., 2007). De plus, ce traitement est limité du fait de la prise de poids associée. Les
thiazolidinediones ont été retirées du marché a cause de leurs effets secondaires : la troglitazone en
2002 pour sa toxicité hépatique, et la rosiglitazone (en 2010) et la pioglitazone (en 2011) pour

I’augmentation des risques cardiovasculaires et des risques de fracture (Loke et al., 2011).

- Les traitements hypolipémiants :

Le foie métabolise les lipides pour les dégrader ou les sécréter. La manipulation de ces voies
permet donc de traiter les dyslipidémies et la stéatose hépatique. Il existe différents traitements
hypolipémiants comme les fibrates et les statines. Les fibrates sont des ligands du récepteur nucléaire
PPARa connu pour stimuler la f-oxydation et réduire la sécrétion des VLDLs (Forman et al., 1997).
Des obeses traités avec du bezafibrate et ayant recu une greffe hépatique ont une amélioration de la
stéatose hépatique (Perkins, 2006). De plus, il semble que les fibrates aient un role protecteur contre la
progression de la sévérité des NAFLD en diminuant I’activation des cellules stellaires responsable de
I’apparition de la fibrose. Contrairement au bezafibrate et au fenofibrate, le clofibrate n’a pas d’effet
sur le NAFLD (Anderson and Borlak, 2008). Les statines sont trés utilisées car, d’une part, elles
diminuent le niveau en LDL circulants et d’autre part, elles inhibent ’'HMG-CoA réductase, une
enzyme limitante de la synthése de cholestérol. Elles ont également une action anti-inflammatoire en
supprimant 1’activation de NF-xB (Argo et al., 2008). Leur utilisation chez des patients atteints de
NAFLD entraine une diminution du niveau des transaminases ainsi qu’une amélioration de
I’histologie hépatique (Anderson and Borlak, 2008). Malgré les effets indésirables des statines sur le
muscle (rhabdomyolyse), I’atorvastatine peut étre considérée comme une bonne option chez les
patients hyperlipidémiques avec une stéatose hépatique (Gomez-Dominguez et al., 2006). Les statines
ne sont pas données en premiere intention dans le traitement de la stéatose mais plutdt pour traiter

I’hyperlipidémie (Marchesini et al., 2011).

- Les agents antioxydants :

Le stress oxydant contribue au développement de la stéatose hépatique. Différentes stratégies
sont étudiées comme le traitement avec des acides gras polyinsaturés ou la vitamine E. La
supplémentation en vitamine E réduit le stress oxydant chez des animaux ainsi que chez des patients

diabétiques. L’association de la vitamine E et de la sylimarine, qui prévient I’activation des cellules
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stellaires et des cellules de Kupffer du foie, améliore également la stéatose hépatique de patients
diabétiques (Anderson and Borlak, 2008). Une étude plus récente a montré que le traitement de
patients non diabétiquesatteints de stéatohépatite avec de la vitamine E (800 IU/jr) pendant 2 ans
améliore la stéatose et diminue les concentrations en aminotransférases plasmatiques. Cependant, la

vitamine E augmente le risque hémorragique (Zelber-Sagi et al., 2011).

- Les agonistes du GLP-1 :

Les diabétologues s'intéressent de plus en plus aux agonistes de l'incrétine, GLP-1, qui
favorisent une baisse du poids, de la pression artérielle, et une action cardioprotectrice et qui offrent
I'avantage d’induire peu d'hypoglycémie. Ces agonistes sont considérés comme étant des molécules
d’avenir dans le traitement du diabéte de type 2. Le GLP-1 induit la sécrétion d’insuline. Il ralentit
¢galement la vidange gastrique et entraine une sensation de satiété. L’exenatide est un agoniste du
récepteur du GLP-1 et le liraglutide est un analogue du GLP-1. Chez des sujets diabétiques,
I’exenatide améliore le métabolisme du glucose et la perte de poids grice a ses effets insulino-
sensibilisateurs (Drucker and Nauck, 2006). Ils sont plutéot utilisés en deuxiéme ou troisiéme intention
dans le traitement du diabéte de type 2 en association avec la metformine (HAS 2008). Un traitement
avec I’exenatide pendant une durée de 3 ans et demi chez des patients diabétiques de type 2 entraine
une amélioration de la sensibilité a 1’insuline et également une diminution des amino-transférases
(Klonoff et al., 2008). D’autres études chez I’homme sont nécessaires pour confirmer I’efficacité des
agonistes du GLP-1 dans I’amélioration de la stéatose hépatique. Enfin, les inhibiteurs de la
dipeptidylpeptidase IV (la sitagliptine, la vildagliptine, et la saxagliptine), qui est 1’enzyme
plasmatique qui dégrade le GLP-1, prolongent 1’action physiologique des incrétines mais n’ont pas
d’effets sur le poids corporel. Cependant, il semble que ces agonistes du GLP-1 augmentent le risque

de pancréatites et de cancers du pancréas et de la thyroide (Spranger et al., 2011).

- Les traitements modulant le systéme rénine-angiotensine (SRA) :

Le SRA est une cible pour les traitements antihypertenseurs comme les sartans. Seul un des
sartans, le telmisartan (un antagoniste des récepteurs de l'angiotensine) diminue la progression du
NAFLD chez des rats atteints de stéatohépatite. Il a une structure proche de la pioglitazone et agit
comme agoniste partiecl de PPARy. Le telmisartan diminue le stress oxydatif, 1’inflammation et la
fibrose de la méme maniére que la pioglitazone (Fujita et al., 2007). Des études sont & effectuer pour

confirmer ses effets chez ’homme.

- Les probiotiques :

Les probiotiques sont des bactéries avec des effets positifs pour leur hote. Ils permettent de

maintenir [’homéostasie de la flore intestinale. 11 a été montré que la composition de la flore intestinale
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joue un réle important dans le maintien de I’homéostasie énergétique et influe sur le stockage des
lipides (Backhed et al., 2004). Chez les obeses, la flore intestinale est modifiée par différents facteurs
comme les acides gras saturés, les antibiotiques, les acides biliaires et les probiotiques, augmentant
ainsi la population bactérienne des Firmicutes au détriment du groupe des bactéries Bacteroides
(Kootte et al., 2012 ; Ley et al., 2005 ). Le traitement avec le probiotique VLS#3 chez des patients
atteints par divers stades de NAFLD améliore le stress oxydatif au niveau du foie (Loguercio et al.,
2005). Ces résultats montrent que la manipulation de la composition de la flore intestinale peut jouer
un réle important dans le traitement des NAFLD. Lorsqu'ils sont ingérés en quantité suffisante, ils

exercent un effet théoriquement bénéfique sur la santé de I'hote.

CONCLUSION :

De nombreux mécanismes interviennent dans le développement de la résistance a
Pinsuline et I’inflammation. La stéatose hépatique peut évoluer vers un état plus
inflammatoire puis, avec des lésions de plus en plus graves, vers la fibrose, la cirrhose et
le carcinome hépatocellulaire. Différents médicaments ont été développés pour traiter
les pathologies associées au diabéte de type 2 et a I’obésité comme la résistance a
P’insuline, les dyslipidémies et le surpoids. Certains ont montré une efficacité sur la
stéatose et potentiellement sur la stéatohépatite. Dans le futur, des multi-thérapies

seront a envisager pour tenir compte du contexte multifactoriel de cette pathologie.
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Partie 3 :
L’adiponutrine : un nouveau marqueur de la sévérité des
atteintes hépatiques.

En 2008, une ¢tude de GWA (Genome Wide Association) a montré que les porteurs du SNP
[148M du gene de 1’adiponutrine ont un risque accru de développer une stéatose hépatique plus sévere
(Romeo et al., 2008). Cet SNP, d’abord décrit pour étre un nouveau marqueur de la stéatose hépatique,
est maintenant considéré comme étant un déterminant génétique de la sévérité des maladies hépatiques
chroniques (Valenti et al., 2011a). L adiponutrine (ou PNPLA3, Patatin-like Phospholipase Domain-
Containing) a ét¢ identifiée en 2001 dans des adipocytes différenciés 3T3-L1 (Baulande et al. 2001).
Spécifiquement exprimée dans les tissus adipeux blanc et brun, cette protéine, induite au cours de la
différenciation adipocytaire, est régulée par les conditions nutritionnelles (Baulande et al. 2001). Elle
fait partie de la famille des PNPLA, qui posséde un domaine patatin de type lipase/transacylase
(Jenkins et al., 2004). Cependant, la fonction de I’adiponutrine reste inconnue. La découverte du SNP
1148M en 2008 par I’équipe de Helen Hobbs a augmenté 1’intérét de la recherche pour cette protéine et

a renforcé I’hypothése d’une possible implication de cette protéine dans le métabolisme lipidique

I/ Les SNP du géne de ’adiponutrine chez ’homme

1/ Les SNP de I’adiponutrine

Comme nous 1’avons vu précédemment, en 2008, 1’équipe d’Helen Hobbs a découvert un SNP
1148M (rs738409G) localisé sur I’exon 3 du geéne de I’adiponutrine et associé a la stéatose
hépatique dans des populations de sujets américains d’origine hispanique, africaine et européenne
(Romeo et al., 2008). En effet, chez les individus obéses ayant un NAFLD, les porteurs homozygotes
« GG » pour le SNP 1148M ont un contenu en lipides intrahépatiques deux fois plus élevé que les
individus « CC » homozygotes pour la forme sauvage de 1’adiponutrine. Les hétérozygotes « CG »
ont, quant a eux, un niveau lipidique intermédiaire. Cette association entre 1’accumulation lipidique et
le SNP 1148M est retrouvée de facon plus importante chez les hispaniques qui sont plus susceptibles
au développement des NAFLD par rapport aux américains d’origine européenne et africaine (Romeo
et al., 2008). Le SNP [148M avait déja été mis en évidence lors d’une premiére ¢tude réalisée chez des
patients obéses et non diabétiques, dans laquelle les auteurs cherchaient a établir une relation entre
différents SNP de I’adiponutrine, 1’obésité et le niveau de lipolyse du tissu adipeux. Les haplotypes

contenant les SNP rs738409G, rs2072907C, et rs1010022G semblent plus fréquents chez des sujets

59



Figure 21 : Courbe des publications dans la littérature suite aux découvertes
de adiponutrine et du SNP 1148M,

un marqueur de la sévérité de la stéatose hépatiqgue
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L’adiponutrine a été identifiee en 2001 par I'équipe de Jacques Pairault comme étant une nouvelle
protéine exprimée de facon spécifique dans le tissu adipeux et régulée par les conditions
nutritionnelles. Chez les patients présentant une stéatose hépatique, il a été montré une association
entre la sévérité de la stéatose et le SNP 1148M de l'adiponutrine découvert en 2008 par I'équipe
d’Helen Hobbs. Depuis cette découverte, de nombreuses équipes ont souligné son rble dans les
atteintes hépatiques associées aux maladies chroniques du foie.




sains mais ne modifient pas le niveau de lipolyse basale du tissu adipeux. Cependant, les auteurs n’ont

pas pu montrer I’importance de ce SNP 1148M a I’époque (Johansson et al., 2006).

Bien que le SNP [148M soit le SNP le plus étudié, d’autres SNP ont été décrits chez I’homme.
Ainsi, le SNP S4531 (rs6006460T) est localisé dans la région C-terminale de la protéine adiponutrine
et est associ¢ a une accumulation lipidique plus faible chez les patients afro-américains qui est un
groupe moins susceptible au développement des NAFLD (Romeo et al., 2008). Deux autres SNP ont
également été identifiés comme étant associés a 1’obésité chez des sujets obéses non diabétiques
scandinaves. En effet, rs2072907 localisé dans I’intron 5 et rs1010022 localisé dans 1’intron 7 sont
surreprésentés chez les individus obéses par rapports aux sujets sains. Les homozygotes pour ces SNPs
ont une expression plus faible de I’adiponutrine dans le tissu adipeux sous-cutané par rapport au tissu
adipeux viscéral. Ce SNP est associé¢ a une augmentation de la lipolyse basale du tissu adipeux sous-
cutané, suggerant que I’adiponutrine jouerait un role protecteur contre une lipolyse trop intense du

tissu adipeux. Ces SNP n’ont pas été décrits dans d’autres études (Johansson et al., 2006).

2/ Le SNP 1148M et la sévérité des atteintes hépatiques

De nombreuses études menées dans différentes populations d’obéses et/ou de diabétiques ont
été publiées montrant toujours une association entre le SNP et un contenu hépatique en lipides
augmenté chez les homozygotes mutant GG. Toutefois, selon les cohortes étudiées, le SNP 1148M est
¢galement associé avec d’autres atteintes hépatiques ainsi qu’avec différents parameétres métaboliques.
En effet, une méta-analyse récente a montré 1’effet délétére du SNP 1148M sur les atteintes hépatiques
induites par des facteurs métaboliques, toxiques (alcool) et viraux. Il ne semble pas influencer I'IMC,
la sensibilité a I’insuline et la trigycéridémie, alors qu’il a un effet sur les niveaux des enzymes du foie
telles que les ALAT (Sookoian and Pirola, 2011 ; Valenti et al., 2011a). L’ensemble de ces données

est regroupé de fagon synthétique dans décrits dans le

Le SNP 1148M semble étre un bon moyen de prédiction de la stéatose hépatique puisque les
individus homozygotes GG ont une accumulation lipidique deux a trois fois supérieure par rapport aux
individus CC n’ayant pas la mutation. Une équipe a développé une équation pour prédire la quantité
de lipides au niveau du foie (Kotronen et al., 2009) :

Contenu hépatique en lipides = 107-0,805+0,282*syndrome métabolique (oui=I,
non=0)+0,078*diabéte de type 2(oui=1, non=0)+0,521

*LOG(fs-insuline(mU/L)+0,521

*LOG(fs-ASAT(U/L))-0,454*LOG(ASAT/ALAT))
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Tableau 1 : Association du SNP 1148M de I’adiponutrine

avec la sévérité des complications hépatiques

dans les maladies chroniques du foie (NAFLD, ALD, hépatites C)

Association du Données générales Population Références
SNP 1148M . =

Degré de
sévérité de la
stéatose

Inflammation

Fibrose

Cirrhose

Carcinome
Hépatocellulaire
(CHC)

Enzymes
hépatiques
(ALAT, ASAT)

Indice de masse
corporelle (IMC)

- Sévérité corrélée au nombre de copies de l'alléle
muté G dans toutes les études.

- Augmentation de I'expression de 'ADPN.

- Régime pauvre en calorie sur 6 jours : diminution
de 'accumulation lipidique hépatique plus rapide
chez les individus GG.

- Sévérité plus grave des Iésions hépatiques chez
les individus porteurs du SNP.

- Sécrétion d’'ICAM-1 augmentée chez les individus
GG (ICAM-1 est une immunoglobuline associée a
l'inflammation).

Augmentation du risque d’apparition de fibrose.

- Augmentation du risque d’apparition de cirrhose.
- Niveau intermédiaire pour les hétérozygotes.

Augmentation du risque d’apparition de CHC.

Augmentation des taux circulants d’ASAT et d’ALAT
chez les individus GG.

- Pas de corrélation entre I'lMC et le niveau
d’adiposité viscérale avec le niveau de stéatose
chez les individus GG.

- Individus GG ont un IMC plus élevé.

Populations
hispaniques,
caucasienne et
afroaméricaines
Finlandais
Européens

Sud américains
Européens
Américains
caucasiens ou
non

Européens
Japonais
Européens DT2

Européens

Européens

Obéses
européens
Japonais
Finlandais
Européens et
américains

Sud américains
Européens

Européens DT2
Européens

Finlandais obéses

Roméo et al., 2007

Kotronen et al., 2009
Sevastianova et al.,
2011

Sookoian et al., 2009
Valenti et al., 2010
Rotman et al., 2010
Paré et al., 2010,
2011

Krawczyk et al., 2010
Hotta et al., 2010
Petit et al., 2011

Krawczyk et al., 2010
Valenti et al., 2010

Falleti et al., 2011

Romeo et al., 2009
Hotta et al., 2010
Kotronen et al., 2009
Kolletris et al., 2010
Rotman et al., 2010
Sooiokan et al., 2009
Kantartzis et al.,
2009, Yuan et al.,
2008

Petit et al., 2010
Speliotes et al., 2010
Johansson et al.,
2008; Kotronen et al.,
2009



Tableau 1 bis : Association du SNP 1148M de I'adiponutrine

avec la sévérité des complications hépatiques

dans les maladies chroniques du foie (NAFLD, ALD, hépatites C)

Association du
SNP 1148M

Sensibilité a
I’insuline

Dyslipidémies

Obésité infantile

Données générales

- Diminuti’ n de la sécréti’ n d’'insuline en rép” nse a
un OGTT chez les individus GG.

- Individus GG plus sensibles a linsuline malgré
une stéat se plus sévere (diminuti’'n de
I'expressi’ n du TNFa).

- D’autres études n nt pas m’ ntré d’ass’ ciati' n
entre I'allele G et la sensibilité a l'insuline.

- Chaque ¢ pie de l'allele G entraine une diminuti’ n
du LDL-ch’ lestér' |, sans effet sur le HDL-

ch’ lestér’ | ni sur la triglycéridémie.

- D’autres études n’" nt pas m’ ntré d’ass’ ciati' n
entre I'allele G et les dyslipidémies.

- Augmentati’ n de la sévérité de la stéat’ se, des
taux d’ALAT et d’ASAT.

- L'ass’ ciati' n du SNPI148M avec les ALAT serait
liee a la taille du tissu adipeux viscéral
- Pas d’'ass’ ciati’ n avec la sensibilité a l'insuline

- N’ n ass’ cié a la triglycéridémie

- L'ass’ ciati' n du SNP 1148M avec le SNP P446L
de la GKRP (rs1260326) expliquent 15 a 32% de la
variabilité de la quantité en lipides intrahépatiques
en f ncti’ n du gr’ upe ethnique

Population

Eur’ péens

Obeses
eur’ péens
Taiwanais

7c h'rtes
d’individus sains,
présentant un
syndr' me
métab’ lique " u

" beses

Obéses

eur’ péens

Eur’ péens

Eur’ péens

Taiwanais
Eur’ péens

Caucasien,
Africains
ameéricains,
Hispaniques

Références

J hanss ' netal.,
2008,

K* tr’ nen et al., 2009
Sevastian® ka et al.
2011

Speli* tes et al., 2010
Kantartzis K et al.,
2009

R me’ etal., 2009
Wang et al., 2011

K" lletris et al., 2009

R me’ etal., 2009
Speli* tes et al., 2010
Kantartzis et al.,
2009

R me’ etal., 2010
Valenti et al., 2010
G ranetal., 2010
Lin et al., 2011

del Giudice et al.,
2011,

Sant’ r etal 2010

Sant' r’ etal., 2011

ALD (Alcoholic
Liver Diseases)

Virus de
I’hépatite C

Augmentati’ n de la sévérité de la stéat’ se, de la
fibr' se et de la cirrh” se liées a la ¢’ ns" mmati' n
dalc™ " I.

- Augmentati' n du risque de dével pper des
¢ mplicati ns hépatiques plus sévéres (stéat se,
fibr' se, cirrh® se, carcin® me hépat’ cellulaire). Cette
ass’ ciati' n n’est pas " bservée chez les patients
infectés avec le VHC gén' type 3.

- Diminuti® n de la rép’ nse aux antiviraux chez les
individus GG, pr’ bablement liée a la sévérité de
I'atteinte hépatique "u a I'ass’ ciati’' n avec le SNP
rs12979860 de I'Interleukine 28B (IL28B).

Eur’ péens
Mexicains
Caucasien

Eur’ péens

Trep” etal., 2011
Tian et al., 2010
Stickel et al., 2010

Trep® etal., 2011
Cai et al., 2011
Valenti et al., 2011
Valenti et al., 2011 b



Cependant, 1’addition de I’information génétique du [148M dans cette équation n’améliore la
prédiction que de 1%. Les données plasmatiques de routine reflétent donc déja I’influence du SNP sur
le contenu en lipides (Kotronen et al., 2009).

Son utilisation en routine pour déterminer la quantité en lipides hépatiques ne donne pas
d’information supplémentaire par rapport a d’autres techniques. Son génotypage pourrait néanmoins
permettre de mieux cibler les individus porteurs du SNP ayant un risque de développer une NAFLD
plus aggressive et ainsi prévenir leur progression par des stratégies thérapeutiques adaptées. Au niveau
moléculaire, le SNP [148M est également un nouvel outil permettant de mieux appréhender la

fonction de 1’adiponutrine.

11/ Expression et fonction de I’adiponutrine/PNPLA3

L’adiponutrine est une protéine de 413 acides aminés possédant 4 domaines
transmembranaires putatifs déterminés par analyse bioinformatique. Chez la souris, le géne de
I’adiponutrine est localisé sur le chromosome 15 (chromosome 22 chez I’homme). L’adiponutrine est
majoritairement exprimée dans les tissus adipeux brun et blanc, et plus faiblement dans le foie et le

muscle squelettique (Baulande et al., 2001).

1/ Les protéines de la famille des PNPLA

1.1/ La famille des protéines a domaine patatin

L’adiponutrine appartient a la famille des PNPLA. Ces protéines font parties de la
superfamille des phospholipases A2 et plus particuliérement de la famille des iPLA2 dont I’activité est
indépendante du calcium. Les membres de cette famille possédent un domaine « patatin », initialement
décrit dans des protéines de la pomme de terre. Ces glycoprotéines vacuolaires sont considérées
comme des protéines de stockage et représentent 40% de I’ensemble des protéines solubles du
tubercule de la pomme de terre. Elles exercent des activités de type acyltransférase et ont divers
substrats tels que les TG, les phospholipides et les rétinylesters (Andrews et al., 1988 ; Rydel et al.,
2003). Les protéines possédant un domaine « patatin-like » sont exprimées de facon ubiquitaire chez
les procaryotes et les eucaryotes avec des roles différents tels que dans la colonisation de I’hote, le

trafic membranaire ou le métabolisme lipidique (Banerji and Flieger, 2004 ; Wilson et al., 2006).
Le domaine patatin se compose d’un domaine riche en glycine GXSXG qui est caractéristique

des motifs lipasiques et d’une dyade catalytique formée d’une sérine et d’un aspartate. A la différence

de la majorité des lipases qui se caractérisent par un site catalytique en triade (Ser-His-Asp), les
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Figure 22 : Structure tridimensionnelle du domaine patatin

(Wilson et al., 2006)

La structure du domaine patatin de I'adiponutrine humaine contient des feuillets B (en jaune) et des
hélices a (en bleu). La fleche rouge indique le domaine GXSXG qui est le site catalytique de

I'adiponutrine.

Figure 23 : Relation phylogénique et

comparaison de la structure des PNPLA humaines
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Le domaine patatin est en rouge et le trait vertical correspond a la sérine active. Le nombre a droite
correspond au nombre d’acides aminés. Les trois sous-familles sont indiquées sur la figure. PAT17
correspond a la protéine patatin de la pomme de terre.
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PNPLA

Tableau 2 : Expression et fonction
des membres de la famille PNPLA

Distribution
tissulaire par
espece

Expression et fonction

Références

PNPLA1

PNPLA2/ATGL
(Adipose
Triglyceride
Lipase)

PNPLA4/GS2
(Gene
Sequence-2)

PNPLA5/GS2-
like

(Gene
Sequence-2 like)

PNPLAG/NTE
(Neuropathy
Target Esterase)

PNPLA7/NRE/
NTE-like
(Neuropathy
Target Esterase
like)

PNPLAS8/ iPLA,y
(calcium-
independent
PLAY)

PNPLA9/
PLA,G6
(iPLA,B group VI)

Chez 'Homme :
Systéme digestif

Chez 'Homme, le rat
et la souris

- Tissus adipeux
blanc et brun

- Foie

Chez 'Homme et le
rat

- Tissus adipeux

- Muscle

- Glande pituitaire

Chez 'Homme et la
souris

- Tissus adipeux
blanc et brun

- Poumons

- Cerveau

- Glande pituitaire

Che; 'Homme et la
souris

- Neurones

- Intestin

- Placenta

- Lymphocytes

- Reins

- Foie

- Testicules

Chez 'Homme : tissu
adipeux, pancréas et
prostate

Chez la souris : tissu
adipeux, muscle,
ceeur, testicules

Chez 'Homme et la
souris :

- Ubiquitaire

- Expression plus
importante dans le
myocarde

Chez 'Homme et la
souris :

- Tissu adipeux

- Foie

- Cerveau

- Reins

- Pancréas

- Fonction inconnue
- 6 SNPs associés avec l'obésité infantile

- Induction par le jelne

- Hydrolyse des TG en DG

- Mutations retrouvées dans des maladies
autosomiques récessives métaboliques (Neutral Lipid
Storage Disease)

- Interaction avec des partenaires CGI-58, qui active
I'activité de I'ATGL, et G0S2, qui I'inhibe

- A pH acide : activité lipase sur des esters de rétinol
essentiellement

- A pH neutre : impliqguée dans I'estérification

- Induction a I'état nourri

- Hydrolyse des TG

- Géne localisé a proximité directe de celui de
I'adiponutrine

- Cible des pesticides organophosphorés

- Lysophospholipase localisée au niveau du RE et du
golgi impliquée dans le trafic vésiculaire

- Mutations retrouvées dans des maladies
autosomiques récessives neurologiques MND (Motor
Neuron Desease)

- Induction par le jelne

- Lysophospholipase qui hydrolyse préférentiellement
la lysophosphatidylcholine et I'acide
lysophosphatidique

- Localisée au niveau du RE et des gouttelettes
lipidiques naissantes

- Synthése des cardiolipines qui composent la
membrane interne de la mitochondrie et influe sur la
fonction mitochondriale

- Activité PLA1 et PLA2 sur les acides gras saturés et
insaturés contenus dans les phospholipides

-Hydrolyse des phospholipides libérant le LPC, 2
messager cellulaire

- Intervient dans la sécrétion d’insuline induite par le
glucose

- Induction de la B-oxydation

- Maladies génétiques caractérisées par des
dystrophies de I'axone comme I'INAD (Infantile
Neuroaxonal Dystrophy) et la NBIA
(Neurodegeneration with Brain Iron Accumulation)

Wilson et al., 2006;
Johansson at al., 2009

Lake et al., 2005;
Zimmermann et al., 2004;
Akiyama et al., 2007;
Fischer et al., 2006;
Haemmerle G et al., 2006;
Kienesberger et al., 2009

Gao et al., 2005; Gao et
al., 2007 ; Gao et al., 2009

Lake et al., 2005;
Basantani et al., 2010;
Wilson et al., 2006; Gao et
al., 2007; Chen et al., 2010

Winrow et al., 2003;
Johnson et al., 1969;
Kienesberger et al., 2008;
Akassoglou et al., 2004

Wilson et al., 2006;
Kienesberger et al., 2008;
Chang et al., 2009

Mancuso et al., 2000;
Wilson-Fritch et al., 200;
Wilson et al 2006 ;
Mancuso et al., 2004;
Mancuso et al., 2007;
Song et al., 2010;
Mancuso et al., 2010

Tang et al., 1997; Wilson
et al., 2006; Morgan et al.,
2006; Carper et al., 2008;
Bao et al., 2008; Toneli et
al., 2010;

Song et al., 2010;

Carper et al., 2008

PNPLA

Patatin Like Phospholipase Domain-Containing; G0S2
Lysophosphatidylcholine

Les membres de la famille PNPLA sont exprimés dans de nombreux tissus ou ils exercent des
fonctions clés. Les mutations de certaines PNPLA sont retrouvées dans des maladies monogéniques.

