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Résumé