G0/G1 Switch Gene; LPC




protéines a domaine patatin sont semblables aux phospholipases A2 cytosoliques, seules lipases
disposant d’une simple dyade pour exercer leur activité enzymatique (Wong and Schotz, 2002). La
structure tridimensionnelle des protéines patatines présente un repliement o/f/o et un coude
nucléophile sur lequel est situé la sérine catalytique . Les résidus catalytiques sont, de plus,
encadrés par des résidus hydrophobes conservés (Rydel et al., 2003). L’implication directe de la dyade
dans 1’activité enzymatique de la patatine a été mise en évidence par mutagénese dirigée. Ainsi, les
mutations de la sérine ou de I’aspartate au niveau de la dyade catalytique de la protéine patatine

entrainent une perte de I’activité hydrolase (Rydel et al., 2003).

Il existe 9 PNPLA (PNPLA1-PNPLA9) chez I’homme (Kienesberger et al., 2009 ; Lake et al.,
2005 ; Wilson et al., 2006). L’analyse phylogénique des protéines a domaine patatin a permis de
diviser cette famille en trois sous-familles (Schaloske and Dennis, 2006) . La premiére
sous-famille regroupe les phospholipases A2 indépendantes du calcium iPLA2f3 et y (PNPLAS et
PNPLADJ9). Elles exercent des activités de type transacylase, lysophospholipase, et phospholipases Al
et A2 (c’est-a-dire qu’elles hydrolysent les AG en positions sn-1 et/ou sn-2 des phospholipides)
(Kienesberger et al., 2009). La seconde sous-famille contient les protéines Neuropathy Target
Esterase-like (NTE-like), PNPLA6 et PNPLA7. Ces protéines possédent un domaine patatin en
position C-terminale et un domaine variable en position N-terminale. Elles n’ont qu'une faible activité
phospholipase A2 et hydrolysent plus particuliérement les phospholipides de type lysophospholipide.
Enfin, la sous-famille adiponutrine-like, regroupant la majorit¢ des PNPLA contient les protéines
PNPLA1 a PNPLAS. Elles sont caractérisées par un domaine patatin en position N-terminale et une
partie C-terminale variable. Les membres de cette sous-famille semblent plus particuliérement
impliqués dans le métabolisme des glycérolipides (TG, DG) et des esters de rétinol. Contrairement aux
deux groupes précédents, ces protéines ne semblent pas hydrolyser les phospholipides (Lake, et al.,
2005 ; Wilson, et al., 2006 ; Baulande, et al. 2010). Mis a part la protéine PNPLA4 qui n’est pas
exprimée chez la souris, les autres PNPLA possédent des orthologues chez I’homme, la souris et le rat.
La majorité des PNPLA est régulée au cours de la différentiation adipocytaire de fagon positive pour
PNPLA2, PNPLA3 et PNPLAY et de facon inverse pour PNPLAS dans des adipocytes humains en
culture primaire (Wilson et al., 2006). L’expression tissulaire et ’activité de ces protéines sont

résumeées dans le tableau 2

1.2/ La lipase ATGL/PNPLA2

Parmi les membres de la famille des PNPLA, ’ATGL (Adipose Triglyceride Lipase) ou
PNPLA2 est la protéine la plus homologue a I’adiponutrine (40%), notamment dans la partie N-
terminale contenant le domaine « patatin-like ». L’ATGL présente une fonction clé dans 1’hydrolyse

des TG en DG, ce qui correspond a la premiére étape de la lipolyse.
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1.2.1/ Expression et fonction de ’ATGL/PNPLA2

L’ATGL est une protéine de 486 acides aminés, exprimée majoritairement dans les tissus
adipeux blanc et brun, et de facon plus modérée dans le cceur, les testicules, le muscle squelettique et
le foie chez la souris (Villena et al., 2004 ; Zimmermann et al., 2004). Son expression est régulée par
les conditions nutritionnelles. Le jetne induit son expression tandis que 1’alimentation, et plus
particuliérement I’insuline, I’inhibe (Lake et al., 2005 ; Zimmermann et al., 2004). L’ATGL intervient
dans la premiére étape de I’hydrolyse des TG stockés dans les gouttelettes lipidiques (Jenkins et al.,
2004 ; Zimmermann et al., 2004). Les diglycérides ainsi formés sont ensuite hydrolysés en
monoglycérides par la HSL (Hormone Sensitive Lipase) et enfin hydrolysés en acides gras libres et en
glycérol par la MGL (monoglyceride lipase) (Zechner et al., 2009). Chez ’homme, des mutations sur
le géne de ’ATGL sont associées a une maladie récessive appelée NLSD (Neutral Lipid Storage
Disease), caractérisée par une accumulation excessive de lipides et par une myopathie. La sévérité de
la myopathie dépend de la localisation de la mutation (Fischer et al., 2007a ; Fischer et al., 2007b). En
effet, la délétion du domaine patatin de I’ATGL augmente la sévérité de la myopathie (Akiyama et al.,
2007).

De nombreuses études d’invalidation ou de surexpression de I’ATGL ont permis de
comprendre son role au sein de 1’organisme entier et au niveau du foie. L’invalidation globale de
I’ATGL chez la souris entraine une forte accumulation lipidique au niveau des tissus adipeux et non-
adipeux tels que le foie, le muscle et le cceur entrainant de nombreuses complications
cardiovasculaires et une mort précoce (Haemmerle et al., 2006). Cette accumulation lipidique est due a
I’absence de lipolyse montrant ainsi la fonction clé de I’ATGL. Les souris sont moins résistantes au
froid car elles ont moins d’énergie disponible dans leur tissu adipeux brun. La source d’énergie chez
ces souris est apportée par le glucose issu de I’alimentation ou produit de fagon endogene, ce qui
entraine une amélioration de la sensibilité¢ a I’insuline et de la tolérance au glucose malgré la forte
accumulation lipidique (Haemmerle et al., 2006).

L’expression de I’ATGL est diminuée dans le foie de souris obéses et résistantes a I’insuline
(ob/ob ou soumises a un régime hyperlipidique), contribuant ainsi a I’augmentation de I’accumulation
lipidique. Dans le premier chapitre, nous avons décrit que I’ATGL oriente les AG vers la B-oxydation
et non vers la sécrétion des VLDL (Hoy et al., 2011; Ong et al., 2011). En effet, la surexpression de
I’ATGL dans le foie de souris 0b/ob ou de souris soumises a un régime hyperlipidique, grace a une
stratégie adénovirale, stimule la B-oxydation. Cette action passe en partie via 1’augmentation de
I’activité de PPAR-a et de ses génes cibles tels que la CPT-1, et entraine une diminution de la stéatose
hépatique. La signalisation insulinique est améliorée au niveau du foie, sans pour autant diminuer
significativement 1’hyperglycémie et I’hyperinsulinémie de ces animaux (Ong et al., 2011; Turpin et

al., 2011).

63



Figure 24 : Modéle de régulatio” de la lipolyse
par les parte” aires de ’ATGL

(Adapté de Yang et al., 2010)
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Dans des conditions basales, I'activité de lipolyse est trés faible. LATGL est majoritairement localisée
au niveau du RE. Une petite fraction est associé a G0S2. LAMPc active la PKA qui phosphoryle la
périlipine A sur de multiples sites. Ceci entraine d’'une part, la translocation de 'ATGL associée ou non
a G0S2 au niveau de la gouttelette lipidique et d’autre part, la dissociation de CGI58 avec la périlipine
A. CGI58 interagit alors avec 'ATGL et I'active. La forme ATGL non associée avec G0S2 hydrolyse les
triglycérides. Une stimulation prolongée diminue la quantité de protéine G0S2, entrainant la libération
de plus d’ATGL disponible pour la lipolyse (Yang 2010).

ATGL : Adipose Triglyceride Lipase; GOS2 : GO Switch Gene 2; PKA : Protein Kinase A; HSL :
Hormone Sensitive Lipase; Peri: Perilipine A; TG, DG ,MG : Tri, Di, Triglycérides




1.2.2/ Partenaires d’interaction de ’ATGL/PNPLA2

L’activité de ATGL est régulée par trois partenaires d’interaction pouvant moduler son

activité. Le partenaire activateur de I’ATGL est CGI-58 ou ABHDS5 (a/p hydrolase domain

containing-5). Il est exprimé dans de nombreux tissus comme les tissus adipeux, le foie, le muscle, les
neurones et 1’épiderme. Il appartient a la sous-famille des estérases/thioestérases/lipases. Il posseéde
une triade catalytique dont la sérine catalytique est remplacée par une asparagine inhibant ainsi son
activité lipase (Oberer et al., 2011). Des mutations sur le géne de CGI-58 sont associées a une maladie
rare chez ’homme, le syndrome Chanarin-Dorfman, et entrainent une accumulation excessive de
triglycérides (Lefevre et al., 2001). CGI-58 a une activité¢ intrinséque de AGPAT/LPAAT
convertissant le LPA en PA. Elle favoriserait la redirection des DG provenant de 1’hydrolyse des TG
vers la synthése de phospholipides in vitro (Montero-Moran et al., 2010).

La surexpression des orthologues humains hATGL et hCGI-58 dans des cellules COS diminue
I’accumulation lipidique et montre que CGI-58 augmente 1’activité hydrolase de I’ATGL de 20 fois.
Cet effet est inhibé lorsque les formes humaines mutées de CGI-58 sont surexprimées en présence de
la forme humaine de I’ATGL (Lass et al., 2006). A partir de ces expériences, le mécanisme d’action
suivant a été proposé. A 1’état basal, CGI-58 est associé a la périlipine A, une protéine de la gouttelette
lipidique. Suite a une stimulation B-adrénergique, la PKA est activée et phosphoryle la périlipine A,
libérant 1’accés des lipases a la gouttelette lipidique. Ainsi la protéine CGI-58 n’est plus associée a la
périlipine A phosphorylée et interagit avec I’ATGL pour I’activer (Granneman et al., 2007). Le
domaine lipophile N-terminal de CGI-58, riche en tryptophane est essentiel pour sa localisation au
niveau de la gouttelette lipidique mais également pour sa liaison avec I’ATGL (Lu et al., 2010). En
effet, ’absence du domaine N-terminal de CGI-58 entraine sa localisation au niveau du cytoplasme et
I’inactivation de I’ATGL. La capacité de CGI-58 a activer ’ATGL semble donc liée a sa localisation
au niveau de la gouttelette (Gruber et al., 2010). La région patatin ainsi que le repliement o/f/a de
I’ATGL est impliquée dans la liaison & CGI-58 (Cornaciu et al., 2011). Le domaine C-terminal de
I’ATGL exerce également un effet inhibiteur sur son activité en empéchant son association avec le
partenaire CGI-58 (Schweiger et al., 2008). Aprés stimulation par la PKA, il permet la localisation de
I’ATGL a la gouttelette lipidique.

Récemment, une nouvelle protéine de la gouttelette lipidique interagissant avec I’ATGL a été

décrite : la périlipine 5/ MLDP (Myocardial Lipid Droplet Protein). Sa surexpression dans des

cellules aML-12 (lignée murine hépatocytaire), qui exprime I’ATGL constitutivement, diminue la
lipolyse a I’état basal ou stimulé. L’ inactivation de la périlipine 5 phosphorylée par la PKA en réponse
au glucagon potentialise 1’activité de ’ATGL. La périlipine 5 est majoritairement exprimée dans les

tissus oxydatifs (muscles lisse et squelettique, tissu adipeux brun et foie) et protégerait la mitochondrie
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contre un flux trop important d’acides gras au cours du jeline (Wang et al., 2011b). D’autres
périlipines ont également été étudiées : la périlipine 1/périlipine A, exprimée dans les tissus adipeux,
et la périlipine 2/ADRP (Adipose Differentiation-Related Protein), protéine ubiquitaire. Elles
n’intéragissent pas directement avec ’ATGL mais peuvent restreindre son accés a la gouttelette
lipidique (Wang et al., 2011b). La lipolyse au niveau des gouttelettes lipidiques composées de ces
deux protéines est controlée par la balance de trois paramétres : les quantités en ATGL et en CGI-58
disponibles, et la quantité de protéines a la surface de la membrane des gouttelettes lipidiques. La
phosphorylation de la périlipine A par la PKA augmente ainsi I’activit¢ de ’ATGL, d’une part, en
révélant des sites de fixation pour I’ATGL a la surface des gouttelettes et d’autre part, en relarguant

CGI-58 (Wang et al., 2011b).

L’ATGL interagit également avec un autre partenaire qui inhibe son activité : G0S2 (G0/G1
Switch gene 2). Ce géne a ¢été identifié dans un premier temps comme étant exprimé dans les
lymphocytes sortant de la phase quiescente GO, mais sa fonction reste inconnue dans ces cellules
(Russell and Forsdyke, 1991). 11 est exprimé in vivo au niveau des tissus adipeux blancs et bruns, du
foie, des poumons et du cceur. Il est régulé positivement via le facteur PPAR-y au cours de la
différenciation adipocytaire et via le facteur PPAR-a dans le foie par le jeline (Zandbergen et al.,
2005). L’expression de G0S2 est régulée négativement dans le tissu adipeux de souris obéses et
insulino-résistantes (db/db ou C57Bl/6] nourries avec un régime hyperlipidique) et au cours du jetine
chez ’homme (Nielsen et al., 2011). La surexpression de G0S2 dans des adipocytes 3T3-L1, grace a
une technique adénovirale, diminue le taux de lipolyse tandis que son inhibition, grice a un ARN
interférant, augmente la lipolyse basale et stimulée (Lu et al., 2010; Yang et al., 2010 ). Les protéines
GO0S2 et ATGL interagissent via le domaine hydrophobe de GOS2 et le domaine patatin de I’ATGL
(Cornaciu et al., 2011; Yang et al., 2010). Ceci permet une localisation de G0S2 a la gouttelette
lipidique, qui est dépendante de son interaction avec I’ATGL. Les auteurs suggerent la présence d’une
petite fraction de I’ATGL constament associée a GOS2 et donc inactive a I’état basal. Lors de la
stimulation de la lipolyse, le pool actif d’ATGL correspond a la fraction libre qui est transloquée a la

gouttelette lipidique (Yang et al., 2010).
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2/ Adiponutrine/PNPLA3

2.1/ Controle de ’expression de ’adiponutrine/PNPLA3

2.1.1/ Régulation de I’expression de ’adiponutrine chez la souris

2.1.1.1/ Régulation dans le tissu adipeux

L’expression de 1’adiponutrine est majoritaire dans le tissu adipeux mais varie en fonction de
la localisation de ces tissus. En effet, elle est plus importante dans le tissu adipeux brun et les tissus
adipeux blancs épidydimaire et rétropéritonéal. Toutefois, la relevance physiologique de ces
différences d’expression dans les tissus adipeux n’est pas connue (Baulande et al., 2001 ; Bertile and
Raclot, 2004 ; Caimari et al., 2007 ; Kershaw et al., 2006 ; Polson and Thompson, 2003Db).
L’adiponutrine est induite au cours de la différenciation adipocytaire des cellules préadipocytaires
3T3-L1, de fagon analogue aux geénes lipogéniques (Baulande et al., 2001 ; Jenkins et al., 2004 ;
Kershaw et al., 2006 ; Lake et al., 2005). Contrairement a I’ATGL, son expression est régulée
différemment par les conditions nutritionnelles puisqu’elle est inhibée par le jetine et réinduite par un
régime hyperglucidique dans le tissu adipeux de souris. De nombreux arguments suggerent un
contrdle transcriptionnel de I’expression de I’adiponutrine par I’insuline. Notamment, il a ét¢ montré,
par des expériences réalisées chez des souris traitées a la streptozotocine (diabétique de type 1), que
I’expression de 1’adiponutrine est restaurée apres injection d’insuline chez ces animaux (Kershaw et
al., 2006). De plus, des données obtenues dans le tissu adipeux périgonadique de souris FIRKO
(déficientes pour le récepteur de I’insuline spécifiquement dans le tissu adipeux) confirment [’absence
d’expression de 1’adiponutrine dans un tissu insensible a I’insuline (Kershaw et al., 2006). Enfin, le
role direct de I’insuline dans la régulation transcriptionnelle de 1’adiponutrine a ét¢ démontré dans des
cultures d’adipocytes matures 3T3-L1 (Baulande et al., 2001 ; Kershaw et al., 2006). Le glucose joue
¢galement un role essentiel dans la régulation de I’expression de I’adiponutrine. En effet, dans des
adipocytes 3T3-L1, son expression est induite par 1’insuline (2 fois) et surtout par le glucose (7 fois).
A Tl’inverse, les activateurs de la voie de ’AMPc tels que la forskoline et I’isoprotérénol inhibent son
expression (Baulande et al., 2001). Le traitement d’adipocytes matures par la troglitazone, un agoniste
du récepteur nucléaire PPAR-y, diminue I’expression de l’adiponutrine (Polson and Thompson,

2003a).

2.1.1.2/ Régulation dans le foie

Bien que I’adiponutrine soit faiblement exprimée dans le foie chez la souris, différents groupes
ont ¢tudié la régulation de son expression dans ce tissu. Les conditions nutritionnelles contrdlent son
expression de fagon semblable a celle observée dans le tissu adipeux (Hoekstra et al., 2010 ; Lake et

al., 2005). Au cours du jeline, son expression est diminuée de 2 fois par rapport aux souris a 1’état
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Tableau 3 : Effets des régimes alimentaires

sur I’expression de I'adiponutrine

Régime alimentaire

Expression dans
le foie

Expression dans
le tissu adipeux
blanc

Références

Hyperlipidique pendant 20 semaines
(42, 7% de lipides saturés; 42% de glucides;
15% de protéines)

Régime de type « Western » pendant

2 semaines (15% de beurre de cacao et
0.25% de cholesterol)

Riche en acides gras polyinsaturés

pendant 5 jours (rats) (16% 16:0 and 18:0,
32% 18:1, and 47% 18:2 n-6)

Riche en acides gras saturés

pendant 5 jours (rats) (48% 16:0 and 18:0,
44% 18:1, and 1% 18:2)

Hyperglucidique

- 19 semaines (16,4% de protéines; 73% de
glucides; 10,5% de lipides)

- 20 semaines (2.6% de protéines; 76.7% de
glucides; 20.7% de lipides)

Hyperlipidique et hyperglucidique
pendant 19 semaines (16,4% de protéines;
25% de glucides; 58% de lipides)

Hypolipidique et hypoglucidique
pendant 19 semaines (16,4% de protéines;

73% de glucides sous forme de 61% de fécules
de mais et 12% de maltodextrine; 10,5% de

lipides)

Régime déficient en méthionine et
choline (2 semaines)

Hyperprotéiné pendant 5 jours (rats)
(70% de protéines)

Ethanol (rats) pendant 18

semaines(16% de protéines, 5% de glucides,
45% de lipides, and 34% d’éthanol)

Augmentation
de 5,5 fois

Augmentation de 23
fois

Non étudiée

Non étudiée

Augmentation
- de 100 fois

- de 32 fois

Augmentation de 15
fois

Augmentation
de 29 fois

Ne varie pas

Non étudiée

Augmentation de 2
fois

Ne varie pas

Non étudiée

Ne varie pas

Ne varie pas

Augmentation
- de 2 fois

- de 2,5 fois

Ne varie pas

Ne varie pas

Non étudiée

Augmentation de 8
fois

Non étudiée

Chen et al., 2010

Hoekstra et al., 2010

Polson et al., 2004

Polson et al., 2004

Basantani et al., 2010

Chen et al., 2010

Basantani et al., 2010;

Basantani et al., 2010;

Chen et al., 2010

Polson et al., 2004

Ronis et al. 2011

Ces animaux sous régimes on été comparés a des animaux sous régime standard contenant 26% de
protéines, 60% de glucides et 14% de lipides.




nourri (Lake et al., 2005). Le foie est un organe complexe qui contient différents types cellulaires. La
séparation de ces types cellulaires montre que 1’adiponutrine est majoritairement exprimée dans les
hépatocytes alors que son expression est réduite dans les cellules stellaires (23%), et absente dans les

cellules de Kupffer et les cellules endothéliales (Hoekstra et al., 2010; Huang et al., 2010b).

2.1.1.3// Régulation dans le tissu adipeux et le foie au cours de 1’obésité

L’expression de I’adiponutrine est fortement induite dans le tissu adipeux et le foie dans
différents modeles d’obésité, qu’ils soient génétiques ou induits par un régime hypercalorique. Elle est
toutefois induite a différents niveaux en fonction des tissus. En effet, chez des rats Zucker, un modéle
d’obésité et de résistance a ’insuline (due a une mutation sur le géne du récepteur de la leptine),
I’expression de I’adiponutrine est augmentée de 50 fois dans le tissu adipeux (Baulande et al., 2001).
De plus, chez les souris ob/ob, I’expression de 1’adiponutrine est variable en fonction des différents
tissus adipeux blancs (diminuée dans le tissu adipeux brun et augmentée dans les tissus adipeux sous-
cutané et mésentérique) alors qu’elle est fortement augmentée dans le foie (Basantani et al., 2011 ;
Lake et al., 2005). Suite a différents régimes alimentaires (hyperlipidique, hyperglucidique, de type
Western, riche en acides gras polyinsaturés ou contenant de 1’alcool), I’expression de I’adiponutrine
est fortement induite dans le foie et varie peu dans le tissu adipeux blanc (Basantani et al., 2011 ; Chen
et al., 2010 ; Hoekstra et al., 2010 ; Polson and Thompson, 2004 ; Ronis et al., 2011). Ces données
suggérent que la transcription du géne de I’adiponutrine est induite lorsque la synthése des TG est

stimulée

2.1.2/ Régulation de I’expression de ’adiponutrine chez ’homme

Chez I’homme, I’adiponutrine est majoritairement exprimée dans le foie et plus faiblement
dans divers tissus tels que le tissu adipeux, le tissu osseux, les macrophages, le muscle, la peau et le
cerveau (Huang et al., 2010b; Wilson et al., 2006). Toutefois, la plupart des études concernant la
régulation de I’expression de I’adiponutrine chez I’Homme ont été réalisées dans le tissu adipeux,
avant la découverte du SNP [148M. Chez des patients obéses non résistants a 1’insuline, 1’expression
de I’adiponutrine est comparable ou légerement augmentée a celle chez des sujets sains, mais le
développement d’une résistance a I’insuline diminue son expression (Moldes et al., 2006 ; Johansson
et al., 2006). Lorsque des sujets obeses sont soumis a une restriction calorique (environ 600 kcal), une
amélioration de leur sensibilit¢ a I’insuline, mesurée par le test QUICKI (Quantitative Insulin
Sensitivity Check Index), est observée. Dans ces conditions, le niveau en ARNm de I’adiponutrine est
diminué de 36% apres deux jours et de 60% apres trois semaines de restriction calorique. De plus,
aprés deux jours de restriction calorique, la réalimentation réinduit son expression, suggérant une
relation entre I’expression de I’adiponutrine et les variations de la balance énergétique (Liu et al.,

2004). Enfin, alors que l’expression de l’adiponutrine est fortement induite chez des patients
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diabétiques de type 1 non traités par I’insuline, elle est diminuée dans le tissu adipeux sous-cutané de
sujets diabétiques de type 2. Le role déterminant de I’insuline et du glucose dans la régulation de
I’expression de I’adiponutrine humaine a finalement ét¢ montré par des expériences de clamps
euglycémique hyperinsulinémique (EGHI), hyperglycémique euinsulinémique (HGEI) et
hyperglycémique hyperinsulinémique (HGHI), réalisés chez des sujets sains (Faraj et al., 2006 ;
Moldes et al., 2006). Ces données ont été confirmées dans des cultures primaires d’adipocytes
humains, I’expression de ’adiponutrine est induite en présence de glucose et d’insuline (Johansson et
al., 2006). Alors que les acides gras ne modifient pas I’expression de I’adiponutrine (Johansson et al.,
2006 ; Huang et al., 2010b), certains acides gras (I’oléate, un AG mono-insaturé, le palmitate, un AG
saturé et 1’acide linoléique, un AG polyinsaturé) stabilisent la protéine adiponutrine humaine
lorsqu’elle est surexprimée dans des cellules hépatomateuses humaines HuH7 contrairement aux
acides gras a trés longue chaine (arachidonique et eicosapentanoique). En effet, 1’oléate prolonge la
demi-vie de 1’adiponutrine de 2,4h a 6,7h, probablement en la protégeant de ’ubiquitinylation et de la
dégradation (Huang et al., 2010b).

Au niveau du foie, il existe peu de données sur la régulation de I’expression de 1’adiponutrine
humaine. La majorit¢ des études de la littérature porte sur 1’association entre le SNP 1148M
(rs738409G) présent sur le géne de 1’adiponutrine et les différents stades de NAFLD (Browning et al.,
2010).

2.2/ Localisation et fonction de ’adiponutrine

L’adiponutrine est localisée presque exclusivement au niveau des structures membranaires du
RE, le site principal de la synthése des lipides, ainsi qu’a la surface des gouttelettes lipidiques, le lieu
de stockage des lipides (Baulande et al., 2001 ; He et al., 2010). La prédiction de la structure
tridimensionnelle de la protéine humaine montre que toutes les hélices forment une structure
globulaire empéchant tout enchassement dans la membrane, contrairement a ’analyse in silico de la
séquence de la souris qui prédisait 4 domaines transmembranaires (Baulande et al., 2001 ; He et al.,
2010; Wilson et al., 2006). La protéine serait en fait entourée de résidus hydrophobiques et de lysines
exposés a I’extérieur de la protéine, permettant la liaison de la protéine aux membranes du RE et des
gouttelettes lipidiques (He et al., 2010). De plus, le traitement de cellules HuH7 surexprimant la forme
sauvage de ’adiponutrine avec de 1’oléate induit une relocalisation de I’adiponutrine au niveau de la
gouttelette. Cet effet est également observé pour les formes mutées de 1’adiponutrine 1148M
(rs738409G) ou S47A, correspondant a la mutation de la sérine en position 47 au niveau du site
catalytique en alanine, suggérant ainsi que le site patatin n’est pas impliqué dans la localisation

subcellulaire de 1’adiponutrine (He et al., 2010).
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Figure 25 : Structure tridimensionnelle
de la protéine adiponutrine sauvage et 1148M
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La protéine ATGL/PNPLA2, qui hydrolyse les TG en DG, est la protéine la plus homologue a
I’adiponutrine. Alors que la fonction de ’ATGL est trés bien connue, la caractérisation de ’activité
enzymatique de 1’adiponutrine reste encore imprécise. Dans des systemes acellulaires, la protéine
ADPN humaine purifiée présente des activités modérées de type transacylase (Jenkins et al., 2004).
Elle pourrait ajouter un acide gras a un monoglycéride ou diglycéride de synthése (monoléine et
dioléine) pour former de la dioléine et de la trioléine respectivement. A 1’inverse, d’autres études ont
montré une activité hydrolase qui serait perdue par la mutation [148M ou par la mutation S47A (He et
al., 2010 ; Lake et al., 2005). Récemment, il a ét¢é montré que 1’adiponutrine hydrolyserait
préférentiellement les TG, DG et MG contenant de I’0lé¢yl-CoA. Le mutant [148M, quant a lui, aurait
une Vm (vitesse maximale) de I’activité hydrolase diminuée suggérant une saturation de l’enzyme
plus rapide et une perte de fonction du [148M. L’adiponutrine n’a pas d’effet sur les phospholipides et
n’a pas d’activité thioestérase sur 1I’oléyl-CoA (hydrolyse de la liaison thioester entre le coenzyme A et
I’oléate) (Huang et al., 2011). Cependant, ces données n’ont pas été confirmées dans un contexte
cellulaire. Dans des cellules HEK293 ou dans des adipocytes 3T3-L1, la surexpression de
I’adiponutrine ou son inhibition par ARN interférant n’entraine qu’un effet modeste sur la lipolyse et
le contenu en TG (Kershaw et al., 2006). Différents SNP ont permis une meilleure approche de la
fonction de I’adiponutrine. Ainsi, deux SNP ont été utilisés : le SNP 1148M associé a la sévérité de la
stéatose et le SNP S4531 (substitution de la sérine en position 453 en isoleucine) corrélé a une stéatose
moins sévere chez I’homme. En effet, la surexpression de I’adiponutrine humaine contenant le SNP
[148M dans des cellules hépatomateuses humaines HuH7 ou dans le foie de souris entraine une
accumulation des triglycérides et des esters de cholestérol, alors qu’il n’y a pas d’effet pour la forme
sauvage ou le mutant S4531. Les auteurs proposent que la chaine latérale de la méthionine contenue
dans la mutation 1148M pourrait restreindre 1’accés du substrat dans le site catalytique, mais ne

perturbe pas I’orientation des résidus catalytiques (He et al., 2010).

Enfin, deux équipes ont développé un modele d’invalidation globale pour I’adiponutrine. De
facon surprenante, la perte de ’adiponutrine n’a aucun effet sur le développement, le poids de ces
animaux, leur masse adipeuse ainsi que leur sensibilit¢ a I’insuline. La délétion n’affecte pas
I’hydrolyse des TG et n’influence pas non plus I’homéostasie glucidique et lipidique que ce soit chez
des souris soumises & un régime normal ou un régime entrainant une obésité (hyperglucidique,
hyperlipidique, MCD, agoniste du récepteur LXR, ou suite a un croisement avec des souris obeses et
diabétiques 0b/ob). En conclusion, les analyses n’ont montré aucun effet métabolique (Basantani et al.,
2011 ; Chen et al., 2010). Le seul effet commun dans ces modéles de déficience est ’augmentation de
I’expression de PNPLAS dans le tissu adipeux. Son géne est situé juste apres celui de I’adiponutrine,
suggérant une duplication ancestrale (Baulande and Langlois, 2010). Son expression est régulée

comme celle de I’adiponutrine, mais sa fonction est inconnue.
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Figure 26 : Schéma hypothétique de la fonction de I’adiponutrine :
lipasel/transacylase ?
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L'adiponutrine est localisée au niveau des membranes du RE et de la gouttelette lipidique. Le mutant
de l'adiponutrine 1148M entraine une accumulation de triglycérides dans le foie. Deux mécanismes
d’action hypothétiques de I'adiponutrine sont suggérés. L’adiponutrine serait une lipase et la mutation
[148M entrainerait une perte de l'activité lipase. Elle pourrait également avoir une activité de type
lipase/transacylase et, suite a la mutation 1148M, ne conserver que son activité transacylase. Elle
pourrait également s’associer a des partenaires qui moduleraient son activité.




CONCLUSION

L’expression de I’adiponutrine est fortement régulée par les conditions
nutritionnelles et notamment par le glucose et ’insuline dans le tissu adipeux. Elle est
également altérée dans les états d’obésité et d’insulinorésistance. De part sa localisation
au niveau des membranes du réticulum endoplasmique et des gouttelettes lipidiques,
I’adiponutrine serait impliquée dans le métabolisme des lipides. Dans ce sens, une
activité hydrolase et transacylase a été décrite dans un contexte acellulaire et, in vivo, le
mutant 1148M entraine une forte accumulation lipidique, suggérant ainsi une perte de
fonction du mutant. Cependant, la délétion totale de ’adiponutrine n’entraine pas de
modification de la quantité en lipides intrahépatiques, suggérant, a ’inverse, que la
mutation entrainerait plutot un gain de fonction. Bien que la fonction du mutant ne soit
pas encore bien définie, le SNP 1148M est considéré comme étant un nouveau marqueur

de la sévérité des NAFLD.
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Partie 4 : La zonation hépatique du métabolisme

Comme nous 1’avons décrit précédemment, le développement de la stéatose hépatique est la
résultante d’une alimentation déséquilibrée et surabondante, ainsi que de mutations de génes impliqués
notamment dans le métabolisme glucido-lipidique. Au dela des mécanismes décrits dans la littérature
comme étant impliqués dans ce processus (stress du RE, inflammation, lipotoxicité...), la structure
spécifique du lobule hépatique pourrait également participer dans la pathogenése de la stéatose. En
effet, il est décrit que I’accumulation lipidique est zonée dans le foie et évolue en fonction de la
sévérité de la stéatose (Brunt and Tiniakos, 2010).

L’acinus ou lobule hépatique est la plus petite unité fonctionnelle du foie. En effet, le long de
I’axe porto-central, qui s’étend de 1’espace porte a la veine centro-lobulaire, les hépatocytes présentent

un phénotype différent (Jungermann and Kietzmann, 1996). La zone périportale (PP) (zone 1) est

irriguée par I’artére hépatique, qui amene 1’oxygene, par la veine porte qui transporte les nutriments
issus de I’alimentation et les hormones sécrétées par le pancréas, et enfin par le canal biliaire ou
circule la bile. Les hépatocytes PP, exposés a de fortes concentrations en hormones et a une pression
en oxygene (pO,) élevée présentent un métabolisme plutot oxydatif. Le sang circule le long de I’axe

dans les sinusoides jusqu’a la veine centrolobulaire autour de laquelle se trouve la zone périveineuse

(PV) (zone 3). Les hépatocytes périveineux exposés a une pO2 plus faible ont un métabolisme
différent, plutdt glycolytique. Les hépatocytes sont également polarisés. Leur pole baso-latéral est
situé du coté des sinusoides tandis que leur pdle apical forme le canalicule biliaire ou est sécrétée la
bile, qui circule dans le sens inverse au flux sanguin le long de I’axe porto-central. Une zone dite
intermédiaire (zone 2) a également ¢été décrite et peut acquérir un phénotype périportal ou périveineux

en fonction des parametres circulants

I/ Zonation hépatique du métabolisme

La zonation des hépatocytes est importante pour la fonction du foie qui a la spécificité de

synthétiser ou de dégrader les mémes nutriments.

1/ Métabolisme de I’ammoniac

Le métabolisme de I’ammoniac, issu de la dégradation du groupement azoté des acides
aminés, est trés représentatif de la zonation hépatique. L’ammoniac peut étre détoxifié via la synthése
d’urée ou via la synthése de glutamine qui ont lieu dans deux compartiments hépatiques différents. La

voie de I'uréogenese a lieu au niveau des hépatocytes périportaux. Les enzymes de 1’uréogenese telles
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Figure 27 : Organisation fonctionnelle du lobule hépatique

Adapté de Burke and Tosh, 2006
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Le lobule hépatique ou acinus représente I'unité fonctionnelle du foie. Il est organisé le long d’'un axe
porto-central. L'espace porte est formée de la veine porte, de I'artere hépatique et du canalicule
bilaire. Les nutriments, les hormones et 'oxygéne circulent le long du sinusoide jusqu’a le veine
centro-lobulaire. Les hépatocytes développent un phénotype différent en fonction de ce gradient. En
zone périportale, la néoglucogenése, I'uréagenése et I'oxydation des acides gras sont majoritaires
tandis qu’au niveau périveineux les hépatocytes auront un phénotype plutét glycolytique et
lipogénique.

PP : Peériportal; PV : Périveineux; VP : Veine Porte; AH : Artere Hépatique; CB : Canalicule biliaire




que la carbamoylphosphate synthétase 1 (CPS1) et I’arginase 1, qui catalysent la premicre et la
derniére étape de cette voie respectivement, sont localisées dans la région périportale. L’ammoniac
ayant échappé a cette voie est capté par les hépatocytes périveineux et se condense avec le glutamate
pour former la glutamine. Cette réaction est catalysée par la glutamine synthétase (GS). La GS a une
localisation trés précise au niveau des deux premicres rangées d’hépatocytes autour de la veine centro-
lobulaire. La glutamine libérée dans la circulation est alors captée par le rein, d’une part, qui sécréte
I’ammoniac sous forme d’ammonium dans 1’urine, et par les hépatocytes périportaux, d’autre part, ou
I’ammoniac est transformé en urée (Desvergne et al., 2006 ; Gebhardt et al., 2007 ; Gebhardt et al.,
1991 ; Haussinger et al., 1992 ; Jungermann and Kietzmann, 1996 ; Lamers et al., 1989 ; Quistorff and
Grunnet, 1987).

2/ Métabolisme des xénobiotiques

Les cytochromes P450 sont responsables de la conversion des xénobiotiques en des molécules
excrétées. Cette transformation fait intervenir une monooxygénation suivie par une conjugaison avec
de l’acide glucuronique majoritairement ou sulfuronique. La monooxygénation et la
glucuronoconjugaison sont localisées au niveau périveineux, tandis que la sulfuronoconjugaison est

périportale (Braeuning et al., 2006 ; Jungermann and Kietzmann, 1996).

3/ Métabolisme glucidique

Le métabolisme glucidique est un bon modele de zonation métabolique. En effet, la
néoglucogenese est située dans la zone périportale tandis que la glycolyse est principalement
périveineuse (Jungermann and Kietzmann, 1996). A 1’état nourri, le glucose est majoritairement capté
au niveau périveineux. Il est utilisé pour la synthése de glycogéne. En périveineux, il est transformé en
lactate par la voie de la glycolyse. Le lactate est alors libéré dans la circulation. Les hépatocytes
périportaux seraient capables de capter et de transformer le lactate en G6P par la voie de la
néoglucogenése puis en glycogene par la voie de la glycogénogenese. Cette voie de synthése semble
mineure puisque les concentrations plasmatiques en lactate sont faibles a 1’état nourri (Bartels et al.,
1987 ; Jungermann and Kietzmann, 1996). Au cours du jelne, le glycogéne est d’abord dégradé en
glucose au niveau périportal et en lactate au niveau périveineux. Le lactate sert alors de substrat pour
la néoglucogenese (Agius et al., 1990). La néoglucogenése est un processus endergonique et a donc
besoin d’une grande capacité d’énergie oxydative, fournie par la B-oxydation. La glycolyse est un
processus exergonique qui n’a pas besoin d’étre couplé a I’énergie oxydative et peut donc é&tre
localisée en périveineux.

La localisation de ces différents métabolismes est due a une zonation des enzymes de ces

voies. Des études biochimiques et immunohistochimiques ont montré une zonation préférentiellement
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Figure 28 : Zonation du métabolisme des acides aminés
et de ’'ammoniac

Adapté de Jungermann and Kietzmann, 1996
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L'uréogenése, dont la premiére étape est catalysée par la CPS1, se déroule dans la zone périportale
tandis que la synthése de glutamine, catalysée par la GS, a lieu dans la zone périveineuse.

PP : Périportal; PV : Périveineux; VP : Veine Porte; AH : Artére Hépatique; AA : Acides Aminés; GS : Glutamine
Synthétase; CPS1 : Carbamoyl Phosphate Synthase 1
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igure 29 : Zonation du métabolisme glucidigue

Adapté de Jungermann and Kietzmann, 1996
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A I'état nourri, le glucose est capté par les hépatocytes périveineux ou il est, d’'une part, stocké sous
forme de glycogene, et d’autre part, transformé en lactate via la voie de la glycolyse. Le lactate est
libéré dans la circulation puis est recapté par les hépatocytes périportaux ou il sert de substrat pour la
néoglucogenése pour la synthése de G6P. Le G6P produit est stocké sous forme de glycogéne. A
I'état de jeline, les hépatocytes périveineux hydrolysent le glycogéne en glucose. Le glucose est
transformé en lactate, sécrété puis utilisé par les hépatocytes périportaux qui captent également
lalanine. Le lactate et I'alanine servent alors de substrat pour la néoglucogenése. Le glucose,
provenant également de la glycogénolyse, est transporté vers le plasma.

PP : Périportal; PV : Périveineux; VP : Veine Porte; AH : Artére Hépatique; G6Pase : Glucose 6-Phosphatase;
F6Pase : Fructose 1,6-bisphosphatase; PEPCK : Phosphoénolpyruvate Carboxykinase; GK : Glucokinase; L-PK :
Liver-Pyruvate Kinase




périportale pour la PEPCK (phosphoénolpyruvate carboxykinase), la F1,6-bisPase (fructose 1,6-
diphosphate) et la Go6Pase (glucose 6-phosphatase) (Bartels et al., 1989 ; Jungermann, 1995 ;
Jungermann and Kietzmann, 1996). A I’inverse, bien que les ARNm de certaines enzymes de la
glycolyse telles que la GK et la L-PK soient réparties de fagon uniforme dans le lobule, ’activité
enzymatique n’est détectée que dans la région périveineuse (Braeuning et al., 2006 ; Jungermann and

Kietzmann, 1996 ; Quistorff and Grunnet, 1987).

4/ Métabolisme lipidique

La zonation du métabolisme lipidique est moins précise ou zonée que la celle du métabolisme
glucidique. A I’état nourri, la synthése et ’accumulation lipidiques s’effectuent majoritairement dans
la région périveineuse. De nombreuses enzymes de la synthése lipidique ainsi que la formation des
gouttelettes lipidiques sont localisées dans cette région. Au cours du jeline, la f-oxydation est située en
périportal et la sécrétion des VLDL pourrait €tre localisée en périveineux (Guzman and Castro, 1989;

Jungermann and Kietzmann, 1996).

4.1/ La lipogénése et ’estérification

Le flux lipogénique a été décrit comme étant localisé au niveau périveineux (Suzuki-
Kemmelmeier et al., 1992). Les ARNm de certaines enzymes de la lipogenése (I’ACC, ’ACL et la
FAS) sont présents dans la région périveineuse (Guzman and Castro, 1989 ; Katz et al., 1983a ; Katz
et al., 1983b; Witters et al., 1993). Cette localisation est confirmée métaboliquement car il a été
montré que l’activité de I’ACC ainsi que la synthése des acides gras sont plus importantes en
périveineux (Evans et al., 1990). Cependant, deux autres études ont montré une localisation périportale
des ARNm et de la protéine ATP citrate lyase (Braeuning et al., 2006 ; Evans et al., 1990). Des études
sur des hépatocytes périveineux ou périportaux isolés de rat ont montré que I’insuline active la
lipogenese autant en périportal qu’en périveineux et le glucagon diminue la lipogenése dans les deux
zones de la méme fagon, montrant ainsi la plasticité des hépatocytes en fonction des conditions
(Guzman and Castro, 1989).

Il existe également une zonation de la composition en lipides dans le foie. En effet, une
technique de spectromicroscopie, ToF-SIMS (Time-of-flight secondary ion mass spectrometry), a été
utilisée sur des coupes de foie de patient et a permis d’identifier les espéces lipidiques de fagon précise
dans les régions périportale et périveineuse. Dans un foie humain normal, en zone périportale, la
vitamine E et le cholestérol sont les plus abondants tandis qu’en périveineux, il y a une majorité de
DG, la localisation des TG n’ayant pas ¢été décrite (Desbois et al., 2009). Dans un contexte
pathologique de stéatose hépatique, la répartition des lipides est associée a la sévérité de la stéatose.
En effet, ’accumulation débute majoritairement dans la zone périveineuse pour s’étendre a tout le

lobule dans les cas plus sévéres. Cependant, certaines stéatoses plus rares peuvent étre localisées au
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niveau périportal (Chalasani et al., 2008). Cette hétérogénité de 1’accumulation lipidique pourrait

dépendre de différents facteurs aggravants tels que la résistance a I’insuline.

4.2/ La f-oxydation

La B-oxydation ainsi que I’activit¢ de la CPT1 sont localisées au niveau des hépatocytes
périportaux. Cependant, les effets de I’insuline ou du glucagon sur la B-oxydation sont semblables
dans les deux zones, confirmant la plasticité des hépatocytes a s’adapter aux conditions hormonales

(Guzman and Castro, 1989).

5/ Métabolisme du cholestérol

La synthése et le catabolisme du cholestérol sont zonés de maniére opposée au niveau du
lobule.

La synthése de cholestérol semble majoritairement localisée en périportal. En effet, le
marquage par immunofluorescence a montré que [I’HMG-CoA synthase (3-hydroxy-3-
methylglutarate-CoA synthase) et ’HMG-CoA réductase (enzyme limitante de cette voie) sont
principalement localisées dans la région périportale et peuvent également étre modulées en fonction
des conditions nutritionnelles (Li et al., 1988 ; Singer et al., 1984). Ce profil d’expression de la
protéine est différent de celui des messagers de ces deux enzymes qui est réparti le long du lobule.
Cela suggere que ces protéines sont régulées au niveau post-traductionnel (Kietzmann et al., 1997).

A T’inverse, le catabolisme du cholestérol et la synthése des acides biliaires semblent localisés
en périveineux. L’expression de la CYP7A1 est localisée uniquement dans la région périveineuse et
son activité est 8 fois plus forte qu’en périportal. La CYP8B1 (sterol 12a-hydroxylase), une autre
enzyme de la synthése des acides biliaires, est localisée majoritairement en périveineux (Ugele et al.,
1991 ; Wang et al., 2007a). De plus, la sécrétion de la bile est 4,5 fois plus importante en périveineux.
En effet, lorsque des rats sont nourris avec un chélateur des acides biliaires dans 1’intestin
(colestide®/colestipol), qui bloque le cycle entérohépatique des acides biliaires, le ratio
périveineux/périportal diminue (Kietzmann et al., 1997 ; Ugele et al., 1991). Ces résultats suggérent

que la zonation de la synthése des acides biliaires est régulée en fonction des besoins.

11/ Controle de la zonation hépatique

L’organisation du lobule hépatique est importante puisqu’elle détermine le phénotype des

hépatocytes. Chaque travée d’hépatocytes est orientée dans le sens du flux sanguin de I’espace porte
vers la veine centro-lobulaire. Des expériences de perfusion antérograde (par la veine porte) ou

rétrograde (par la veine cave hépatique) ont permis de montrer I’importance de I’orientation de ce flux
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sanguin. Ainsi, lorsque le flux est inversé par perfusion rétrograde, la glycolyse, normalement
localisée en périveineux, devient périportale et la néoglucogenése se relocalise en périveineux. Ces
résultats montrent bien que la zonation du métabolisme glucidique est dynamique (Kinugasa and
Thurman, 1986 ; Matsumura et al., 1984 ; Matsumura and Thurman, 1984). A I’inverse, I’inversion du
flux sanguin ne modifie la zonation du métabolisme de 1’ammoniac puisque l'uréogenése reste
périportale et la synthése de glutamine, périveineuse (Haussinger, 1983 ; Haussinger and Gerok, 1983).
Cette organisation spécifique du lobule a permis la mise au point d’une technique innovante
d’isolement des hépatocytes spécifiquement périportaux ou périveineux et a été déterminante pour
établir la distribution lobulaire de nombreuses enzymes décrites précédemment. Ainsi, I’analyse des
zones périveineuse et périportale par microarray (de 22600 genes) a permis de déterminer 1’expression
d’environ une centaine de geénes spécifiquement périveineux ou périportaux (Braeuning et al., 2006).
Cette technique repose sur la perfusion successive de digitonine, qui perméabilise les membranes et
ainsi détruit les premieres couches de cellules, et de collagénase, qui permet d’isoler les cellules
restantes. La perfusion antérograde commence par la perfusion de digitonine via la veine porte pour
détruire les cellules du coté périportal puis la collagénase est injectée via la veine cave supérieure pour
isoler les hépatocytes périveineux. La perfusion rétrograde permet a I’inverse de récolter les
hépatocytes périportaux par destruction des hépatocytes périveineux (Lindros and Penttila, 1985 ;
Quistorff, 1985 ; Tordjmann et al., 1997 ; Witters et al.,, 1993). Ces hépatocytes périveineux ou
périportaux sont utilisés directement aprés leur isolation et ne sont pas cultivés car ils perdent

rapidement leur phénotype en culture.

La zonation des enzymes des différents métabolismes est régulée par un ensemble de facteurs
extra-cellulaires et par différents facteurs de transcription. En effet, du fait de I’importante activité
métabolique du foie et du flux sanguin unidirectionnel, la teneur du sang en oxygene, en hormones et
en nutriments varie le long de I’axe porto-central. L’innervation et la matrice extracellulaire
participent également a la mise en place de la zonation. Ces différents signaux orientent le phénotype
métabolique des hépatocytes. Ainsi, les métabolismes glucido-lipidique et du cholestérol sont
sensibles aux concentrations en hormones et en oxygeéne rendant ainsi leur zonation dynamique au

sein du lobule hépatique. La zonation du métabolisme de I’ammoniac, quant a elle, est stable.

1/ Controle de la zonation métabolique par les facteurs extracellulaires

Le sens spécifique du flux sanguin du lobule entraine un gradient de la pression en oxygene.

L’artére hépatique ameéne 1’oxygene au niveau de 1’espace porte. La pression en oxygene passe de 65
mmHg en périportal a 35 mmHg en périveineux. Ce gradient en oxygene participe a la régulation de la
zonation hépatique. Toutefois, ce gradient peut étre modifié selon I’état nutritionnel (Matsumura and

Thurman, 1983). En effet, a I’état nourri, seuls les hépatocytes de la zone périportale ont un phénotype
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oxydatif. A I’inverse, le métabolisme au cours du jeline nécessite une capacité oxydative plus
importante. Les hépatocytes périportaux étant déja au maximun de leur capacité, le captage de
I’oxygene est augmenté en périveineux. Ces données montrent encore une fois le c6té dynamique de la
zonation (Matsumura and Thurman, 1983). La pression en oxygeéne joue un réle déterminant dans
I’¢établissement du phénotype des hépatocytes. En effet, des hépatocytes cultivés dans des conditions
de pO2 artérielle (13 a 16% O,) présentent un phénotype périportal et ceux cultivés en faible pO, (4 a
8%) un phénotype de type périveineux (Kietzmann et al., 1996 ; Wolfle and Jungermann, 1985). Pour
mimer I’effet de la pO, artérielle, du peroxyde d’hydrogeéne a également été utilisé a une concentration
de 50uM, une concentration qui n’est pas néfaste pour les cellules car elle n’entraine pas de stress
oxydatif (observé a partir de 100uM). De méme, 1’ajout de CoClI2 (50uM) ou de desferrioxamine
(130uM) mime une pO2 veineuse et ainsi induit un phénotype périveineux-« like » (Fandrey et al.,
1994 ; Kietzmann et al., 1996). L’expression des enzymes du métabolisme glucido-lipidique, telles
que la PEPCK et la GK, dépend de ce gradient (Jungermann and Kietzmann, 1996). En effet, dans des
hépatocytes de souris en culture primaire, I’expression de la PEPCK est fortement induite lorsque les
cellules sont cultivées a une pression pO2 artérielle montrant I’importance du gradient en oxygene
dans la zonation de certains génes du métabolisme (Hellkamp et al., 1991). L’induction de
I’expression de la GK est diminuée si les hépatocytes sont cultivés dans des conditions de pO2
artérielle (Kietzmann et al., 1997).

Outre ce gradient d’oxygene, il existe une « zonation » de la concentration en hormones et

en nutriments. En effet, le foie est irrigué par la veine porte qui amene les hormones et les nutriments
au niveau de I’espace porte. Dans le sinusoide, leur concentration décroit rapidement jusqu’a la veine
centrolobulaire. L’insulinémie diminue de 15% entre 1’espace porte et la zone périveineuse aprés un
repas et de 50% entre les repas. La distribution du récepteur de I’insuline est essentiellement
périveineuse. Cette localisation est due a la faible pression en oxygene dans cette zone. De plus, de
fortes concentrations de glucose sont capables d’induire son expression dans 1I’ensemble du lobule
(Krones et al., 2000). Par ailleurs, la glucagonémie diminue également de 50% entre I’espace porte et
la zone périveineuse. Le récepteur du glucagon est localisé principalement dans la région périportale.
En culture primaire d’hépatocytes, seule une pO2 artérielle induit I’expression du récepteur du
glucagon (Krones et al., 1998). Physiologiquement, c’est le rapport glucagon/insuline qui détermine le
phénotype des hépatocytes en fonctions des conditions nutritionnelles. Comme pour 1’insuline et le
glucagon, la concentration en noradrénaline et en cortisol diminue de 50% et en adrénaline de 80% le
long de I’axe porto-central. Les récepteurs nucléaires aux hormones thyroidiennes, quant a eux, sont
localisés autour de la veine centrolobulaire. Le récepteur TRB1 est spécifiquement localisé au niveau
de 2 a 3 couches d’hépatocytes autour de la veine centro-lobulaire et les récepteurs TRal et TRa2 sont
¢galement périveineux mais sur une zone plus étendue (Zandieh-Doulabi et al., 2003).

Au dela des facteurs circulants, il existe d’autres facteurs structuraux tels que I’innervation et

la matrice extracellulaire. L’innervation du foie par des fibres sympathiques et parasympathiques
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semble également zonée. Chez le rat et la souris, les fibres sympathiques innervent les hépatocytes et
les cellules non parenchymateuses majoritairement dans la région périportale. Le signal nerveux se
propage par les jonctions de type GAP entre les hépatocytes (Jungermann and Kietzmann, 1996).

La matrice extracellulaire est essenticlle pour maintenir la différenciation des hépatocytes et

intervient également dans d’autres processus telle que la prolifération (Bedossa and Paradis, 2003).
Les collagénes de type I, III et V, qui sont les collagénes de type fibrillaires, sont localisés
majoritairement au niveau de ’espace porte et autour de la veine centrolobulaire permettant ainsi de
maintenir la structure du foie grace a leur forte résistance. Le collagéne de type IV, plus flexible, en
association avec la laminine et I’entactine forme un réseau tridimensionnel le long du sinusoide. La
densité de la matrice est importante car elle facilite les échanges entre le plasma et la cellule
(Martinez-Hernandez and Amenta, 1993). La zonation du collagéne le long de I’axe porto-central

détermine également la taille des fenestrations des cellules endothéliales. Ainsi plus la quantité en

collagéne augmente, plus le nombre de fenestrations des cellules endothéliales diminue (McGuire et
al., 1992). Les fenestrations sont, en effet, plus petites et plus nombreuses prés de la veine
centrolobulaire. Les hépatocytes ont alors une capacité de filtration plus importante. De plus, les
cellules endothéliales interviennent également dans le maintien de la zonation. En effet, la destruction
des cellules dans la zone périveineuse du foie par le traitement avec du CCl4 (un métabolite toxique
est produit par les CYP450 exprimés dans les hépatocytes périveineux) abolit 1’expression de la GS
qui n’est pas compensée par les autres cellules. L’expression de la GS n’est rétablie que lorsque les
hépatocytes sont & nouveau en contact avec les cellules endothéliales de la veine centro-lobulaire lors
de la régénération hépatique. Ces données montrent I’importance des cellules non parenchymateuses
dans I’établissement de la zonation hépatique (Kuo and Darnell, 1991 ; Schols et al., 1990).

D’autres cellules non parenchymateuses ont également un réle dans la zonation hépatique. En

effet, les cellules stellaires et les cellules de Kupffer, localisées majoritairement en périportal,

participent au maintien du phénotype périportal des hépatocytes. La co-culture d’hépatocytes avec des
cellules stellaires ou en présence de facteurs provenant du milieu de culture des cellules stellaires

permet de maintenir le phénotype périportal des hépatocytes (Krause et al., 2009).

2/ Acteurs moléculaires intervenant dans la mise en place de la zonation

Le gradient d’hormones et d’oxygéne influence 1’expression de différents facteurs de
transcriptions qui participent a la mise en place de la zonation hépatique. D’autres facteurs de

transcription, qui semblent indépendant de ce gradient, ont également été décrits.
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2.1/ La voie Wnt/p-caténine

La B-caténine est une protéine intervenant dans la composition des jonctions cellulaires en
formant un complexe avec la E-cadhérine et la a-caténine. La B-caténine est également connue pour
avoir un role déterminant en tant que co-activateur transcriptionnel. En fonction de son degré
d’activation dans le foie, la voie Wnt/B-caténine est impliquée dans différents processus, tels que la
zonation hépatique et la prolifération des hépatocytes dans un contexte de régénération hépatique.
Lorsque la voie est suractivée suite & des mutations activatrices sur le géne de la B-caténine, elle est
impliquée dans la tumorigenése hépatique. Ainsi des mutations dans le géne de la B-caténine sont
présents dans 30 a 40% des carcinomes hépatocellulaires (CHC). Elles ont également été décrites dans
des cancers de I’endométre et de la peau. Des mutations du géne du suppresseur de tumeur APC
(Adenomatous Polypolsis Coli), qui est impliqué dans la dégradation de la B-caténine, sont retrouvées
dans les cancers colorectaux familiaux (Clevers, 2006 ; de La Coste et al., 1998 ; Kinzler and

Vogelstein, 1996 ; Korinek et al., 1997).

2.1.1/ Activation de la voie Wnt/ f-caténine

A T’état basal, la quantité de B-caténine active est maintenue a un niveau bas. En effet, dans le
cytosol, elle forme un complexe composé des protéines PP2A, des kinases CK1 (Caseine kinase 1) et
GSK3-B, et des deux suppresseurs de tumeur APC et axine. Dans cet état de non-activation, elle est
phosphorylée sur sa sérine 45 par CK1 permettant I’ancrage de la GSK3-f et la phosphorylation des
sérines 33 et 37 et de la thréonine 41. La B-caténine est ensuite ubiquitinylée par la B-TrCP (-
transducin repeat containing protein) induisant ainsi sa dégradation protéasomale avec les protéines
APC et axine (Cook et al., 1996 ; Giles et al., 2003 ; Korinek et al., 1997 ; MacDonald et al., 2009).

La fixation du ligand Wnt sur son récepteur Fz (Frizzeld) associé & son co-récepteur LRP5/6
(Low Density Lipoprotein Receptor Related Protein 5/6) entraine la phosphorylation de LRP par les
kinases CK1 et GSK3-f libérant ainsi un point d’ancrage pour I’axine. La [-caténine non-
phosphorylée (ou B-caténine active) libérée de son complexe est transloquée dans le noyau grace au
systéeme importine. Elle s’associe alors avec les facteurs de transcription de la famille Lef/Tcf
(Lymphoid enhancer factor / T-cell factor) et induit la transcription de ses génes cibles (Korinek et al.,

1997 ; Logan and Nusse, 2004).

2.1.2/ La signalisation Wnt

La signalisation Wnt peut étre médiée de manicére B-caténine-dépendante ou indépendante.
Lorsque le ligand Wnt active la B-caténine, les effets concernent essentiellement la prolifération et la
différenciation cellulaire. A I’inverse, si le signal passe par INK ou le Ca**, d’autres mécanismes sont
induits tels que la polarité cellulaire, la polarité planaire et les mouvements cellulaires au cours de la

gastrulation (Moon et al., 2004).
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Figure 30 : Signalisation Wnt dépendante de la B-caténine

Adapté de Sethi and Vidal-Puig, 2011
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Complexe de dégradation
de la B-caténine

A I'état basal, la B-caténine est dégradée par le protéasome. La fixation de Wnt sur son récepteur Fz
entraine la dissociation du complexe de dégradation de la B-caténine qui est transloquée au noyau.
Elle interagit alors avec le facteur de transcription LEF/TCF pour induire ses génes cibles. Des
facteurs circulants tels que Dkk1 ou sFRP, peuvent inhiber le signal Wnt.

LRP5/6 : Low Density Lipoprotein Receptor Related Protein 5/6; GSK3-f3 : Glycogen Synthase Kinase 3-8; CK1a :
Caseine kinase 1a; APC : Adenomatous Polypolsis Coli; sFRP : secreted Frizzeld-Related Proteins; DKK
Dickkopf Lymphoid enhancer factor/T-cell factor




La famille des ligands Wnt est trés conservée. Il existe 19 membres chez les mammiféres
(Mikels and Nusse, 2006). Les Wnt sont des glycoprotéines caractérisées par la présence dans leur
séquence d’acides aminés, de 22 résidus cystéines hautement conservées et palmitoylés. Il existe
é¢galement 10 membres des récepteurs Fz. Onze facteurs Wnt et 8 récepteurs Fz sont exprimés dans le
foie, avec une plus forte expression pour les facteurs Wnt4, 5a, 5b et 9b et les récepteurs Fz2, 4, 7 et 8
(Zeng et al., 2007). L’expression de certains facteurs Wnt dans le foie dépend des conditions
nutritionnelles et des hormones (Liu et al., 2011). De plus, certains facteurs Wnt sécrétés par des tissus
extra-hépatiques semblent également véhiculés jusqu’au foie par les lipoprotéines (Neumann et al.,

2009).

2.1.3/ Inhibition de la voie Wnt

Différentes protéines peuvent inhiber la signalisation Wnt/B-caténine. Les récepteurs Fz
circulants, sFRP (secreted frizzeld-related proteins), s’associent aux ligands Wnt et empéchent
I’activation de la signalisation Wnt (B-caténine-dépendante et indépendante) (Finch et al., 1997). De
méme les protéines WIF (Wnt Inhibitory Factor) se lient au ligand Wnt et inhibent sa liaison a son
récepteur (MacDonald et al., 2009). La protéine Dkk1 (Dickkopf) circulante est également un ligand
du récepteur LRP5/6 et inhibe spécifiquement la voie Wnt/B-caténine. Elle agit en association avec les

protéines Kremen induisant ainsi I’internalisation du récepteur (MacDonald et al., 2009).

2.1.4/ Coopération entre la f-caténine et les facteurs Lef/Tcf

La B-caténine appartient a la superfamille Armadillo caractérisée par une répétition de 12
motifs Armadillo imparfaits (R1-R12) entourés des domaines N-terminal et C-terminal. Les
répétitions R3 a R10 interagissent avec les facteurs Lef/Tcf (Mosimann et al., 2009). 11 existe 4 génes
TCF chez les mammiféres : TCF1, LEF1, TCF3 et TCF4 (MacDonald et al., 2009).

En absence de signal Wnt, le facteur Tcf se lie a la séquence de liaison WRE (Wnt Response
Element) et recrute la protéine Groucho/TLE]1, un répresseur de la chromatine qui est associé¢ avec des
HDAC (histone deacetylases). Ces derni¢res induisent une compression de la chromatine et une
inhibition de la transcription (Mosimann et al., 2009).

Comme nous ’avons précédemment décrit, la fixation de Wnt sur son récepteur entraine la
translocation de la B-caténine au noyau. L’association de la B-caténine au facteur Tcf libére la protéine
TLE du complexe Tcf/TLE. Lorsque Tcf est li¢ aux répétitions Armadillo R3 a R10, les séquences N-
et C-terminales de la B-caténine interagissent avec d’autres partenaires impliqués soit dans la structure
de la chromatine soit dans la régulation de I’ARN polymérase II. En effet, les répétitions R10-R12 et
la partie C-terminale interagissent avec les acétylases CBP et p300 induisant ainsi la transcription des
genes cibles de la B-caténine. La fixation de Tcf pourrait également induire des repliements de la

chromatine rapprochant ainsi des régions distantes de I’ADN (Mosimann et al., 2009).
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2.1.5/ Modification post-traductionnelle de la -caténine

Outre les phosphorylations par CK1 et la GSK3-B, différentes phosphorylations modulent
Iactivit¢ de la B-caténine. En effet, la kinase Akt2, en réponse au facteur de croissance EGF
(Epidermal Growth Factor), phosphoryle la B-caténine sur sa sérine 552 dans différents types
cellulaires entrainant ainsi sa dissociation du complexe E-cadhérine/a-caténine, et son interaction avec
la protéine cytosolique 14-3-3. Son activité transcriptionnelle est ainsi augmentée (Fang et al., 2007).
D’autres études montrent également une interaction entre la voie PI3K/Akt/GSK3-B et la voie B-
caténine/GSK3-f (Abiola et al., 2009 ; Sharma et al., 2002). Cette interaction est cependant
controversée car il semble qu’il existe deux pools distincts de GSK3p dans la cellule limitant ainsi
toute interaction entre les deux voies via la GSK3-f (Ng et al., 2009). De méme, la B-caténine est
phosphorylée sur sa sérine 675 par la PKA, diminuant son ubiquitinylation. Son activité
transcriptionnelle est augmentée et favorise son interaction avec 1’acétylase CBP (Hino et al., 2005 ;
Taurin et al., 2006). La B-caténine peut ¢galement étre acétylée et O-glycosylée. Son acétylation par
p300 favorise son interaction avec Tcf et son activité transactivatrice ses geénes cibles (Levy et al.,
2004). Sa glycosylation a un effet différent en fonction du tissu car elle induit sa rétention cytosolique
et ainsi, diminue son activité transcriptionnelle dans le cancer de la prostate alors qu’elle a I’effet

inverse dans des cancers colorectaux (Sayat et al., 2008 ; Olivier-Van Stichelen et al., 2012).

2.1.6/ Fonction de la voie Wnt/p-caténine dans la zonation hépatique

Différentes études sur des souris génétiquement modifiées ont permis de montrer le rdle
déterminant de la B-caténine dans la zonation hépatique. La suractivation de la B-caténine dans le foie
de souris grace a un adénovirus surexprimant une forme tronquée et constitutivement active de [-
caténine ou suite a I’invalidation spécifique d’APC dans le foie des souris, induit une mortalité au bout
de 2 semaines, due a une perturbation du métabolisme de I’ammoniac, associée a une forte
hépatomégalie (Cadoret et al., 2002 ; Colnot et al., 2004 ; Ovejero et al., 2004). Différents génes ont
été identifiés comme étant les génes cibles de la B-caténine. En effet, la B-caténine induit I’expression
des enzymes de la synthése de glutamine (GS, Glutamate Transporteur 1 ou Gltl et 1’Ornithine
Aminotransférase ou OAT) et Lect2 (leukocyte cell-derived chemotaxin-2) (Cadoret et al., 2002 ;
Ovejero et al., 2004). La stimulation de I’expression de ces geénes a également ét¢ montrée dans des
tumeurs hépatiques exprimant des formes actives de la B-caténine dont les mutations ont été induites
par I’injection de différents carcinogénes (N-nitrosodiethylamine puis phénobarbital) (Hailfinger et al.,
2006). Ces genes sont essentiellement exprimés dans la zone périveineuse. L’expression de la -
caténine est croissante le long de I’axe porto-central et est due au gradient d’expression inversée de
APC qui induit la dégradation de la B-caténine dans la zone périportale. Dans cette zone sont exprimés
les génes de la PEPCK et de la CPS1 (Carbamoyl Phosphatase 1). L’invalidation de la protéine APC
spécifiquement au niveau du foie de souris diminue 1’expression de ces génes (Benhamouche et al.,

2006). A T’inverse, I’inhibition de la B-caténine, par surexpression de Dkkl ou par invalidation
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Figure 31 : Effet de la modulation de I'activité de la B-caténine
sur la zonation hépatique

Adapté de Colnot et al. 2011
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spécifique dans le foie de la B-caténine, stimule I’expression des génes périportaux au détriment des
genes périveineux. Le géne suppresseur de tumeur APC est donc décrit comme un « gardien de la
zonation hépatique » favorisant la mise en place d’un gradient de la voie Wnt/B-caténine le long de
I’axe porto-central (Benhamouche et al., 2006 ; Chafey et al., 2009). La perte de la B-caténine dans le
foie n’entraine pas de modification des jonctions inter ou intra-cellulaires grace a une compensation
par la protéine y-caténine (Wickline et al., 2011).

La B-caténine est connue pour stimuler la prolifération des cellules notamment dans les
cancers. L’hépatomégalie induite chez les souris invalidées spécifiquement dans le foie pour la
protéine APC est due a une hyperprolifération. En effet, la B-caténine induit I’expression de génes de
la phase G1/S tels que la cycline D1 (Torre et al., 2011).

Enfin, cette zonation de la B-caténine le long de I’axe porto-central pourrait étre la résultante
d’un gradient du rapport Wnt/Dkk1 plus fort en périveineux, cependant ce gradient reste a démontrer

(Gebhardt and Hovhannisyan, 2010).

2.2/ Autres facteurs impliqués dans la régulation de la zonation hépatique

La variation de la composition sanguine en nutriments, hormones ou oxygene, le long de 1’axe
porto-central, est relayée par différents facteurs de transcription au niveau des hépatocytes. Ces
facteurs participent a la mise en place de la zonation hépatique de facon dépendante ou indépendante
de la B-caténine. Les facteurs HNF-4a (Hepatic Nuclear Factor 4) et FOXO entrent en compétition
avec la B-caténine et diminue son activité transactivatrice (Stanulovic et al., 2007 ; Colletti et al., 2009
; Gebhardt and Hovhannisyan, 2010 ; Liu et al., 2011). Indépendamment de la B-caténine, le facteur
HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor) est responsable de I’expression de la GK et de la L-PK, enzymes de
la glycolyse, dans la zone périveineuse en réponse a I’hypoxie (Roth et al., 2004 ; Kietzmann et al.,
2002). A linverse, le facteur PPAR-0 stimule ’expression de ses geénes cibles dans la région
périportale (Al Kholaifi et al., 2008 ; Bell et al., 1993). D’autres effecteurs tels que la voie de
signalisation Ha-Ras et la protéine Dicer, impliquée dans la biogénése des microARNs, participent a
la mise en place de la zonation hépatique (Hailfinger et al., 2006 ; Bracuning et al., 2007a ; Braeuning

et al., 2007b ; Sekine et al., 2009).

CONCLUSION :

L’organisation du lobule hépatique détermine I’orientation phénotypique des
hépatocytes. La zonation hépatique est dépendante de nombreux facteurs tels que la
concentration en hormones et la pression en oxygéne. De plus, la voie Wnt/pB-caténine
joue un role clé dans la zonation de nombreuses enzymes en coopérant avec différents

facteurs de transcription.
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Matériels et méthodes

Cette partic rassemble les matériels et méthodes utilisés pour les deux projets. Des
informations supplémentaires spécifiques des techniques utilisées dans la premiére partie du projet
portant sur 1’étude de la régulation transcriptionnelle de I’adiponutrine sont dans la partie matériels et

méthodes de ’article.

I/ Animaux et Matériels

1/ Animaux

Des souris males C57BL/6J ont été utilisées pour les études in vitro (culture primaire
d’hépatocytes). Des souris males C57BL/6J et des souris db/db de 9 semaines ont été utilisées pour les
expériences in vivo. Les souris ont été nourries avec un régime standard de laboratoire sous forme de
croquettes solides (SAFE, énergie métabolisable : 65 % de glucides, 11 % de graisses et 24 % de
protéines) et I’eau est fournie a volonté. Pour les manipulations nutritionnelles, les souris ont été
soumises a un jetne de 24 h ou un jeline suivi d’une alimentation pendant 18 h avec un régime

standard associée a une boisson enrichie en glucose (20%).

2/ Adénovirus

Les adénovirus recombinants utilisés ont été produits en collaboration avec I’équipe du Dr
[.Dugail (INSERM U.465) et via le CHU de Nantes. Ces adénovirus expriment soit 1’adiponutrine
(sauvage et mutée) et la GFP (Green Fluorescent Protein) sous le contréle de deux promoteurs forts
CMV indépendants, soit uniquement la GFP. Ce dernier sert de contréle dans nos expériences.
L’injection des adénovirus controle ou ADPN (de 2 a 5.10° particules infectieuses/souris) a été
réalisée dans la veine du pénis (plateforme de microchirurgie du petit animal, Institut Cochin). Toutes
les expériences avec les adénovirus se font de maniére conforme aux directives du comité d’hygiene et

de sécurité du laboratoire.
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11/ Hépatocytes en culture primaire

1/ Protocole

Les hépatocytes ont été isolés par le technique de perfusion de collagénase comme décrit
précédemment (Dentin et al., 2004). Vingt-quatre heures aprés 1’ensemencement, les hépatocytes ont
été infectés avec les adénovirus GFP ou ADPN utilisés & une concentration de 5 pfu/cellule. Le
lendemain, les cellules ont été changées et incubées en présence de 25 mM de glucose et d’insuline a
100 nM (Actrapid® Penfil®, Novonordisk, 100UI/ml) et de dexaméthasone (107'M). Pour les
expériences in vitro du 2°™ projet, les hépatocytes ont été incubés, 24 h aprés ensemmencement, dans
des conditions a 5 mM ou 25 mM (M199) soit en absence ou en présence de glucagon (0,1uM) et de

théophylline (10°M), soit en absence ou en présence d’insuline 100nM et de dexaméthasone (107M).

2/ Analyse de ’expression des génes par RT-qPCR

Les cellules sont récupérées dans 175 pl de RNA Lysis Buffer (Promega ®) et les ARN ont
été extraits a I’aide du kit SV TOTAL RNA ISOLATION SYSTEM (Promega ®). Les ARN (1 ug)
ont été rétro-transcrits en ADN complémentaires. Les ADNc dilués au 1/30°™ et couplés & une amorce
spécifique ont été analysés par le kit Light Cycler FastStart DNA master SYBR Green I (Roche ®) sur
40 cycles . Les valeurs d’amplification obtenues pour chaque géne ont été normalisées aux

valeurs d’expression d’un géne de ménage, la cyclophiline.

3/ Analyse de I’expression des protéines par Western blot

Les cellules ont été grattées dans un tampon de lyse (20 mM Tris HCI pH 7,5 ; 150 mM NaCl
; 5 mM EDTA ; 50 mM NaF ; 30 mM pyrophosphate de Na ; 1 % Triton X-100 ; 1 mM
phénylméthylsulfonyl fluoride (PMSF) contenant des inhibiteurs de protéases et de phosphatases (1
mM orthovanadate ; 1 mg/ml pepstatine ; 2 mg/ml leupeptine ; 2,4 mg/ml aprotinine). Les échantillons
ont été séparés par électrophorése sur un gel de polyacrylamide-SDS de 7 a 12 % puis électro-
transférés sur une membrane de nitrocellulose par transfert semi-sec. Aprés 1 heure de blocage, la
membrane a été incubée avec 1’anticorps primaire spécifique de la protéine d’intérét puis avec un
anticorps secondaire (Promega ®) couplé a la peroxydase . Les complexes antigénes-
anticorps ont été révélés par chimioluminescence sur un film autoradiographique a I’aide du kit ECL

(Enhanced Chemio-Luminescence, Amersham ®).
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Tableau 4 : Liste des amorces utilisées en q-PCR

T de
Geénes Amorces sens Amorces abtisens fusion
(°C)
AADA ACTCCTGGTAGTTCTGAGCTGGC GCCAACAGAGGGCATGCCTT 58
ApoB ACTTCCACAAGTTGAGTGTTCC ATTTGGGACGAATGTATGCCTT 58
ApoC3 CCCTCTTGGCTCTCCTGGCA TCGGACTCCTGCACGCTACT 58
ATGL GCCACAGCGCTGGTCACT CCTCCTTGGACACCTCAATAATG 58
Axine 2 GATTCCCCTTTGACCAGGTGG CCCATTACAAGCAAACCAGAAGT 58
CD36 CAAGCTCCTTGGCATGGTAGA TGGATTTGCAAGCACAATATGAA 58
CPS1 AGCCAAGGAGCCATTGAAAA ATTGAATGGCCCAGAGATGG 60
CPT1 TCTTGCAGTCGACTCACCTT TCCACAGGACACATAGTCAGG 58
Cyclophiline | ATGGCACTGGTGGCAAGTCC TTGCCATTCCTGGACCCAAA 58
CYP7A1 GATCCTGAAATCTACCCAGACCC GCAAAATTCCCAAGCCTGCCCG 58
DGAT1 GCCCTTCAAGGATATGGACT GACTCAGCATTCCACCAATC 58
DGAT2 AGTGGCAATGCTATCATCATCGT AAGGAATAAGTGGGAACCCAGATCA | 58
FGF21 CTGGGGGTCTACCAAGCATA CACCCAGGATTTGAATGACC 58
FSP27 AGAGAGTGTTAGAGGTGGAGA AGGCAATGAGAGGCTAAG 58
GS CAGGGACATCGTGGAGGCTC TTGGAATTCCCACTGGGCAG 60
Lect2 TAGCAGGACCATGGGCTAAC GCCCACTATCTTCCCAGTGA 60
PEPCK TGGCTACGTCCCTAAGGAA GGTCCTCCAGATACTTGTCGA 60
g)llvrllfl; gsoeAZ GAAGAGAGCGATGCAGGAAAC GTCCACATATTGGGCTGGAAA 58
HNF-4a GCGGAGGTCAAGCTACGAG CAATCTTCTTTGCCCGAATGTC 60
MTTP TGGACGTTGTGTTACTGTGG TAGTGTACTTTTTGCCC 58
PGC1a TAAACTGAGCTACCCTTGG CTCGACACGGAGAGTTAAAGGAA 58
PPAR-a GCT ACCACT ACGCAGTTCACG GCTCCGATCACAACTTGTCGT 58
TCF4 ACCCGGCAAACCCTGAACTGT GTCCGTCCCTAAAGGCAGCCA 58
TGH GAGCTCAGGGCCAAGGAGTCAG GACCCTCCTGATCAGAGCTCAACA 58




Tableau 5 : Liste des anticorps utilisés en Western-Blot

Poids ;
. . . . I Anticorps
Anticorps Fournisseurs moléculaires Dilutions .
secondaire
(kDa)
C Souris (Pierce ®)
GS BD Biosciences ® 45 1/5000 (1/10000)
Bcaténine 1/2000 .
active (8E7) MILLIPORE ® 95 Souris
Bcaténine Co Souris
totale BD Biosciences ® 95 1/1000
GAPDH Santa Cruz ® 36 1/2000 Lapin
GFP Roche ® 28 1/1000 Souris
HNF-4a Santa Cruz ® 55 1/1000 Chevre
PEPCK Santa Cruz ® 69 1/2000 Lapin
SCD1 Santa Cruz ® 37 1/1000 Lapin




4/ Immunoprécipitation de I’adiponutrine

Les hépatocytes de souris en culture primaire surexprimant 1’adiponutrine ou la GFP sont
cultivés en présence de 25 mM de glucose et d’insuline (100 nM). Aprés 24h, les protéines sont
extraites dans un tampon de lyse comme décrit précédemment. Une quantité de 1mg de protéine a
d’abord été incubée avec 50pl de protéine G-sépharose (Sigma®) pendant 1 heure pour diminuer le
bruit de fond (« pre-clearing »). Aprés élimination de la protéine G par centrifugation (6000 rpm, 5
minutes a 4°C), I’anticorps anti-V5 (tableau 5) est utilis¢ a une concentration finale de 2 pg/mg de
protéines et les tubes sont placées sur une roue a 4°C sur la nuit. Les tubes sont ensuite centrifugés
pendant 10 minutes & 6000rpm a 4°C. Deux ringages avec le tampon (EDTA 2.10° M ; NaCl 8,8
mg/l ; Triton 1X ; SDS 10° M ; TrisHCI 0,02M) puis le tampon (EDTA 2.10° M ; NaCl 30 mg/l ;
Triton 1X ; SDS 10 M ; TrisHCI 0,02M) pendant 10 minutes sur une roue a 4°C sont effectués.
Apres centrifugation (5000 rpm, 4°C, 5 minutes), la protéine G est reprise dans du laemmli et les
protéines sont dénaturées. Les échantillons sont ensuite envoyés a la plateforme de protéomique

(Institut Cochin).

11/ Expérimentations en lignée cellulaire

1/ Immunoprécipitation

Les cellules COS sont cultivées dans un milieu DMEM & 25mM de glucose (PAA™) contenant
10% de SVF (Serum de veau feotal) et des antibiotiques (streptomycine, 10 mg/ml et penicilline, 100
UlI/ml). Les cellules sont ensemmencées dans des boites de 100mm et transfectées par lipofection avec
la lipofectamine 2000 (1mg/ml) (Invitrogen™) dans 100ul d’OPTI MEM (PAA®) avec 500 ng de
chaque plasmides exprimant les protéines adiponutrine, HSC70 et ASAP2. L’ immunoprécipitation est
réalisée comme décrit précédemment. Pour I’immnuprécipitation de HSC70, des billes couplées a un
anticorps Flag M2 (Sigma®) sont utilisées (30pl pour 1 mg de protéines). Le protocole est semblable a

celui pour la protéine-G sépharose.

2/ Transfections transitoires

La lignée hépatomateuse HuH7 est cultivée dans un milieu DMEM a 5mM de glucose (PAA")
contenant 10% de SVF (Serum de veau feotal), de la L-glutamine (2,4 mM) et des antibiotiques
(streptomycine, 10 mg/ml et penicilline, 100 Ul/ml). Les cellules sont ensemmencées dans des boites
de 24 puits et transfectées par lipofection avec la lipofectamine 2000 (1mg/ml) (Invitrogen®™) dans
50ul d’OPTI MEM (PAA") avec 50 ng de plasmides exprimant soit la p-caténine soit le sitt WRE

(Wnt Response Element) sauvage (TOP) ou muté (FOP) couplés a un géne rapporteur luciférase et
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avec 100 ng de plasmide exprimant la B-galactosidase. Le lendemain, les cellules sont incubées dans
un milieu DMEM (5mM) sans SVF contenant 0,6% de BSA (Bovine Serum Albumin), de ’oléate
(300 pM, Sigma®™) ou du palmitate (480 pM, Sigma™). Aprés 24h d’incubation, les activités luciférase
et B-galactosidase sont mesurées avec le kit Luciférase Assay System (Promega®) et par un dosage

colorimétrique, respectivement.

111/ Etude in vivo

1/ Sacrifice des souris

Les souris infectées par les adénovirus contréle ou ADPN ont été sacrifiées dans différents
états nutritionnels (nouri, a jeun, renourri) au bout de 7 a 10 jours d’infection. Les animaux ont été
anesthésiés par une injection intra-péritonéale d’un mélange de xylazine/kétamine. Les foies ont été
rapidement prélevés et congélés dans 1’azote liquide. Un lobe de foie a été congélé dans ’isopentane
pour une analyse morphologique des foies (coloration a I’huile rouge des lipides). Le sang a été
prélevé dés le retrait du foie et avant coagulation. Le plasma a ensuite été séparé par une centrifugation
de 10 minutes a 8000 rpm & 10°°C. Les autres tissus (tissu adipeux épididymaire, cceur, rate, muscle)
ont également été récupérés, rapidement congelés dans I’azote liquide et analysés afin de détecter une

éventuelle contamination des adénovirus.

2/ Immunomarquage

Lors du sacrifice des souris, un lobe du foie a été récupéré dans I’isopentane ou dans du
formol 4% puis inclus en paraffine (plate-forme de morphologie et histologie, Institut Cochin).
- Coloration a I’huile rouge (plateforme d’histologie de I’Institut Cochin)
- Immunohistochimie

Lors du sacrifice, un lobe de foie a été¢ fixé dans de formol puis inclus en paraffine. Des
sections de foies ont été coupées au microtome. Sur ces coupes, la protéine GS (glutamine synthetase)
a été détectée grace a un anticorps primaire (BD Biosciences ®, 1/300¢me) dilué dans du « M.O.M.
diluent » (M.O.M kit, Vector ®) et un anticorps secondaire anti-souris biotinylé fourni avec le kit
M.O.M. Le kit ABC (Vectastain®™) a permis de reconnaitre et d’amplifier la fonction peroxydase de
I’anticorps secondaire. Le DAB (Vektor SK4100 ®) crée, par réaction enzymatique avec I’ABC un
produit coloré, qui a permis ensuite de visualiser le marquage. Les lames ont été contre-colorées a
I’hemalun (marquage des noyaux) avant d’étre déshydratées dans différents bains d’alcool. Les lames

ont été visualisées avec un microscope Nikon".
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3/ Sécrétion des VLDL

Les souris ont été soumises & un jetine de 12h. Le tyloxapol (Sigma®™) a été dilué dans du
sérum physiologique (200 mg dans 1,8 ml) et a été injecté en IP a une concentration de 500 mg/kg de
souris. Le sang a été prélevé a la queue avant I’injection puis aprés 1h, 2h, 3h et 7h dans des tubes
héparinés. Le sang a été centrifugé (10°C, 8000 rpm, 10 min) et les lipides plasmatiques ont été dosés.

Les souris ont été sacrifiées comme décrit précédemment.

4/ Induction d’un diabéte de type 1 par injection de streptozotocine

Les souris ont été soumises a un jetine de Sh. La streptozotocine, préparée dans une solution
de citrate acidifié a pH 4-4,5 avec de I’acide acétique glacial, a été injectée a une concentration de 180
mg/kg de souris, 2 jours de suite. Les souris controle ont regu un volume équivalent en citrate. Apres 3
jours, les souris ont été mises a jeun 4h et ’hyperglycémie a été controlée. Au bout de 7 jours, les
souris ont regu une injection d’insuline de 1,5 Ul/kg de souris en IP ou une injection d’un volume
équivalent de sérum physiologique. Deux heures aprés I’injection, la glycémie a été mesurée et les

souris ont été sacrifiées.

5/ Lipidomique

Un échantillon de foie congelé dans I’azote liquide a été envoyé a la plateforme de
lipidomique (IFR150-BMT/MetaToul, Toulouse) pour une analyse qualitative et quantitative des
différentes espéces lipidiques.

Les chromatographies sur couche mince (TLC, Thin Layer Chromatography) ont été réalisées
en collaboration avec 1’équipe d’Isabelle Dugail (Institut des Cordeliers). L’analyse des espéces
lipidiques, séparées par TLC, par spectrométrie de masse est réalisée en collaboration avec la

plateforme de proétomique de Necker.

6/ Parametres biologiques

Les dosages plasmatiques ont été effectués sur la plateforme de Bichat: glycémie,
triglycéridémie, cholestérolémie totale, HDL-cholestérolémie, dosage des corps cétoniques et des

acides gras libres.

90



7/ Analyse statistique des résultats

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SEM. L’analyse statistique des résultats
a été effectuée en utilisant le #-test Student. Les différences sont considérées comme significatives

lorsque le niveau de significativité est inférieur a 5 % (p< 0,05).
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1°° PARTIE :

REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE
DE L’ADIPONUTRINE DANS LE FOIE

94



95



PREMIERE PARTIE :
Régulation de I’expression de I’adiponutrine
dans le foie chez la souris et ’homme

I/ Justification du travail

Comme nous I’avons décrit dans I’introduction de ce manuscrit, 1’adiponutrine est une
protéine dont la fonction n’est pas clairement établie. Elle semble cependant associée au métabolisme
glucido-lipidique. En effet, I’adiponutrine appartient a une grande famille de lipase/transacylase et son
expression est régulée par les conditions nutritionnelles, étant réprimée a jeun et induite a 1’état nourri
dans le tissu adipeux et le foie. Différentes études menées sur le tissu adipeux chez la souris et
I’homme ont montré le réle déterminant de 1’insuline et du glucose dans la régulation de 1’expression
de I’adiponutrine, suggérant ainsi que 1’adiponutrine serait régulée au niveau transcriptionnel de fagon
analogue aux enzymes de la glycolyse et de la lipogenése. Cependant, aucun mécanisme moléculaire
n’avait été proposé lorsque nous avons débuté notre étude. Deux facteurs de transcription, ChREBP et
SREBPIc, sont impliqués dans 1’induction de I’expression de ces enzymes métaboliques en réponse
au glucose et a I’insuline. En effet, ils induisent de fagon indépendante ou en synergie, I’expression
des enzymes de la glycolyse, de la lipogenése et de I’estérification.

L’ensemble de ces observations nous a conduit a étudier le réle de ces facteurs dans le
contrdle de la transcription de I’adiponutrine. Nous avons entrepris cette étude au niveau du foie, car
I’adiponutrine est majoritairement exprimé dans le foie chez I’homme et il est I’un des geénes les plus
induits dans le foie stéatosé de souris 0b/ob. Enfin, la découverte du SNP 1148M de I’adiponutrine en
tant que nouveau marqueur de la stéatose hépatique, est un argument supplémentaire pour I’étude de

I’expression de I’adiponutrine dans les hépatocytes humains.

11/ Résultats

1/ Régulation de I’expression de I’adiponutrine chez la souris

1.1/ Régulation par les conditions nutritionnelles, le glucose et insuline

Dans un premier temps, nous avons confirmé la régulation de 1’expression de 1’adiponutrine
par les conditions nutritionnelles dans le foie de souris C57BL/6J et de souris db/db, qui est un modele
d’obésité, de stéatose hépatique et de résistance a I’insuline . Nous

avons montré que I’expression de I’adiponutrine est induite lors de la transition jetine/alimentation de
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facon comparable a celle des facteurs de transcription ChREBP et SREBPIc et de leur génes cibles
(L-PK, cible spécifique de ChREBP, de la FAS et de la SCD-1, cibles de ChREBP et de SREBPIc).
Dans le foie stéatosé des souris db/db, la forte induction de 1I’expression de 1’adiponutrine corréle avec

la stimulation des enzymes de la glycolyse et de la synthése de novo des lipides

La transition entre I’état de jeline et 1’état nourri est caractérisée par 1’augmentation de la
glycémie et de I’insulinémie. Afin de tester les effets spécifiques du glucose et de 1’insuline sur la
régulation de I’expression de I’adiponutrine, nous avons incubé des hépatocytes de souris en culture
primaire avec différentes concentrations de glucose (5 mM ou 25 mM) et en présence ou en absence
d’insuline (100 nM). Nous avons ainsi montré que 1’expression de 1’adiponutrine est fortement
stimulée par le glucose et I’insuline dans les hépatocytes et qu’elle suit le profil d’expression des

genes de la glycolyse et de lipogenése

2.2/ Régulation transcriptionnelle de ’adiponutrine par le facteur ChREBP en réponse au

glucose

Afin de déterminer si le facteur ChREBP, médiateur des effets du glucose, est impliqué dans
la régulation transcriptionnelle de 1’adiponutrine, nous avons réalisé¢ des expériences de surexpression
et d’inhibition de ChREBP in vivo, dans le foie de souris C57Bl1/6J, et in vitro, dans des hépatocytes en
culture primaire.

Une forme dominante positive de ChREBP (ChREBP-DP), mutée sur ses deux sites de
phosphorylation le rendant ainsi insensible a I’inhibition par la PKA, a été utilisée. La surexpression
de ChREBP-DP dans le foie de souris ou dans les hépatocytes en culture primaire, grace a une
stratégie adénovirale, induit bien une augmentation de I’expression de 1’adiponutrine et du geéne cible
de ChREBP, la LPK . A l'inverse, 'utilisation d’un ARN interférant
dirigé contre ce facteur diminue I’expression de I’adiponutrine et de la L-PK

Par des analyses in silico du promoteur murin de I’adiponutrine, un site ChoRE, site consensus
de fixation de ChREBP, a été identifié en position -300 pb du promoteur a partir du site d’initiation de
la transcription. Nous avons réalisé différentes constructions contenant le fragment de -300pb du
promoteur couplé a un geéne rapporteur luciférase. Par des études de transfections transitoires, nous
avons montré la fonctionnalité de ce fragment, en présence ou en absence du facteur ChREBP et de
son co-facteur Mlx. Le complexe ChREBP/MIx induit I’activité luciférase du fragment de -300 pb

contenant le site ChoRE. Cette induction est abolie lorsque le site ChORE est muté

Ces résultats suggerent donc que ChREBP régule la transcription de I’adiponutrine en réponse

au glucose.
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2.3/ Régulation transcriptionnelle de ’adiponutrine par le facteur SREBPIc en réponse a

linsuline

Nous avons effectué¢ les mémes expériences afin d’étudier le role du facteur SREBPIc,
médiateur des effets de ’insuline, sur I’expression de 1’adiponutrine.

La surexpression du facteur SREBP1lc dans le foie de souris ou dans des hépatocytes en
culture primaire induit I’expression de I’adiponutrine ainsi que celle de ses geénes cibles, la FAS et la
SCD-1 . A l'inverse, la surexpression d’une forme dominante négative
de SREBPIc, délétée de son domaine de liaison a I’ADN, séquestre la forme endogéne de SREBP1c
et de ce fait, inhibe 1’expression de 1’adiponutrine et de ses génes cibles

Par des analyses in silico du promoteur murin de 1’adiponutrine, nous avons identifié¢ un site
SRE, site consensus de fixation de SREBP1c, en position -1800 pb a partir du site d’initiation de la
transcription. Nous avons validé sa fonctionnalité par des expériences de transfections transitoires
dans des cellules HEK, comme décrit précédemment pour ChREBP

Ces résultats suggérent que le facteur SREBP1c stimule la transcription de 1’adiponutrine en

réponse a I’insuline.

2/ Régulation de I’expression de I’adiponutrine dans des hépatocytes humains

Afin d’étudier les effets des facteurs de transcription ChREBP et SREBP1c chez ’homme,
nous avons poursuivi 1’étude de la régulation de I’expression de 1’adiponutrine dans deux lignées
d’hépatocytes humains : la lignée hépatomateuse humaine HepG2 et la lignée d’hépatocytes
immortalisés IHH (Immortalized Human Hepatocytes).

Comme attendu, ’expression de I’adiponutrine humaine endogéne est induite par la
surexpression du facteur SREBP1c dans les deux lignées hépatocytaires et est inhibée en présence de
la forme DN-SREBP1c . Bien que la surexpression du facteur ChREBP-
DP augmente I’expression de la L-PK, elle n’a aucun effet sur celle de 1’adiponutrine

. Nous avons pu déterminer par des analyses in silico la présence de sites SRE dans le
promoteur humain, mais nous n’avons pas pu identifier de site consensus ChoRE conservé.

Ainsi, seul le facteur SREBPlc semble réguler I’expression de l’adiponutrine dans des

hépatocytes humains.
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Abstract

Background & Aims

The adiponutrin/PNPLA3 (patatin-like phospholipase domain-containing protein 3) variant
1148M has recently emerged as an important marker of human fatty liver disease. In order to
understand the role of the adiponutrin/PNPLA3 protein, we investigated the regulation of its
expression in both human and mouse hepatocytes.

Methods

Adiponutrin/PNPLA3 and lipogenic enzyme expression was determined by real-time PCR
analysis in a wide panel of analysis /77 V//0 in mouse liver and /77 Vitro in murine hepatocytes
and human hepatocyte cell lines infected with ChREBP or SREBPIc-expressing
adenoviruses.

Results

We show that in mouse liver, the adiponutrin/PNPLA3 gene expression is under the direct
transcriptional control of ChREBP (carbohydrate-responsive element—binding protein) and
SREBPIc (sterol regulatory element binding proteinlc) in response to glucose and insulin
respectively. /n silico analysis revealed the presence of a ChoRE (carbohydrate responsive
element) and of a SRE (sterol binding responsive element) binding site on the mouse
adiponutrin/PNPLA3 gene promoter. Point mutation analysis in reporter gene assays
identified the functional response of these two binding sites in the mouse

adiponutrin/PNPLA3 promoter. In contrast, in human immortalized hepatocytes and in

HepG2 hepatoma cells, only SREBP1c was able to induce adiponutrin/PNPLA3 expression,
whereas ChREBP was unable to modulate its expression.

Conclusions



O ~J o U WN

OO NCTUIUTUIUTUIUTUTOTOT S DB DB DR DDEDWWOWWWWWWWWWNNNNNNMNNNMNNNERRERRRR R R e
R WNHFRFOWO IO WNROW®OW-JAUTDWNRPROW®O-JAAUBRWNROWWTIANUBRWNROWO®O-TUNSWNR O O

All together our study suggests that adiponutrin/PNPLA3 is regulated by two key factors of
the glycolytic and lipogenic pathways, raising the question of its implication in the

metabolism of carbohydrates and lipids.

Word count of the abstract : 233

Key words: Adiponutrin, PNPLA3, SREBP1c, ChREBP, lipogenesis, liver, IHH, HepG2,

NAFLD, hepatic steatosis
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Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common form of liver disease
in western countries (1). It includes a large panel of liver disorders ranging from benign fatty
liver (hepatic steatosis) to a progressive form with an inflammatory response known as
steatohepatitis or NASH, and may ultimately evolve in fibrosis and cirrhosis (2). NAFLD is a
component of the metabolic syndrome and is associated with obesity and type-2 diabetes (2,
3). Although the mechanisms leading to NAFLD are still unclear, the dysregulation in lipid
metabolism were involved (4). It was estimated that 30% of the TG content in NAFLD livers
came from g€ novo lipogenesis, underlying the importance of this pathway in the etiology of
NAFLD (5, 6).

Hepatic dé novo lipogenesis is controlled by transcription factors SREBP1c (Sfero/
Responsive Element binding proteinic) and ChREBP (Carbohydrate Responsive Element
Binding Protein), which mediate respectively the genic effects of insulin and glucose on
glycolytic and lipogenic genes (7-10). Insulin enhances SREBPIc gene expression and its
cleavage therefore favoring its binding to sterol-response element (SRE) in the promoters of
target genes (7). On the other hand, ChREBP acts by forming a heterotetramer with Max-like
protein X (MIx) resulting in an efficient binding to ChoRE sequences and functional activity
(11, 12). Inhibition of ChREBP or SREBPIc in liver of obese ob/ob mice leads to an
improvement of hepatic steatosis (13, 14), supporting their role as key determinants of the
lipogenic pathway under both physiological and pathophysiological conditions.

Recently, the adiponutrin/PNPLA3 gene has emerged as a new marker of human

hepatic steatosis (15). Initially discovered in adipose tissue, adiponutrin/PNPLA3 is regulated

by the nutritional status in mouse. Its expression is decreased upon fasting and induced upon

high-carbohydrate diet feeding (16-19). Glucose and insulin regulate adiponutrin/PNPLA3

expression in mouse adipocytes and human adipose tissue (16 , 20-22). Adiponutrin/PNPLA3
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belongs to a large family of PNPLA (patatin-like Phospholipase domain containing) enzymes
(23, 24), which share a common “patatin-like” domain, harboring a lipase/esterase activity.
Among them, ATGL/PNPLA2 (Adipose Triglyceride Lipase), which is the closest protein
related to adiponutrin/PNPLA3, increases TG hydrolysis and fat mobilization in adipose cells,
a function that remains uncertain for adiponutrin/PNPLA3 (24). A single nucleotide
polymorphism (SNP) 1148M in the adiponutrin/PNPLA3 gene was associated with increased
hepatic fat in different ethnic groups susceptible to NAFLD (25) and with an increased liver
inflammation (25, 26). Lastly, overexpression of this variant in human hepatoma cells leads to
increased TG accumulation (27), suggesting that adiponutrin/PNPLA3 could participate to
liver lipid homeostasis. Considering these findings, we aimed at investigating the molecular
mechanisms controlling adiponutrin/PNPLA3 expression in both mouse liver and human

hepatocyte cell lines.
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Materials and methods

Animals

Seven to 9 week-old male C57BL/6J and db/db mice (Elevage Janvier) were housed with a
12-h light/12-h dark cycle in a temperature-controlled environment. All procedures were
carried out according to the French guidelines for the care and use of experimental animals
and approved by the Direction Départementale des Services Vétérinaires de Paris. Mice had
free access to water and regular diet (in terms of energy: 65% carbohydrate, 11% fat, and 24%
protein). They were studied in fasted (24 h) and fed state. After intraperitoneal anesthesia,

livers were rapidly frozen in liquid nitrogen, and kept at -80°C.

Injection of ChREBP and SREBP1c adenoviruses

Mice were injected through the penis vein with 5.10° pfu of either GFP or ChREBP-DP (28)
or of either B-gal or SREBPlc (29). Animals were studied in the post-prandial state 10 days
after the adenoviral injection for the ChREBP group, and 2 days after for the SREBP1c group.

Livers were removed and frozen immediately in liquid nitrogen.

Primary cultures of hepatocytes

Mouse hepatocytes were isolated as described previously (28). Cells were incubated for 6

hours in M199 without glucose and then changed to M199 without glucose or containing

S5SmM or 25mM glucose in the presence or the absence of 100 nM insulin for 24h. In

adenoviral infection experiments, hepatocytes were infected with 5 pfu/cell of either the
control Ad-GFP, Ad-ChREBP-DP, Ad-SREBPlc or Ad-SREBPlc-DN for 24h. The
following day, cells were cultured in the presence of 25mM glucose and 100nM insulin. For
ChREBP-silencing experiments, primary cultures of hepatocytes were transiently transfected

with siRNA duplexes as described previously (28). Following the adenofection period (5h),
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transfected hepatocytes were cultured for 24 h in M199 medium containing 100nM

dexamethasone, 100nM insulin and 25mM glucose.

Cell Culture and transient transfection assay

HepG2 hepatoma cells and HEK293 cells were grown in 25mM D-glucose DMEM
supplemented with 10% fetal calf serum (FCS). HepG2 cells were infected with 5 pfu/cell of
either Ad-GFP, Ad-ChREBP-DP, Ad-SREBP1c or Ad-SREBP1¢c-DN for 24h. Following the
adenofection period, HepG2 were starved in SmM D-glucose for 5h and then cultured in the
presence of 100nM insulin in 25mM D-glucose DMEM for 24h. HEK293 cells were
transfected with 100ng of luciferase reporter constructs, 100ng of pSV-B-galactosidase vector,
50ng of pcDNA3 empty vector, or pSV-Sport-SREBP1c¢ (kind gift of Dr. B. Spiegelman) or
25ng of pCMVS4-ChREBP and pCMVS4-Mix (12) (kind gift of Dr. H. Towle) using
lipofectamine (Invitrogen), and cultured in 25mM D-glucose DMEM containing 10% FCS for

24h. Immortalized human hepatocytes (IHH) were grown in Williams’ medium E

supplemented with 10 % FCS (kind gift of Dr Moshage)(30). Cells were infected and cultured

as described for HepG2 cells.

Luciferase reporter gene Assay

Transiently transfected HEK293 cells were lysed in Cell Culture Lysis Reagent (Promega).
Luciferase activities were determined according to the manufacturer's instructions (Luciferase
Assay System, Promega). [-galactosidase activities were determined in the [3-gal-Assay
Buffer (1,33mg/ml 2-Nitrophenyl f-D-galactopyranoside, 1mM MgCl,, 45mM f-
mercaptoethanol, 10mM potassium chloride, 100mM sodium phosphate pH 7,5) at 405nm
according to manufacturer’s instruction (Biorad Lumimark Plus plate reader). Lysate samples

were assayed in triplicate. The luciferase activity of each sample, expressed in relative light
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units, was normalized to its B-galactosidase activity.

Isolation of total mMRNA and analysis by RT-qPCR

Total cellular RNA was extracted from liver samples or cultured hepatocytes using the
RNeasy Kit (Qiagen). RT-qPCR analysis was performed with a light cycler instrument and
SYBR green detection of amplified products (Roche Applied Science). Primers are listed in
supplemental methods. The relative quantification for each gene was corrected to the

cyclophilin mRNA values.

Preparation of extracts and Immunoblots analysis

Total liver extracts were prepared as previously described (28). Proteins (40 pg) were
subjected to SDS-PAGE analysis on 10 % gels and transferred to nitrocellulose membranes.
ChREBP protein was detected using a rabbit polyclonal antibody (Novus Biologicals) and
SREBPIc was detected using either a monoclonal or a polyclonal antibody (SREBP1 Ab-1,
NeoMarkers, Interchim ; sc-8984 Santa Cruz Biotechnology). GAPDH polyclonal (sc-25778,
Santa Cruz Biotechnology) and B—actin monoclonal (cloneAC-74, SIGMA) antibodies were
used as loading controls. The detection was carried out using enhanced chemiluminescence

(GE Healthcare).

Statistical analysis
Samples in each group of the experiments were in triplicate. Results are expressed as means +
SEM. The statistical significance of differences between means was evaluated using the

unpaired Sfudent’s t test.
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Results
Adiponutrin/PNPLA3 gene expression is regulated in vivo by nutritional changes and in vitro
by insulin and glucose

We first explored adiponutrin/PNPLA3 gene expression in liver of C57BL/6 mice

under different nutritional conditions. Adiponutrin/PNPLA3 mRNA levels were low during

fasting and strongly induced upon feeding a high-carbohydrate diet (Figure 1A), in agreement

with previous studies (17-19). This pattern of induction was closely similar to the one

described for L-PK (L-pyruvate kinase), FAS (fatty acid synthase) and SCD1 (stearoy/-CoA

desaturase) gene expression, three major enzymes of glycolysis and lipogenesis/esterification.
ChREBP and SREBPIc, which mediate glucose and insulin effects on L-PK, FAS and SCD1
gene transcription (7 , 31), were also significantly increased upon feeding a high-carbohydrate
diet (Figure 1A).

We further investigated the expression of adiponutrin/PNPLA3 in liver of genetically

obese and diabetic db/db mice during the fasting/feeding transition (Figure 1A). These mice

carry a point mutation in the leptin receptor gene, leading to a defective leptin transduction

sienal and consequently to leptin resistance (32). They display hyperglycemia,

hyperinsulinemia and hepatic _steatosis (supplementary table 1) (33). Although the

mechanisms leading to the development of fatty liver are complex, increased lipogenic rates
via enhanced SREBP1c and/or ChREBP activity were documented in several studies (8, 13,
14, 34). ChREBP and SREBP1c mRNA levels were markedly increased in db/db mice (2.5 to
5-fold) compared to fed C57BL6 mice, leading to the induction of their target genes, L-PK,
FAS and SCDI particularly in the fed state (Figure 1A). Interestingly, adiponutrin/PNPLA3
gene expression mirrored the lipogenic genes regulation exhibiting a 3 and 8-fold increase
respectively, in fed and fasted db/db mice compared to C57BL6 mice (Figure 1A). These

results suggest that, in the pathophysiological context of a high lipogenic activity as in hepatic

10
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steatosis, adiponutrin/PNPLA3 expression is strongly increased and regulated by the
nutritional and hormonal status.

The fasting/feeding transition implicates important changes in plasma glucose and
insulin concentrations, which could account for the induction of the adiponutrin/PNPLA3
gene. To directly investigate the effect of glucose and insulin on adiponutrin/PNPLA3

expression, we used primary hepatocytes from C57BL/6 mice cultured without glucose or at

low or high concentrations (5 vs 25mM) in the presence or in the absence of insulin (100nM).

Adiponutrin/PNPLA3 gene expression was significantly increased in hepatocytes incubated in

the presence of glucose following the same pattern of expression than L-PK. High glucose

and insulin concentrations significantly potentiate the adiponutrin/PNPLA3 gene expression,

similarly to L-PK, FAS and SCDI1 gene (Figure 1B). As expected, SREBP1c expression was
induced by high insulin concentrations regardless of the glucose concentration, while
ChREBP expression was only significantly induced in the presence of high insulin and
glucose concentrations (28). These results show that both glucose and insulin are required to

induce adiponutrin/PNPLA3 expression (Figure 1B).

ChREBP regulates adiponutrin/PNPLA3 gene expression in mouse hepatocytes

To further understand the molecular mechanisms controlling adiponutrin/PNPLA3
gene expression in response to glucose, we investigated the implication of ChREBP. We used
an adenoviral strategy to overexpress /1 ViV0 a dephosphorylated isoform of ChREBP
(ChREBP-DP), which accumulates into the nucleus and activates gene transcription (11, 12 ).

Total ChREBP protein levels were markedly increased in total liver extracts from ChREBP

versus GFP-treated mice (Figure 2A), whereas SREBPIlc slightly decreased. As a
consequence, adiponutrin/PNPLA3 gene expression was increased 4-fold. The ChREBP

target gene, L-PK, was also enhanced by 2-fold (Figure 2A).

11
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Similarly, infection of primary cultured hepatocytes with Ad-ChREBP-DP led to an
increased ChREBP protein content (Figure 2B). L-PK and adiponutrin/PNPLA3 gene
expression were increased 1.5 to 5-fold. The reverse experiment was also performed by
transfecting hepatocytes with a ChREBP siRNA (28). ChREBP protein content was
efficiently decreased by 60% (Figure 2C) when compared to scramble siRNA conditions
leading to a 60% and 50% inhibition of both adiponutrin/PNPLA3 and L-PK mRNA content,
respectively.

To further investigate whether ChREBP stimulates the adiponutrin/PNPLA3 promoter,
we generated promoter-reporter luciferase constructs using four deletion fragments of the
mouse adiponutrin/PNPLA3 promoter (-1800, -700, -300 and -200bp from the ATG) inserted
in a luciferase reporter vector. The effects of ChREBP and MIx on the activity of the different
adiponutrin/PNPLA3 reporter constructs were measured in HEK293 cells. When expressed
alone, ChREBP or Mix did not increase luciferase activity of any constructs (Supplementary
figure 1). Maximal luciferase activity was obtained when the ChREBP/MIx complex was
transfected with the -300bp construct (Figure 2D, left panel). The decrease in luciferase
activity of the -700 and -1800bp constructs in the presence of ChREBP/MIx suggests the
presence of a potential distal inhibitory element. /77 8//ico analysis led to the identification of
one conserved ChoRE site located at -300 bp from the initiation start site. This ChoRE
sequence was similar to the consensus site determined in the L-PK promoter (lower panel in
Figure 2D) (35). Mutation of this site (-300bp-ChoRE™"") suppressed ChREBP/MIx-mediated
induction of the -300bp construct luciferase activity (Figure 2D, right panel). This suggests a
specific effect of ChREBP on adiponutrin/PNPLA3 promoter. All together, our results
demonstrate that mouse adiponutrin/PNPLA3 gene expression is under the transcriptional

control of ChREBP.

12
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SREBP1c regulates adiponutrin/PNPLAS3 gene expression in mouse hepatocytes
To determine whether SREBP1c plays a role in adiponutrin/PNPLA3 gene expression,
the active form of SREBP1c was overexpressed in mice liver, using the Ad-SREBP1c¢ (Figure

3A). As a direct consequence of SREBPIlc overexpression, adiponutrin/PNPLA3 gene

expression was increased by 27-fold. The two SREBPIc target genes, FAS and SCD1, were

respectively increased by 8- and 9-fold. It should be noted that the induction of the

adiponutrin/PNPLA3 gene occurred despite the decrease in ChREBP protein content in liver
of SREBP1c-overexpressing mice (Figure 3A).

We confirmed the control of adiponutrin/PNPLA3 gene expression by SREBP1c /1
vitro. In Ad-SREBPIc-infected hepatocytes, a 15-fold increase in adiponutrin/PNPLA3
expression was observed. FAS and SCD1 gene expression was also significantly induced by 3
and 4-fold, respectively (Figure 3B). In a reciprocal experiment, we examined the effect of
reducing SREBPIc¢ activity in primary hepatocytes infected with a dominant negative form of
rat SREBP1c (SREBP1c-DN), previously characterized as a potent suppressor of endogenous
SREBPIc transcriptional effects (29, 36). As previously shown (29, 37), FAS and SCDI1
mRNA levels were decreased upon SREBPI1c-DN expression (Figure 3C). Importantly,
overexpression of SREBP1c-DN also blunted the induction of adiponutrin/PNPLA3 gene
expression (Figure 3C), suggesting that adiponutrin/PNPLA3 is a direct target of SREBPIc.

Finally, we investigated a direct transcriptional effect of SREBPlc on the
adiponutrin/PNPLA3 promoter-reporter constructs in HEK293 cells. SREBPI1c induced a 2-
fold increase of the luciferase activity of the -1800bp construct (Figure 3D, left panel). /n
Silico analysis revealed a putative SRE binding site located at -1750bp (Figure 3D, lower
panel). Mutation of this site (-1800bp-SREM™) completely abolished SREBPIc-induced

transactivation of the adiponutrin/PNPLA3 promoter, thus confirming its functionality (Figure

13
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3D, right panel). Our data suggest then a direct regulation of mouse adiponutrin/PNPLA3

promoter by SREBPIc.

Human adiponutrin/PNPLAS3 gene expression is regulated by SREBP1c, but not by ChREBP,

in human hepatocytes cell lines

In humans, adiponutrin/PNPLA3 expression seems to be more restricted to the liver than to
adipose tissue, contrasting with the mouse adiponutrin/PNPLA3 pattern of expression (23). It
was therefore important to study in parallel the regulation of adiponutrin/PNPLA3 by

ChREBP or SREBPIc in human cells (Figures 4). HepG2 hepatoma cells and immortalized

human hepatocytes (IHH) were infected with Ad-ChREBP-DP, Ad-SREBPlc or Ad-

SREBP1c¢c-DN. Surprisingly, ChREBP overexpression had no effect on adiponutrin/PNPLA3

gene expression, whereas it increased the expression of its target gene L-PK in both cell lines

(Figure 4A). In contrast, human adiponutrin/PNPLA3 expression was 1.5 and 5-fold induced

by SREBPIc respectively in HepG2 and IHH, and was inhibited by SREBP1¢-DN. FAS and

SCDI1 gene expression followed a similar pattern of regulation (Figure 4B). In agreement with

these observations, /7 $//ico analysis of the human adiponutrin/PNPLA3 gene promoter did
not reveal the presence of conserved ChoRE binding site, but 4 SRE were identified (-4031bp,

-3710bp, -3597bp, -3322bp). All together, our results show that in [HH and HepG2 cells,

human adiponutrin/PNPLA3 gene is regulated by SREBP1c, but not by ChREBP.

14
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Discussion

NAFLD is the most common cause of impaired liver function in Western countries,
affecting over 25% of the population (38) and is currently considered as a hepatic
manifestation of the metabolic syndrome (39). This complex disease implicates many
metabolic pathways that appear to be regulated by the interplay of environmental factors and
genetic predisposition (4). Genome-wide association scans (GWAS) in well-defined NAFLD
and NASH patients participate to the identification of genetic variants leading to
understanding the molecular mechanisms underlying hepatic steatosis and NAFLD natural
history. The recent discovery of the adiponutrin/PNPLA3 variant 1148M and its association
with hepatic steatosis and NAFLD severity in multiple studies underline an important role for
adiponutrin/PNPLA3 in the genetic predisposition towards accumulating hepatic fat (25).
These data prompted us to investigate the regulation of hepatic adiponutrin/PNPLA3
expression by nutritional challenges /17 V/v0 and by glucose and insulin /17 Vitro.

In the present study, we demonstrate that the transcription factors ChREBP and
SREBPIc¢ tightly control adiponutrin/PNPLA3 expression both /77 vitro and /n vivo in mouse
liver, in a similar manner than glycolytic and lipogenic genes. We identified two consensus
sites (one ChoRE and one SRE) that support functional responses within the mouse
adiponutrin/PNPLA3 promoter as evidenced by luciferase reporter gene experiments. These

data therefore validate previous microarray reports (35, 40). ChREBP overexpression

increased the mouse adiponutrin/PNPLA3 mRNA levels in mice liver and cultured
hepatocytes. Interestingly, the human adiponutrin/PNPLA3 expression was not enhanced by
ChREBP in both human HepG?2 cells and IHH, despite the induction of its target gene L-PK.
These data correlate with the absence of a well-conserved canonical ChoRE site in the human
promoter. Such a discrepancy between species was previously documented for the ChREBP

target gene FGF21, which harbors a ChoRE site only in the mouse promoter (35, 41). On the
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other hand, by /n Vivo and /n Vitro approaches, we demonstrated that the mouse and human

adiponutrin/PNPLA3 gene expression was strongly induced by SREBPIlc. Our data are in

agreement with a recent report on the regulation of the mouse adiponutrin gene (19) and

importantly extend the role of SREBPIc on adiponutrin/PNPLA3 expression to human

hepatocytes. All together, two novel notions are presented in this study: i) in mice, ChREBP
regulates adiponutrin/PNPLA3 gene expression in response to glucose; ii) the regulation of
human adiponutrin/PNPLA3 expression is restricted to SREBP ¢ transactivation.

The human isoform of adiponutrin/PNPLA3 is highly expressed in liver compared to
adipose tissue (23), while the murine isoform is almost exclusively expressed in brown and
white adipose tissue (16, 17). The discrepancy in adiponutrin/PNPLA3 expression between
these two organs in humans and rodents could be linked to the metabolic activity of these
tissues. Indeed, lipogenesis in adipose tissue and liver are responsive to high insulin/glucose
levels and to variations of carbohydrate intake. However, lipogenesis is more active in rat
adipose tissue than in liver (42). In contrast, adipose tissue lipogenesis is a quantitatively
minor pathway in humans and is less responsive than hepatic lipogenesis to acute or prolonged
carbohydrate overfeeding (43). This reduced lipogenic capacity of human adipose tissue
appears to be related to a decreased expression of SREBPlc and ChREBP (44). The
differences observed in adiponutrin/PNPLA3 expression in human liver and mouse adipose
tissue could thus be related to their different lipogenic capacities.

Despite extensive studies /7 Vivo and /n vitro, the exact function of
adiponutrin/PNPLA3 remains unclear (17, 20, 45, 46). Recently, the association between the
adiponutrin/PNPLA3 variant [148M and TG accumulation in NAFLD patients was confirmed
in human hepatocyte cell line overexpressing the mutant, suggesting that native
adiponutrin/PNPLA3 would have a hydrolytic activity (15, 27). Thus, despite its regulation by

the nutritional status and by the lipogenic factors SREBPIc and ChREBP,
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adiponutrin/PNPLA3 could be involved in lipid hydrolysis and therefore, participate to lipid
homeostasis by protecting cells from accumulating TG in excess and facilitating rapid
responses to nutritional changes.

In conclusion, we show in the current study that ChREBP and/or SREBPI1c stimulate
in a specific manner the adiponutrin/PNPLA3 gene expression in mouse hepatocytes and
human hepatoma cells. These results strongly suggest an involvement of
adiponutrin/PNPLA3 in the regulation of glucose and lipid homeostasis in liver. Further
experiments will be needed to precisely determine the role of adiponutrin/PNPLA3 in the

development of fatty liver and associated pathologies.
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Legends:

Figure 1. Adiponutrin/PNPLA3 gene expression is regulated /n vivo by the nutritional
status and /n vitro by insulin and glucose

(A) RT-qPCR analysis in liver of C57BL/6 and diabetic db/db mice either 24h fasted or fed a
high-carbohydrate (HCHO) diet. RT-qPCR analysis for adiponutrin/PNPLA3 (ADPN), L-PK,
FAS, SCD1, SREBPI1c and ChREBP gene expression are presented. Results are the means +

SE, n=7 per group. *, significantly different from fasted C57BL6 mice. #, significantly

different from fasted db/db mice. (B) RT-qPCR analysis in primary hepatocytes cultured in

the absence of glucose (GO) or at low (SmM) or high (25mM) glucose concentrations in the

presence or in the absence of 100nM Insulin. Results are the mean + SE (n=3). *, significantly

different from SmM glucose (*, p<0.05; **, p<0.01, ***  p<0.001).

Figure 2. ChREBP regulates adiponutrin/PNPLA3 gene expression in mice liver and in
primary cultured hepatocytes

(A) C57BL/6 mice were infected with either Ad-GFP or Ad-ChREBP-DP (5x10° pfu/mice)
for 10 days. A representative Western blot is shown for ChREBP and SREBPIc total liver
proteins. B-actin was used as a loading control. RT-qPCR results are means + SE (n=6 per
group). *, significantly different from Ad-GFP-treated mice (**, p<0.01; ***  p<0.001). (B)
Primary hepatocytes were infected with either Ad-GFP or Ad-ChREBP-DP and cultured in
the presence of glucose 25mM and 100nM insulin. A representative Western blot analysis is
shown for ChREBP and GAPDH used as a loading control. RT-qPCR results are the mean +
SE, (n=3). *, significantly different from Ad-GFP-treated hepatocytes (**, p<0.01; ***,
0<0.001). (C) ChREBP silencing was performed in primary cultured hepatocytes as described
in “materials and methods”. Western blot analysis is shown for ChREBP and GAPDH as a

loading control. Values are the mean + SE (n=3). *, significantly different from scramble (**,
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p<0.01; *** p<0.001). (D) Luciferase assays were performed in HEK293 cells transiently
transfected with the different adiponutrin/PNPLA3-promoter reporter luciferase constructs,
either with pcDNA3 empty vector or ChREBP and MIx as indicated. Results are expressed as
percent of the ratio of firefly luciferase/p-galactosidase and are mean + SE (n=5). *, p<0.05;

** p<0.01; *** p<0.001 for the effect of ChREBP/MIx.

Figure 3. SREBP1c regulates adiponutrin/PNPLA3 gene expression in mice liver and
primary cultured hepatocytes

(A) C57BL/6 mice were infected with either Ad-B-gal or Ad-SREBP1c (5x10° pfu/mice). A
representative Western blot analysis was realized on total liver extracts for SREBPIc,

ChREBP and GAPDH expression. The endogenous mature nuclear form of SREBPIc is

longer than the overexpressed form (68kDa Versus 45kDa) and is not shown on the blot. RT-

qPCR results are means + SE (n=6 per group). *, significantly different from Ad-§3-gal-treated
mice (*, p<0.05; *** p<0.001). (B) Primary cultured hepatocytes were infected with either
Ad-GFP or Ad-SREBPIc. Expression of SREBP1c and GAPDH is shown by Western blot
analysis. RT-qPCR results are the mean + SE (n=5). *, significantly different from Ad-GFP-
treated cells (**, p<0.01; ***  p<0.001). (C) Primary cultured hepatocytes were infected with
either Ad-GFP or Ad-SREBP1c-DN. Western blot is shown for the expression of SREBP1c
and GAPDH used as a loading control. Results are the mean + SE (n=5). *, significantly
different from Ad-GFP-infected cells (**, p<0.01; *** p<0.001). (D) Luciferase assays were
performed in HEK293 cells co-transfected with the various adiponutrin/PNPLA3-promoter
reporter luciferase constructs and either pcDNA3 empty vector or SREBP1c as indicated.
Results are expressed as percent of the ratio of firefly luciferase/p-galactosidase in cells and

are mean + SE (n=4). *, p<0.05; **, p<0.01; *** p<0.001 for the effect of SREBPIc.
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Figure 4. Human adiponutrin/PNPLA3 gene expression is regulated by SREBP1c, but

not ChREBP in human hepatocytes cell lines

(A) HepG2 (upper panel) or IHH cells (lower panel) were infected with either Ad-GFP or Ad-

ChREBP-DP. A representative Western blot analysis was realized for the expression of
ChREBP and GAPDH as a loading control. RT-qPCR results are the mean + SE (n=3 and 4
respectively). *, significantly different from Ad-GFP-infected cells (**, p<0.01; ***,

0<0.001). (B) HepG2 (upper panel) or IHH cells (lower panel) were infected with either Ad-

GFP or Ad-SREBPIlc or Ad-SREBPlc-DN. Western blot analysis was realized for the
expression of SREBP1c and GAPDH. RT-qPCR results are the mean + SE (n=3 and 4
respectively). *, significantly different from Ad-GFP-infected cells (**, p<0.01; ***,

p<0.001).
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I1I/ Discussion générale

Nous avons montré au cours de cette étude une régulation distincte du geéne de ’adiponutrine
dans des hépatocytes humains et murins par les facteurs de transcription lipogéniques SREBP1c et
ChREBP. Dans un contexte de stéatose hépatique chez I’homme, I’augmentation de ’expression de
I’adiponutrine corréle avec 1’accumulation lipidique importante et est probablement liée la sur-
induction de la voie lipogénique (Kotronen et al., 2009), par les facteurs de transcription SREBP1c et

ChREBP. Ces données suggerent un rdle de I’adiponutrine dans le métabolisme des lipides.

L’ensemble de nos résultats nous a permis de déterminer les événements moléculaires régulant
I’expression de 1’adiponutrine en réponse au glucose et a I’insuline dans des hépatocytes de souris.
Lors de la rédaction de ce papier et depuis son acceptation, d’autres équipes ont également étudi¢ la
régulation de I’expression de 1’adiponutrine et corroboré nos résultats par des expériences
complémentaires in vivo et in vitro (Huang et al., 2010b ; Qiao et al., 2011 ; Rae-Whitcombe et al.,
2010). Ainsi, le contenu en ARNm de I’adiponutrine est augmenté dans le foie de souris transgéniques
surexprimant les facteurs SREBP1la, SREBP1c ou SREBP2 de 100, 12 et 2 fois, respectivement. A
I’inverse, 1’invalidation totale de SCAP (protéine impliquée dans le clivage de SREBPIc) chez la
souris, entraine une inhibition de D’activit¢ de SREBP et diminue 1’expression de 1’adiponutrine.
Cependant, la régulation de I’expression de 1’adiponutrine dans ce modé¢le pourrait étre plus complexe.
En effet, I’invalidation de SCAP et indirectement de SREBP1c conduit a un défaut d’expression de ses
genes cibles dont celui de la GK. Or, comme il a été décrit dans 1’introduction, la GK est I’enzyme
limitante de la glycolyse. Elle permet la synthése de glucose 6-phosphate a partir de glucose et
I’activation de ChREBP. Ainsi, SREBPI1c et probablement ChREBP ne sont donc pas actifs suite a la
délétion de SCAP et ne peuvent induire I’expression de 1’adiponutrine. Le réle de ChREBP dans la
regulation de I’expression de I’adiponutrine chez ces animaux n’a pas ¢été décrit par les auteurs (Huang

et al., 2010Db).

Ce travail nous a également permis de montrer la régulation différentielle de I’expression de
I’adiponutrine par le facteur ChREBP dans des hépatocytes humains ou murins. En effet, la
surexpression de I’isoforme murine de ChREBP dans des hépatocytes humains n’induit pas
I’expression du géne de l’adiponutrine, alors que I’expression de la L-PK est augmentée. Des
expériences semblables ont été réalisées avec deux nouveaux outils développés au laboratoire (par le
Dr Renaud Dentin) : un « dominant positif » correspondant a une forme tronquée des 196 premiers
nucléotides de ChREBP, le A196 constitutivement nucléaire, et un « dominant négatif», DN-
ChREBP, muté au niveau du domaine de liaison a ’ADN (mutations des leucines en alanines en
positions 672 et 678). La surexpression du dominant positif A196 dans des cellules HepG2 cultivées

en présence de fortes concentrations de glucose (25 mM) et d’insuline (100 nM) entraine I’induction
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Figure 32 : Régulation de I'’expression de I'adiponutrine
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Les HepG2 sont infectées avec un dominant positif (A196) ou transfectées avec un dominant négatif
e ChREBP (DN-ChREBP) puis incubées en présence de fortes concentrations de glucose et
‘insuline. Vingt-quatre heures aprés, les cellules sont grattées et une analyse par RT-gPCR est
effectuée. A : Surexpression du dominant positif de ChREBP (A196) ou du contréle GFP; B :
Surexpression d’'une forme dominante négative de ChREBP (DN-ChREBP) ou du contréle pcDNA3
ide. Ces graphiques représentent la moyenne +/- SEM de 2 expériences pour A et d’'une expérience
pour B. (**p<0,01 ; ***p<0,005).

ADPN : adiponutrine ; L-PK : L-pyruvate kinase




du gene cible de ChREBP, la L-PK. A I’inverse, le dominant négatif de ChREBP réprime I’expression
de son géne cible. L’expression de I’adiponutrine, quant a elle, reste inchangée quelle que soit
I’isoforme utilisée (A196 et DN-ChREBP) . Ces données confirment donc que I’isoforme
ChREBP de souris ne peut induire I’expression de 1’adiponutrine humaine dans ce contexte cellulaire.
De méme, la surexpression du ChREBP-DN dans les hépatocytes humains n’inhibe pas 1’expression
de I’adiponutrine humaine en présence de fortes concentrations de glucose, corroborant ainsi nos
données. Par ailleurs, un article publié peu de temps aprés 1’acceptation de notre travail a également
confirmé nos résultats. En effet, les auteurs de ce papier ont étudi¢, dans des cellules CHO-IR,
I’activation d’une portion de -3000 pb du promoteur humain de I’adiponutrine par le facteur ChREBP
(isoforme de rat) et n’ont pas pu démontrer d’activation de ce promoteur. Par contre, ils ont mis en
évidence le role du facteur USF2, qui est un autre membre de la famille des protéines & motif bHLH-
LZ (Rae-Whitcombe et al., 2010). Ce facteur, abondamment exprimé dans le foie, est nécessaire a
I’expression d’un certain nombre de génes lipogéniques en réponse au glucose (Vaulont et al., 1989).
Ces données montrent que les isoformes de ChREBP de souris ou de rat n’induisent pas I’expression
du géne humain de I’adiponutrine. Cependant, un role de I’isoforme humaine de ChREBP sur
I’expression de I’adiponutrine n’a pas été étudié.

Les facteurs ChREBP et USF2 pourraient également étre impliqués dans la régulation de
I’expression de 1’adiponutrine dans d’autres conditions hormonales, telles qu’en réponse aux
hormones thyroidiennes (Boone et al., 2009 ; Hashimoto et al., 2009). En effet, il a ét¢ montré que la
T3 régule I’expression et stabilise I’ARNm de I’adiponutrine dans des cultures d’adipocytes de rats ou
issus de patients obéses (Calvo and Obregon, 2009). 1l serait donc possible que les facteurs ChREBP
ou USF2 puissent induire I’expression de I’adiponutrine dans le tissu adipeux et le foie en réponse a la
T3.

Le facteur de transcription LXR a également ét¢ impliqué dans la régulation de I’expression de
I’adiponutrine en réponse a I’insuline. En effet, il a ét¢ montré que 1’activation pharmacologique du
facteur LXR par 1’agoniste T0-0901317 stimule I’expression de 1’adiponutrine. Toutefois, cet effet est
directement dépendant du facteur SREBPlc puisque [’agoniste T0-0901317 ne peut induire
I’expression de I’adiponutrine dans le foie de souris invalidées pour le facteur SREBP1c¢ (Huang et al.,
2010b ; Qiao et al., 2011).

L’expression de I’adiponutrine dans le tissu adipeux pourrait également dépendre d’autres
facteurs. Le facteur PPAR-y, en induisant la différenciation adipocytaire, pourrait favoriser
I’expression d’autres facteurs de transcription tels que SREBPI1c et ChREBP et ainsi, la protéine
adiponutrine (Tontonoz et al., 1994 ; He et al., 2004 ; Kim et al., 1996). Cependant, une étude a
montré que le traitement d’adipocytes matures par la troglitazone, ligand synthétique de PPAR-y,
entraine une diminution de I’expression de 1’adiponutrine (Polson and Thompson, 2003a). 11 serait
donc intéressant de confirmer ces résultats inattendus dans le tissu adipeux, et également dans le foie

stéatosé de souris obéses dans lequel PPAR-y est induit (Vidal-Puig et al., 1996).

100



Figure 33 : Réqulation transcriptionnelle de I’adiponutrine
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Au cours de notre étude, nous avons identifié un site consensus SRE et un site ChORE (présentés en
rouge) sur le promoteur de I'adiponutrine. D’autres équipes ont également mis en évidence des sites
SRE. Le facteur USF2 a également été proposé pour réguler I'expression de I'adiponutrine en réponse
au glucose. Enfin, dans les adipocytes 3T3-L1, les thiazolidinediones répriment I'expression de

I'adiponutrine, suggérant un effet potentiel du facteur PPAR-y dans la régulation de I'expression de
'adiponutrine.

SREBP1c : Sterol Regulatory Element Binding Protein; ChREBP : Carbohydrate Responsive Element Binding
Protein; PPAR-y : Peroxysome Proliferator Activated Receptor y; USF2 : Upstream Stimulatory Factor 2




Comme nous 1’avons vu dans I’introduction, 1’adiponutrine est ¢galement exprimée dans les
tissus adipeux. Différents arguments suggeérent que la régulation de I’adiponutrine dans ces tissus est
semblable a celle décrite dans le foie. En effet, son expression est induite dans des adipocytes
différenciés 3T3-L1 comme le sont les enzymes de la lipogenése et les facteurs ChREBP et SREBPIc,
en réponse au glucose et & I’insuline (Baulande et al., 2001 ; He et al., 2004 ; Kim et al., 1996 ;
Kershaw et al., 2006). In vivo, différents régimes alimentaires stimulent 1’expression de 1’adiponutrine
bien que de facon variable selon les tissus considérés. Ainsi, alors que dans le foie, les régimes
hyperlipidique, hyperglucidique ou de type Western induisent son
expression, seul le régime hyperglucidique entraine une augmentation du contenu en messagers de
I’adiponutrine dans les tissus adipeux (Basantani et al., 2011). Cette expression différentielle pourrait
s’expliquer par le degré de sensibilité a I’insuline de ces souris. En effet, le régime hyperglucidique
n’entraine pas de résistance a I’insuline contrairement au régime hyperlipidique. La relation entre le
degré de sensibilité a I’insuline du tissu adipeux et I’expression de I’adiponutrine a ét¢ montrée dans
une étude chez I’Homme. Alors que chez des sujets obéses sains, 1’expression de 1’adiponutrine reste
inchangée ou est légérement augmentée dans le tissu adipeux sous-cutané, elle est diminuée chez les
patients diabétiques (Moldes et al., 2006 ; Johansson et al., 2006). Ainsi, il serait intéressant d’étudier
s’il existe une corrélation entre les niveaux d’expression de ChREBP et SREBPIlc et ceux de
I’adiponutrine dans le tissu adipeux de souris soumises a différents régimes alimentaires. Dans le foie,
le paradoxe de la résistance a I’insuline conduit a une sur-activation de la lipogenése en réponse a
I’activation des facteurs de transcription ChREBP et SREBPI1c. Cela pourrait expliquer, en partie, la
forte induction de I’adiponutrine observée dans le foie stéatosé¢ des souris soumises aux différents

régimes conduisant a une résistance a 1’insuline.

CONCLUSION H

Les données de la littérature montrent une régulation de I’expression de ’adiponutrine dans le
foie par les conditions nutritionnelles et également par différents régimes alimentaires. De méme, son
expression est fortement induite dans le foie stéatosé de souris ob/ob et db/db. Dans notre étude, nous
avons déterminé les événements moléculaires impliqués dans la régulation transcriptionnelle de
I’adiponutrine dans le foie. Cependant, différents points restent a éclaircir. Il faudra déterminer le role
de I’isoforme humaine du facteur ChREBP dans régulation de I’expression de I’adiponutrine humaine.
D’autre part, la régulation de I’expression de 1’adiponutrine par ChREBP et SREBP1c dans le tissu
adipeux sera également a analyser. Enfin, il sera intéressant d’étudier le role du facteur PPAR-y dans

la régulation de I’expression de 1’adiponutrine dans le tissu adipeux et dans le foie.
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The abbreviations used are: ACC, acetyl-CoA carboxylase; ChREBP, carbohydrate-
responsive element binding protein; ChoRE, carbohydrate responsive element; CRTC2,
CREB co-activator 2; FAS, fatty acid synthase; GK, glucokinase; G6P, glucose 6-phosphate;
G6Pase, glucose 6-phosphatase; HBP, hexosamine biosynthetic pathway, L-PK, liver-
pyruvate kinase; NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; OGT, O-GIlcNAc transferase;
OGA, O-GIcNAcase; PKA, protein kinase A; RTQ-PCR, real time quantitative polymerase
chain reaction; SREBP-1c, sterol regulatory element binding protein-1c; SCDI, stearoyl-CoA

desaturase 1 ; TG, triglycerides.
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Objective-Carbohydrate Responsive Element Binding protein (ChREBP) is a key
transcription factor that mediates the effects of glucose on glycolytic and lipogenic genes in
liver. We have previously reported that liver-specific inhibition of ChREBP prevents hepatic
steatosis and insulin-resistance in ob/ob mice by specifically decreasing lipogenic rates in
vivo. To better understand the regulation of ChREBP activity in liver, we investigated the
importance of O-linked B-N-acetylglucosamine (O-GIcNAc or O-GlcNAcylation), an
important post-translational modification playing multiple roles in transcription, protein

stabilization, nuclear localization and signal transduction.

Research design and Methods- To do so, the enzymes responsible for O-GlcNAc cycling,
namely O-GIcNAc transferase (OGT) and O-GlcNAcase (OGA) were overexpressed via
adenoviral approaches in mouse hepatocytes and in liver of C57BL/6J and/or obese db/db

mice.

Results- Our study shows that ChREBP is subjected to O-GlcNAcylation: O-GlcNAcylation
not only stabilizes the protein but also increases its transcriptional activity towards its target
glycolytic and lipogenic genes (L-PK, ACC, FAS, SCDI), when combined with an active
glucose flux in vivo. Our results also reveal that O-GlcNAcylation contributes to increase
ChREBP content under hyperglycemic conditions and leads, as a consequence, to excessive
triglyceride deposition in liver. More importantly, decreasing ChREBP O-GIcNAcylation via
OGA overexpression in liver reduces ChREBP activity and improves the hepatic steatosis and

the metabolic alterations characteristics of db/db mice.

Conclusion-Altogether, our results suggest that O-GIcNAcylation represents an important
novel regulation of ChREBP activity in liver under both physiological and pathophysiological

conditions.



Diabetes

Introduction

The liver is responsible for the conversion of excess dietary carbohydrates into
triglycerides (TG), through de novo lipogenesis. Appropriate control of this pathway is crucial
since excess fatty acids leads to hepatic steatosis and to related metabolic diseases such as
insulin resistance and type 2 diabetes (1). Over the recent years, studies reported that liver
transcription factor ChREBP (Carbohydrate Responsive Element Binding protein) is required
for the induction of the glycolytic enzyme L-pyruvate kinase (L-PK) by glucose and that
acting in synergy with SREBP-1c (Sterol Regulatory Element Binding Protein), ChREBP is
necessary for the induction of lipogenic genes (acetyl-CoA carboxylase (ACC) and fatty acid
synthase (FAS)) in response to glucose and insulin (2; 3; 4). Importantly, liver-specific
inhibition of ChREBP, by decreasing lipogenic rates, improves hepatic steatosis and insulin
resistance in obese ob/ob mice (5; 6). Therefore, ChREBP is a potential therapeutic target and
an accurate knowledge of the mechanisms regulating its activity is crucial for the
development of pharmacological approaches for the treatment of metabolic diseases.

Under low glucose concentrations, ChREBP which is phosphorylated on Ser-196 and
Thr-666 residues is cytosolic and inactive (7). When glucose concentrations raise, ChREBP
undergoes a first dephosphorylation on Ser-196 allowing its nuclear translocation and a
second one on Thr-666 leading to the activation of its target genes through the binding on the
ChoRE (carbohydrate responsive element binding protein) (7). We demonstrated the
relevance of modulating Ser-196 phosphorylation for ChREBP intracellular localization in
response to glucose and/or glucagon (8). However, the fact that mutations of Ser-196 and/or
Thr-666 do not result in a constitutively active form of ChREBP (9), suggests that additional
glucose-dependent post-translational modifications may be involved in ChREBP activation.

Key transcription factors are modified by O-linked B-N-acetylglucosamine (O-
GlcNAcylation or O-GIcNAc) in liver (10; 11; 12; 13; 14; 15). The discovery that FoxO1 and
co-activator CRTC2, both involved in the transcriptional regulation of gluconeogenesis (16;
17), are O-GlcNAcylated provided a novel mechanism by which hyperglycemia reinforces
hepatic glucose production and worsens glucose intolerance (11; 12; 18). O-GlcNAcylation is
highly dynamic through the action of two enzymes: the O-GlcNAc transferase (OGT) that
transfers the monosaccharide to serine/threonine residues on a target protein and the O-
GlcNAcase (OGA) that hydrolyses the sugar (19) (Figure 1A). O-GlcNAcylation can
modulate protein stability, cellular localization, activity and partner interactions (20; 21; 22).

O-GIcNACc acts as a nutrient sensor since the intracellular concentration of the donor sugar for
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O-GIcNAcylation, UDP-GIcNAc, rapidly responds to flux through multiple metabolic
pathways. O-GlcNAcylation is the end product of the hexosamine biosynthetic pathway
(HBP) (Figure 1A), a metabolic pathway which has emerged as a major determinant of
metabolic disorders associated with insulin resistance and/or type 2-diabetes (10; 23; 24).

In the present study, we report that O-GlcNAcylation, by stabilizing the ChREBP

protein and stimulating its transcriptional activity, increases ChREBP activity under

hyperglycemic conditions in liver. In addition, we show that modulation of ChREBP O-

GlcNAcylation through the activities of OGT and/or OGA enzymes is an important

determinant of fatty acid synthesis in mouse liver.
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Research design and methods

Animals

Six to twelve week old male C57B1/6J, ob/ob and db/db mice were purchased from Elevage
Janvier. Procedures were carried out according to the French guidelines for the care of
experimental animals. Mice were adapted to the environment for one week prior to study and
maintained in a 12-h light/dark cycle with water and regular diet (65% carbohydrate, 11% fat,
24% protein). GFP (Laboratoire de Thérapie Génique, France), OGT (11) and OGA (24)

adenovirus were delivered by penis vein injection (5.10° pfu/mouse). Seven days after OGT

injection, mice were fasted for 24 hours or refed on a regular diet for 18 hours. For OGA

studies, mice were sacrificed in the fed state 10 days after adenoviral injection. For gavage

experiments, 24h fasted mice received glucosamine (2,5g/kg) or glucose (5g/kg) orally and
were sacrificed 4, 8 or 12 hours later. Mice were sacrificed after an intraperitoneal anesthesia

(a ketamine/xylazine mix). Livers were flash-frozen and stored at —80°C.

Glucose and insulin tolerance tests

Glucose tolerance tests were performed by glucose gavage (lg D-glucose/ke body weight)

after an overnight fast. Insulin tolerance tests were performed by intraperitoneal injection of

human regular insulin (0.75 unit insulin/kg body weight, Actrapid Penfill; NovoNordisk) 5

hours after food removal. Blood glucose was determined using one-touch AccuCheck

glucometer (Roche).

Primary cultures of hepatocytes

Hepatocytes were isolated and cultured as described (2). For OGT overexpression studies,
hepatocytes were incubated under low glucose concentrations (G5) for 24h and then infected

with Spfu/cell of GFP, OGT (11) with or without ShRNAChREBP adenovirus (Genecust) for

5h. Cells were then cultured in the presence of low (GS5) or high glucose and insulin

concentrations (100nM) (G251) for 24h. For OGA overexpression studies (5pfu/cell) (24), a

similar protocol was applied to cells.

Gene expression analysis

Total cellular RNAs were extracted using the RNeasy Kit (Promega) (2). Primers used for
cyclophilin, ChREBP, L-PK, ACC, FAS, SCD1, SREBP-1 and OGA were previously
described (2; 8; 24). Primers used for OGT were : sense 5’-TCGCACAGCTCTGTCAAAAA-
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3’and antisense 5°-GCCCTGGGTCGCTTGGAAGA-3".The relative quantification for a

given gene was corrected to the cyclophilin mRNA values.

Liver extracts and immunoblot analysis

Nuclear and cytoplasmic extracts were prepared using the NE-PER extraction reagent kit
(Pierce Biotechnology). Liver proteins (80 png) were subjected to SDS-PAGE analysis.
ChREBP (Novus Biologicals), SREBP-1c¢ (Interchim), ACC antibody (Cell Signaling) and
OGT (DM17 Sigma) were detected with polyclonal antibodies, The FAS antibody was a gift
from I. Dugail (Centre de Recherche des Cordeliers, Paris, France) and the CRTC2 antibody
was used as described (11). B-actin (Sigma-Aldrich), GAPDH and lamin A/C antibodies were

used as loading controls. ChREBP immunohistochemistry was performed as described (8).

Metabolic analysis
G6P concentrations were determined as described (2). Liver TG was measured with a

colorimetric diagnostic kit (Triglycerides FS; Diasys). Plasma TG and NEFA were

determined using an automated Monarch device (Bichat, Paris). Serum insulin concentrations

were determined using a rat insulin ELISA assay kit (Crystal Chem) with a mouse insulin

standard.

Staining techniques
For detection of neutral lipids, mouse hepatocytes and liver cryosections were fixed and
stained with the Oil Red O technique (25) using 0.23% dye dissolved in 65% isopropyl

alcohol for 10 min.

Statistical analyses
The results are expressed as the means +/- SEM. Statistical significance was assessed using

the Anova test (StatView). Differences were considered statistically significant at p<0.05.
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Results
ChREBP interacts with OGT and is O-GlcNAcylated in HEK293T cells and in hepatocytes.

We first examined whether ChREBP interacted with OGT and could be modified by
O-GIcNAcylation (Figure 1). The interaction between ChREBP and OGT was detected in
HEK293T cells after co-transfection with OGT (11) and wild-type ChREBP (ChREBP") (26)
(Figure 1B). To demonstrate that OGT interaction with ChREBP leads to its O-
GlcNAcylation, HEK293T cells were co-transfected with OGT and ChREBP"' (Figure 1C).
Global O-GlcNAcylation levels were enhanced by the addition of 5 mM glucosamine
(GIcNH,;), which enters the hexosamine biosynthetic pathway (HBP) downstream of the
limiting step (Figure 1A). Immunoprecipitated ChREBP was immunoblotted with an anti-O-
GlcNAc antibody or conversely immunoprecipitated O-GIcNAcylated proteins were
immunoblotted with an anti-ChREBP antibody (Figure 1C). ChREBP was highly O-
GlcNAcylated under GlcNH; plus OGT conditions (Figure 1C). ChREBP O-GIcNAcylation
was a dynamic process, since overexpression of OGA, the enzyme responsible for global
deglycosylation of proteins, markedly decreased ChREBP O-GIcNAcylation in HEK293T
cells (Figure 1D).

We tested whether an interaction between ChREBP and OGT also occurred in
hepatocytes (Figure 1E). Hepatocytes were cultured under low (GS5) or high glucose plus
insulin (G251) for 24h. OGT was co-purified in ChREBP immunoprecipitates thereby
revealing a direct interaction between the two proteins. Interestingly, the interaction between

ChREBP and OGT was stronger under low glucose concentrations (Figure 1E).

Glucosamine administration in vivo increases ChREBP protein in liver.

To investigate the effect of O-GlcNAcylation on ChREBP expression and/or activity,
nutritional studies were performed in vivo (Figure 2). One group of mice was fasted for 24h,
another one was fasted for 24h and then refed for 18h and two groups of mice were forced-fed
with glucose (Glc, 5g/kg) or glucosamine (GlcNH,, 2.5 g/kg) after the fasting period.

Under fasting conditions, blood glucose and glucose 6-phosphate (G6P)
concentrations were low (Supplemental Figure S1) and as a consequence, ChREBP protein
content and mRNA levels remain low (Figures 2A and 2E). Low global glycosylation levels
(Figure 2A, upper panel) and ChREBP O-GlcNAcylation (ChREBP®®) revealed by Wheat
Germ Agglutinin (WGA, a specific-GIcNAc lectin), were detected in parallel. Incubation of
lysates with 0.5M free GIcNAc revealed the specificity of the binding (Figure 2B). Under
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fasting conditions, ChREBP was cytosolic (Figure 2C) and as a result, ChREBP target gene
L-PK was not induced (Figure 2E).

Under refed and Glc gavage conditions (all times examined), blood glucose and
hepatic G6P concentrations were significantly increased above fasting values (Supplemental
Figure S1). Global and ChREBP O-GIcNAcylation levels were increased compared to fasting
conditions (Figures 2A and 2B). Under Glc gavage conditions, ChREBP protein content was
gradually increased over 12h (Figure 2A) due to a time-dependent increased in mRNA levels
(Figure 2E). It should be noted, however, that the induction of the L-PK gene occurred 12h
after the beginning of the Glc gavage and this despite the presence of nuclear ChREBP as
early as 4h (Figure 2C and 2E).

As soon as 4h of GIcNH, gavage, ChREBP protein content was significantly increased
compared to both fasting and Glc gavage conditions (Figure 2A). After 8h, equivalent protein
content was reached and was maintained up to 12h after the starting time-point of the gavages
(Glc and GIcNH») (Figure 2A). ChREBP O-GlcNAcylation followed a similar pattern (Figure
2B). In contrast to Glc, the GlcNH,mediated induction of ChREBP was not associated with
increased mRNA content (Figure 2E). Since blood glucose and G6P concentrations were not
increased above fasting values during the course of the GIcNH, gavage (Supplemental Figure
S1), ChREBP remained cytosolic (Figure 2C). ChREBP®¢ (measured at the 8h time-point)
was lower than in nuclear extracts from refed and Glc forced-fed mice (Figure 2D), and as a
consequence L-PK was not induced (Figure 2E). Our results suggest that ChREBP
stabilization by O-GlcNAcylation does not lead to an active protein in the absence of an
active glucose flux.

The role of O-GIcNAcylation on ChREBP stability was further addressed in

hepatocytes (Supplemental Figure S2). Global O-GlcNAcylation levels were enhanced in 5
mM GIcNH; or in G25i conditions. Incubation with MG132 (a proteasome inhibitor) led to a
marked increase in ubiquitinylated proteins (Supplemental Figure S2B). Under G5 conditions,

MG132 raised ChREBP content to comparable levels than in G25i conditions. Under GIcNH,

conditions, ChREBP content was also increased to comparable levels than G25i conditions,
but independently of MG132 addition. The MG132-mediated increase in ChREBP content
was due to a stabilization of the protein since ChREBP mRNA levels remained low. L-PK

expression was only induced under G251 conditions (Supplemental Figure S2C).

To determine whether ChREBP was regulated by ubiquitinylation, ChREBP"" was co-
transfected in HEK293T cells with an ubiquitin-tagged HA vector (Ubi-HA) to allow the
detection of ubiquitinylated forms. Addition of MGI132 induced the stabilization of
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ubiquitinylated proteins as well as ubiquitinylated forms of ChREBP"' as revealed by the anti-
HA antibody (Supplemental Figure S2D). Our results show that ChREBP is ubiquitinylated
after addition of MG132 and suggest that the O-GIcNAcylation stabilizes the ChREBP

protein.

Hepatic OGT overexpression increases ChREBP transcriptional activity
To address the functional consequences of raising ChREBP O-GlcNAcylation in vivo,

OGT overexpression was achieved in liver of C57B1/6J mice (Figure 3). OGT expression was

increased by 2 to 3 fold, leading to a raise in global O-GlcNAcylation levels (Figure 3A and

B). As a consequence, ChREBP protein content was increased and this regardless of the
nutritional status (Figure 3A). ChREBP O-GIcNAcylation (ChREBP®Y) was increased in
livers of refed vs. fasted mice and was further increased in OGT mouse liver (Figure 3B). The

OGT-mediated increase in ChREBP content was linked to a post-translational stabilization of

the protein since ChREBP mRNA levels were not modified (Figure 3A). Interestingly,

ChREBP® content was only increased in nuclear extracts from refed OGT mice but not in
livers of fasted OGT mice (Figure 3C). This difference was most likely due to the lack of
increase in hepatic G6P concentrations in liver of fasted OGT mice (Table 1).

Since Ser-196 is a key determinant of ChREBP cellular localization in response to
glucose (8), O-GlcNAcylation of the dephosphorylated ChREBP isoform (ChREBP",
mutated on Ser-196 and Thr-666 residues (4)) was measured in HEK293T cells
(Supplemental Figure S3). No significant difference in O-GlcNAcylation was observed
between ChREBP™ and ChREBP™, suggesting that phosphorylation and O-GlcNAc

modification(s) do not competitively occur on these sites. In agreement with this observation,

translocation of ChREBP to the nucleus in response to refeeding was not affected under OGT

conditions (Figure 3D, top panels).

We next determined the importance of O-GlcNAcylation on ChREBP transcriptional
activity. ChIP analysis revealed a 60% increased in ChREBP recruitment to the L-PK
promoter in liver of refed OGT mice (Figure 3E). As a consequence, L-PK expression was
significantly increased (Figure 3F). To confirm the contribution of O-GIlcNAcylation to
ChREBP activity, luciferase activity of a L-PK reporter construct (27) was measured in

HepG2 cells co-transfected with ChREBP™ (26) (Supplemental Figure S4). A 12-fold

increase in L-PK luciferase activity was measured under G25 conditions compared to GS5.
Addition of PUGNAc (5uM) led to a further increase (30%), revealing that ChREBP O-

GlcNAcylation plays part in its transcriptional activity (Supplemental Figure S4).
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Development of hepatic steatosis in OGT overexpressing mice.
We next determined the effects of OGT overexpression on glucose and lipid
metabolism. A 3- to 5-fold increase in ACC, FAS and SCDI1 gene expression was measured

in refed GFP mice, an increase that was significantly potentiated in liver of refed OGT mice

(Figure 4A). TG concentrations (Table 1) as well as the number of lipid droplets stained with
Oil Red O were markedly increased in livers of refed OGT mice (Figure 4B). Interestingly,
lipogenic gene expression was not induced in livers of fasted OGT mice, and remained as low
as in GFP fasted mice (Figure 4A). This lack of induction was linked to the lack of
concomitant increase in G6P concentrations (Table 1) and in nuclear ChREBP®C in fasted
OGT mice (Figure 3D). OGT mice also exhibited increased fasting blood glucose (Table 1

and Figure 4C) as well as a moderate but significant glucose and insulin intolerance compared

to GFP mice (Figure 4C). These metabolic alterations were associated with elevated hepatic

glucose 6-phosphatase (G6Pase) mRNA levels (Figure 4D). This effect was likely due to

increased CRTC2 O-GlcNAcylation (Figure 3E), as previously shown (11), However, it
should not be excluded that the effect observed on G6Pase be directly linked to ChREBP O-

GlcNAcylation since G6Pase gene expression is stimulated by glucose and that two ChoRE

were identified on its promoter (28).

Lastly, since lipogenic gene expression is under the synergistic action of ChREBP and
SREBP-1c (29), mRNA levels, precursor, mature forms and O-GIlcNAcylation of SREBP-1c
were measured (Supplemental Figure S4). No significant modification of SREBP-1c was

observed upon OGT overexpression, suggesting a lack of SREBP-1c involvement in the

OGT-mediated-induction of lipogenic genes.

The stimulatory effect of OGT on lipogenic gene expression is lost when ChREBP is silenced.

We next determined whether the OGT-mediated induction of lipogenic gene

expression was strictly dependent on ChREBP (Figure 5). As we observed in vivo, 3-fold

increased in OGT expression raised global O-GlcNAcylation levels and increased ChREBP
total protein content (Figure 5A and B). Under G25i conditions, L-PK, FAS and SCD1 gene

expression was further increased in OGT-overexpressing hepatocytes compared to GFP cells.

Interestingly, the stimulatory effect of OGT was lost when ChREBP was silenced through a
shRNA strategy (Figure 5B and C). The effect was due to ChREBP deficiency since SREBP-

1c expression remained unchanged under the culture conditions tested (Figure 5C).
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OGA overexpression improves hepatic steatosis and the lipid profile of db/db mice.

We next determined whether elevated expression of ChREBP in liver of ob/ob mice
(5) could correlate with high O-GIcNAc levels. Global and ChREBP O-GlcNAcylation were

higher in liver of fasted ob/ob mice compared to fasted controls and were comparable to

levels observed in refed controls (Supplemental Figure 6). In agreement with this observation,
OGT protein content was increased in liver of fasted ob/ob compared to ob/+ mice

(Supplemental Figure 6A) and ChREBP target genes, L-PK and FAS, were significantly

increased (by 3 to 4 fold) (Supplemental Figure 6D). Having determined that O-

GlcNAcylation increases ChREBP activity under hyperglycemic conditions and leads to

excessive hepatic TG deposition (Figures 3 and 4), we wished to determine whether, as a

complementary experiment, deglycosylation of ChREBP could improve hepatic steatosis and

related metabolic alterations in obese mice. To do so, OGA was overexpressed in liver of

db/db mice (24). A moderate increase in OGA expression was detected 10 days after OGA

delivery, in agreement with the observation that OGA overexpression peak is achieved 3 days

after adenoviral injection (30). Significant physiologic and metabolic modifications were

observed : OGA-db/db mice showed decreased fasting blood glucose and improved glucose

tolerance compared to GFP-db/db mice (Figure 6B). Interestingly, OGA overexpression also

significantly improved hepatic steatosis (Figure 6C). Histological analysis of liver sections

from OGA-db/db mice revealed a marked decrease in lipid droplets size and number, as

revealed by Oil Red O staining (Figure 6C). Supporting these observations, liver and plasma

TG levels were significantly decreased (Figure 6E). More importantly, a significant reduction

in ChREBP O-GIcNAcylation was observed in liver of OGA-db/db mice (Figure 6D). a

decrease that was associated with diminished ACC and FAS protein content (Figure 6D). It

should be noted that ChREBP total protein content was also decreased in liver of OGA-db/db

mice, potentially due to a destabilization of the deglycosylated ChREBP protein. However, it

should not be excluded that the decrease in glucose metabolism observed (fed blood glucose

and G6P concentrations are moderately decreased in OGA-db/db mice (Supplemental Table

2)) also affected ChREBP protein content.

Together, our results show that hepatic OGA overexpression, by affectine ChREBP

activity (O-GlcNAcylation and content), significantly improves the lipid profile and hepatic

steatosis in db/db mice.

Deglycosylation of ChREBP reduces lipid droplet accumulation in hepatocytes.
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To confirm the direct consequence of modulating ChREBP O-GlcNAcylation on lipid

synthesis, OGA was overexpressed in hepatocytes (Figure 7A). OGA overexpression led to
significant reduction in both global and ChREBP O-GlcNAcylation (Figure 7B). ChREBP
mRNA concentrations were not affected confirming that OGA only affects ChREBP at the

post-translational level. In contrast to long-term OGA treatment in vivo (10 days, Figure 6),
short-term OGA overexpression in vitro (48h) did not affect ChREBP total protein content
(Figure 7C). As a direct consequence of decreased ChREBP O-GIcNAcylation, L-PK, ACC

and SCDI1 expression was significantly reduced (Figure 7C), leading to a visible decrease in
lipid droplet accumulation after Oil red O staining under G25i conditions (Figure 7D).
Altogether, our results show that decreasing ChREBP O-GIcNAcylation affects its activity

and prevents lipid accumulation in primary hepatocytes.
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Discussion

Over the recent years, ChREBP has emerged as a central regulator of lipid synthesis in
liver through the transcriptional control of glycolytic and lipogenic gene expression in
response to glucose (2; 8). The fact that liver-specific inhibition of ChREBP improves hepatic
steatosis and insulin resistance in obese ob/ob mice (5, 6) prompted us to provide a better
knowledge of the regulation of its activity in liver. So far, phosphorylation has been the only
post-translational modification described to modulate ChREBP activity (7; 9). In this work,
we reveal that ChREBP is also subjected to O-GlcNAcylation: O-GlcNAcylation not only
stabilizes the protein but also increases its transcriptional activity towards its target genes (L-
PK, ACC, FAS, SCDIl) when combined with an active glucose flux in vivo. More
importantly, our results suggest that O-GlcNAcylation may contribute to increase ChREBP
content under hyperglycemic conditions and as a consequence may lead to excessive TG
deposition in liver.

Several transcription factors are modified by O-GlcNAcylation (10; 15). This post-
translational modification has been proposed as a nutrient sensor since the donor sugar, UDP-
GlcNACc, receives input from multiple metabolic pathways and since the activity of OGT, the
enzyme that transfers the monosaccharide to serine/threonine residues, depends upon UDP-
GlcNAc concentrations (20) (Figure 1A). O-GlcNAcylation regulates transactivation by
altering recruitment of transcriptional machinery, DNA binding, nuclear localization and/or
protein stability (20; 31). Our study demonstrates a direct interaction between ChREBP and
OGT in HEK293T cells and in hepatocytes. The fact that the interaction was stronger under
low glucose concentrations suggests that ChREBP O-GlcNAcylation may explain the residual
ChREBP content under low glucose availability. This mechanism could lead to high ChREBP
protein levels ready to be activated when glucose flux rapidly increases upon refeeding. Our
results show that O-GlcNAcylation affects ChREBP protein stability, increasing ChREBP
protein content independently of a stimulation of its transcription. Although previously
reported as a rather labile protein, with an estimated half-life of 30 min (32), no study
previously reported, to our knowledge, the mechanism(s) by which the ChREBP protein
undergoes degradation in liver. Our study reveals that ChREBP is ubiquitinylated and
probably undergoes degradation through the proteasome since MG132 treatment resulted in
ChREBP protein stabilization under low glucose concentrations. Similar protein content was
reached when hepatocytes were incubated with SmM GlcNH, indicating that ChREBP was
stabilized by O-GlcNAcylation and protected against proteasomal degradation (Supplemental
Figure 7). This is also in agreement with the fact that proteasome function is inhibited by O-
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GlcNAc (33). Interestingly, when OGA was overexpressed in liver of db/db mice, ChREBP
total protein content was decreased, potentially through a destabilization of the deglycosylated
ChREBP protein.

O-GIcNAcylation can also regulate the cellular localization of transcription factors
(22). Nuclear translocation is a central determinant of ChREBP activity in response to
glucose. It was demonstrated that ChREBP is translocated into the nucleus in response to high
glucose concentrations (32). It was thus hypothesized that glucose flux through the pentose
phosphate pathway promoted the formation of xylulose-5-phosphate (X5P), which then
activated the PP2A phosphatase, which dephosphorylates Ser-196, a PKA target residue,
located near the NLS domain and promotes ChREBP nuclear translocation (7) (Supplemental
Figure 7). We reported that modulation of Ser-196 phosphorylation is a key determinant of
ChREBP cellular localization (8). Under fed conditions, ChREBP is nuclear and
dephosphorylated on Ser-196, whereas after a bolus of glucagon, which actives PKA activity
and mimics a fasting state, ChREBP phosphorylation on Ser-196 is increased and the
transcription factor is exported from the nucleus to the cytoplasm. The present work reveals
that ChREBP O-GIcNAcylation does not affect its cellular localization. Under fasting
conditions, GIcNH, treatment or OGT overexpression, ChREBP protein content is increased,
but ChREBP nuclear localization is not modified, suggesting that a signal dependent on
glucose metabolism is still needed for its translocation. When OGT is expressed in liver of
fasted mice, only a low fraction of ChREBP®C is detected in liver nuclear extracts suggesting
that under low glucose availability O-GlcNAcylation stabilizes the ChREBP protein but does
not allow its nuclear translocation. The fact that O-GlcNAcylation of the ChREBP
dephosphorylated isoform (ChREBP"", mutated on Ser-196 and Thr-666) was not reduced
compared to the one of ChREBP" suggests that O-GlcNAcylation and phosphorylation do
not competitively occupy these particular sites, and that Ser-196, which is important for
ChREBP nuclear translocation, is still accessible to dephosphorylation when ChREBP is O-
GlcNAcylated.

Glucose responsiveness of ChREBP is not only dependent on its nuclear localization
but also on its ability to bind the ChoRE present in the promoter of its target genes. It was
previously proposed that Thr-666 dephosphorylation promotes ChREBP DNA-binding and
transcriptional activation (32). However, the fact that mutation of this site does not result in a
constitutively active ChREBP isoform (9), suggests that the regulation of ChREBP activity in
response to glucose is complex and may involve multiple post-translational modifications

and/or intra-molecular regulations like it is the case for other transcription factors such as
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FoxO1l whose regulation involves phosphorylation, acetylation, ubiquitination and/or O-
GlcNAcylation (10). In the present study, we show that ChREBP O-GlcNAcylation increases
its recruitment to the L-PK ChoRE under OGT overexpression conditions as well as its
transcriptional activity towards the L-PK gene in HepG2 cells. When ChREBP O-
GlcNAcylation occurred in the context of an active glucose flux, a potentiating effect on L-
PK and lipogenic gene expression was observed. Although ACC, FAS and SCD1 genes are
known to be synergistically regulated by ChREBP and SREBP-1c (29), we report here that

the stimulatory effect of OGT on lipogenic gene expression is highly dependent on ChREBP

expression (Figure 5). In addition, the fact that SREBP-1c O-GlcNAcylation was not

modified by OGT overexpression strongly argues for a ChREBP-dependent effect.

Lastly, our results suggest that O-GlcNAcylation may contribute to increase ChREBP
content under hyperglycemic conditions (i.e. in liver of obese mice) and may lead to
excessive hepatic TG deposition. Accumulation of TG within hepatocytes is the hallmark of
NAFLD, an increasingly common health concern, which encompasses a spectrum of hepatic
pathology, ranging from simple steatosis, to steatohepatitis, fibrosis and cirrhosis (34).
Understanding the molecular steps involved in TG accumulation in liver is important as it
may provide potential therapeutic targets for the treatment and prevention of NAFLD. Our
results suggest that O-GlcNAcylation may represent an important modulator of ChREBP
activity and could contribute, by stabilizing and stimulating ChREBP transcriptional activity

to the phenotype of hepatic steatosis in obese mice. Accordingly, modulation of ChREBP O-

GlcNAcylation in liver of OGT mice led to the development of hepatic steatosis while OGA

ovexpression in vivo by decreasing ChREBP content/O-GlcNAcylation markedly reduced TG

concentrations in liver of db/db mice and improved their metabolic phenotype. Our results not

only emphasize the importance of ChREBP in the control of the lipogenic pathway in vivo but
also reveal that O-GlcNAcylation represents a novel regulation of ChREBP protein content

and activity in liver under both physiological and physiopathological conditions.
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Figure legends

Figure 1. ChREBP interacts with OGT and is O-GlcNAcylated in a dynamic manner in
HEK293T cells and in mouse hepatocytes. (A). Schematic diagram of the UDP-GIcNAc
pathway: O-GIcNAcylation is an important post-translational modification that has been
proposed to be a nutrient sensor as the donor sugar, UDP-GIcNAc, receives input from
multiple metabolic pathways and that activity of OGT, the enzyme that transfers the
monosaccharide to serine/threonine residues, depends upon UDP-GIcNAc concentrations.
Two to five percents of glucose that enters the cells is used for production of the donor sugar
nucleotide. PUGNACc is an inhibitor of the O-GlcNAcase (OGA) that hydrolyses the sugar.
(B). HEK239T cells were co-transfected with OGT (1pug) and ChREBP™ plasmids (1ng) and
incubated for 24h under high glucose conditions (25 mM). Immunoprecipitation of ChREBP
(IP) was analyzed by immunoblotting with an OGT antibody. B-actin was used as loading
control. Representative Western blots are shown, n=3 independent experiments. (C).
HEK?293T cells were incubated under low glucose medium plus SmM glucosamine (GIcNH;)
or transfected with an OGT expressing vector or both. Representative Western blots are
shown, n=3 independent experiments. (D). Overexpression of O-GlcNAcase (OGA) (1ug) in
HEK293T cells cultured in 25mM glucose leads to a decrease in global and transfected
ChREBP O-GIcNAcylation. Representative Western blots are shown, n=3 independent
experiments. (E). Immunoprecipitated ChREBP from primary mouse hepatocytes incubated
for 24h in either low glucose (G5) or high glucose plus insulin (100 nM) (G25i) was
immunoblotted with an OGT antibody in order to evaluate the interaction between the two
endogenous proteins. B-actin was used as a loading control. Representative Western blots are

shown, n=3 independent experiments.

Figure 2. Elevated O-GlIcNAc levels by glucosamine administration in vivo increases
ChREBP protein content. Four groups of C57B1/6] mice were studied: a 18h fasted group, a
fasted group refed a regular diet for 18h and the last groups of mice were forced-fed with
glucose (Glc, 5g/kg) or glucosamine (GlcNH,, 2.5 g/kg) after the fasting period. Mice were
sacrificed at the indicated time and livers were analyzed. (A). Western blot analysis of O-
GlcNAc and ChREBP levels. B-actin was used as a loading control. Lanes were run on the
same gel but were noncontiguous. Representative Western blots are shown. Quantification of

the ratio of total ChREBP compared to  actin content is shown. Results are the mean +
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S.EM., n= 6-10/group. “P<0.005 compared to the fasting state. (B). ChREBP O-
GlcNAcylation was evaluated by purification of proteins with an O-GIcNAc specific lectin,
WGA. Specificity of the binding was confirmed by GIcNAc (0.5M) competition. A
representative Western blot is shown. B-actin was used as a loading control. Quantification of
the ratio of ChREBP O-GlcNAcylation (ChREBP®%) compared to total ChREBP content is
shown. Results are the mean + S.E.M., n= 6-10/group. 'P<0.005 compared to the fasting state.
(C). Immunofluorescence analysis of ChREBP in liver sections from 18h fasted, refed and
forced-fed mice with either glucose (Glc, Sg/kg) or glucosamine (GIcNH,, 2.5 g/kg) after the
fasting period. No signal was obtained when liver sections were incubated with the secondary
antibody only (data not shown). (D). Detection of nuclear O-GlcNAc forms of ChREBP
(ChREBP®®) by WGA binding in nuclear extracts from 18h fasted, refed and/or forced-fed
mice with either glucose (Gle, 5g/kg) or glucosamine (GIcNH,, 2.5 g/kg) for 8h. A
representative Western blot is shown, n=6-10/group. Lanes were run on the same gel but were
noncontiguous. (E). qRT-PCR analysis of ChREBP (blacks bars) and L-PK (white bars) in
liver of the 4 groups of mice. Results are the mean + S.E.M., n= 6-10/group. = P<0.005

compared to fasted mice.

Figure 3. OGT overexpression increases ChREBP protein content and activity in liver of
C57B16/J mice. OGT (5. 10° pfu/mice) was overexpressed in liver of C57B1/6] mice through
penis vein injection. An equivalent dose of GFP adenovirus was used as control. Mice were
fasted for 24 hours or refed a regular diet following the fasting period (n= 6/10 mice/group).
(A). Liver extracts were immunoblotted with O-GIcNAc, ChREBP and OGT antibodies. GFP
was used as loading control. Representative Western blots are shown. (B). qRT-PCR analysis
of OGT and ChREBP. Results are the mean + S.E.M., n= 6/group. *P<0.005, OGT vs. GFP
mice. (C). O-GlcNAcylated forms of ChREBP (ChREBP°®) were obtained by WGA binding
experiments. Specificity of the binding was confirmed by GlcNAc (0.5 mM) competition.
B actin was used as a loading control. Lanes were run on the same gel but were
noncontiguous. (D). ChREBP levels (cytosolic and nuclear) and nuclear ChREBP®® were
analyzed by Western blot. Lamin A/C was used as a control. Representative Western blots are
shown. Lanes were run on the same gel but were noncontiguous. (E). ChREBP at the ChoRE
containing region of the L-PK promoter were measured by ChIP analysis.
Immunoprecipitated L-PK promoter sequence was analyzed by quantitative PCR. Results are

the mean + S.E.M., n= 3/group, P<0.005 compared to fasted mice; "P<0.005 compared to
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refed GFP mice. (F). qRT-PCR analysis of L-PK. Results are the mean = S.E.M., n=

6/group.** P<0.001 compared to refed GFP mice.

Figure 4. ChREBP°“-mediated induction of the lipogenic program in liver of OGT mice.
(A). qRT-PCR analysis of ACC, FAS, and SCD1. Results are the mean + S.E., n= 6/group.
"P<0.005, ~ P<0.001 compared to refed GFP mice. (B). Oil Red O staining of liver sections
from GFP and OGT mice (original magnification x20). (C). Glucose tolerance (1g/kg) and

insulin tolerance (0.75 U/kg) tests were performed in GFP and OGT mice. Results are the
mean + S.E.M., n=6-10 mice/group. P<0.01, ~ P<0.005 compared to GFP mice. (D). gRT-

PCR analysis of G6Pase. Results are the mean + S.E., n= 6/group. "P<0.005 compared to
fasted GFP mice, ~ P<0.001 compared to fed GFP mice. (E). O-GlcNAcylated forms of
CRTC2 (CRTC2OG) were obtained by WGA binding. Specificity of the binding was

confirmed by GIcNAc (0.5 mM) competition. Representative Western blots of O-
GlcNAcylated and total CRTC2 forms are shown.

Figure 5. The stimulatory effect of OGT on lipogenic gene expression is lost when

ChRERBSP is silenced. Mouse hepatocytes were incubated under low glucose concentrations
(G5) and adeno-infected with 5 pfu/cell of GFP, OGT, shRNAChREBP or OGT+shRNA
ChREBP adenovirus for 5h. Cells were then incubated 24h under low glucose (G5) or high

glucose concentrations plus insulin (G251). (A). gRT-PCR analysis of OGT. Results are the
mean + S.E.M., n=6 independent cultures. "P<0.005 compared to GFP. (B). Global O-

GlcNAcylation levels and ChREBP protein content. 3-actin was used as a loading control.

Representative Western blots are shown, n=6 independent experiments. Lanes were run on the
same gel but were noncontiguous. (C). gqRT-PCR analysis of L-PK, FAS, SCD1 and SREBP-
lc. "P<0.005 compared to GFP (G251), *P<0.005 compared to OGT (G251). Results are the

mean = S.E.M., n= 6 independent cultures.

Figure 6. Hepatic steatosis is improved in db/db mice overexpressing OGA. OGA (5. 10°

pfu/mice) was overexpressed in liver of db/db mice through penis vein injection. An

equivalent dose of GFP adenovirus was injected to C57BL/6J and to another group of db/db

mice. Mice were studied at the fed state (n= 5 to 6 mice/group). (A). gRT-PCR analysis of

OGA. (B). Glucose tolerance (1g/kg) tests were performed in GFP and OGA treated mice.

Results are the mean = S.E.M., n=5-6 mice/group. *P<0.01, ~ P<0.005 compared to GFP-
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db/db mice. (C). Hepatic steatosis is prevented in OGA-db/db mice. Oil Red O staining of
liver sections from GFP-C7BL/6J, GFP-db/db and OGA-db/db mice (original magnification
x20). (D).ChREBP 0O-GlcNAcylation levels (ChREBP®Y). ChREBP, ACC and FAS total

protein content. GAPDH was used as a loading control. Representative Western blots are

shown. Lanes were run on the same gel but were nonconticuous. (E). Liver and plasma
triglyceride (TG) concentrations in GFP-C6BL6/J, GFP-db/db and OGA-db/db mice. "P<0.01
compared to GFP-db/db mice.

Figure 7. OGA overexpression in vitro leads to ChREBP deglycosylation and decreased
lipid droplet accumulation. Primary mouse hepatocytes were incubated under low glucose
concentrations (G5) and adeno-infected with either 5 pfu/cell of GFP or OGA adenovirus for
Sh. Cells were then incubated 24h with high glucose concentrations plus insulin (G25i). (A).
gRT-PCR analysis of OGA. Results are the mean = S.E.M., n= 4 independent cultures.
"P<0.005 compared to GFP. (B). Global and specific ChREBP O-GlcNAcylation levels
(ChREBP®Y). B-actin was used as a loading control. Representative Western blots are shown,
n=4 independent experiments. (C). qRT-PCR analysis of ChREBP, L-PK, ACC and SCDI.
*P<0.005, “P<0.0001 compared to GFP. Results are the mean + S.E.M., n= 4 independent
cultures. (D). Oil Red O staining of hepatocytes infected with either 5 pfu/cell of GFP or

OGA adenovirus (original magnification x40).
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Liver

G6P (mmol/g)
TGs (mg/g of liver)

Plasma

Plasma glucose (mM)
Insulin (ug/L)

TGs (mM)

NEFA (mM)

Fasted
GFP OGT
0.03+0.01 0.04+0.02
20.08+5.17 16.29+0.8
4.62+0.24 5.3+0.18*
0.3240.07 2,04+0.48*
0.4340.03 1.41+0.16"
0.3440.01 0.55+0.04*

GFP

0.60+0.04
6.21+1.17

15.9+0.76
0.26+0.04
0.56+0.03
0.41+0.03

Refed
OGT

0.42+0.10*
13.42+4.334

13.4+1.08
0.87+1.06"

1.1240.1%

0.48+0.02

C57/BL6 mice were treated for 7 days with either GFP or OGT adenovirus. After infection,
mice were fasted overnight or refed on standard diet. Results are mean £ SEM. n=6to 10
mice per group. * p<0.005 vs GFP.
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Résumé

Expression et fonction de 1 ’adiponutrine/PNPLA3 dans le foie.
Relation entre la voie Wnt/p-caténine, la sensibilité a I’insuline et la stéatose hépatique.

La prévalence du syndrome métabolique (MetS) est en constante augmentation dans les pays
industrialisés. La stéatose hépatique, caractérisée par une accumulation massive de lipides dans les hépatocytes
est une des manifestations du MetS. Parmi les SNP (Single Nucleotide Polymorphism) associés au MetS et a la
stéatose hépatique, le SNP 1148M de I’adiponutrine/PNPLA3 (Patatin-like Phospholipase Domain-Containing)
est décrit comme un nouveau marqueur de la stéatose et également de la sévérité des différentes atteintes
hépatiques des NAFLD (Non-alcoholic Fatty Liver diseases). L’objectif de ma theése a été de déterminer le réle de
I’adiponutrine dans le foie, d’une part, en étudiant sa régulation transcriptionnelle par les facteurs de transcription
SREBPIc (Sterol Responive Element Binding Protein) et ChREBP (Carbohydrate Responsive Element Binding
Protein) en réponse a l’insuline et au glucose et d’autre part, en étudiant I’impact de sa surexpression sur le
métabolisme glucido-lipidique dans le foie de souris. L’adiponutrine est régulée de fagon semblable aux enzymes
lipogéniques et semble avoir un impact sur le métabolisme lipidique dans le foie. Comme |’adiponutrine,
différents SNP des médiateurs de la voie Wnt/B-caténine sont également associés au syndrome métabolique et au
diabete. La voie Wnt/B-caténine joue un role déterminant dans la zonation du lobule hépatique. Nous nous
sommes intéressés a la régulation de cette voie par les conditions nutritionnelles et dans un contexte
physiopathologique de stéatose et de résistance a 1’insuline. Nos résultats montrent la régulation de cette voie par
les hormones pancréatiques (insuline et glucagon) dans le foie favorisant ainsi l’orientation métabolique des
hépatocytes en fonction des besoins. De plus, cette voie est dérégulée dans le foie d’animaux résistants a
I’insuline, suggérant qu’elle pourrait avoir une fonction dans ce désordre métabolique.

Mots Clés : stéatose hépatique, zonation hépatique, métabolisme lipidique, adiponutrine/PNPLA3, voie Wnt/j-
caténine

Abstract

Adiponutrin/PNPLA3 expression and function in mice liver.
Cross-talk between Wnt/ B-catenin pathway, insulin sensitivity and hepatic steatosis.

The prevalence of metabolic syndrome (MetS) has increased in industrial countries. The hallmark of
MetS in the liver is an excessive accumulation of triglyceride, which is called hepatic steatosis. Different SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) are associated with hepatic steatosis or MetS. One of them is found on
adiponutrin/PNPLA3 (Patatin-like Phospholipase Domain-Containing) gene (SNP 1148M) and is now considered
as a new marker of hepatic steatosis and severity of NAFLD (Non-alcoholic Fatty Liver diseases). In order to
understand the physiological role of adiponutrin in the liver, we studied its transcriptional regulation by SREBP1c
(Sterol Responive Element Binding Protein) and ChREBP (Carbohydrate Responsive Element Binding Protein),
mediators of insulin and glucose respectively. Moreover, by overexpressing adiponutrin in mice liver, we
investigated its role in hepatic carbohydrate and lipid metabolism. We showed that adiponutrin is regulated as
lipogenic genes and could have a role lipid metabolism. As for adiponutrin 1148M, different SNP are found on
substrats of Wnt/B-catenin pathway, a major pathway controlling acinus zonation. We examined the regulation of
this pathway by nutritionnal status and in a pathophysiological context of insulin resistance and steatosis. We
showed that Wnt/B-catenin pathway is regulated by pancreatic hormones (insulin and glucagon) in the liver in
order to adapt hepatocyte phenotype to energetic needs. Moreover, this pathway is dysregulated in insulin
resistant mice liver. These data may suggest a link between Wnt/B-catenin pathway deregulation and hepatic
metabolic disorders.

Keywords : hepatic steatosis, hepatic zonation, lipid metabolism, adiponutrin/PNPLA3, Wnt/  -catenin pathway
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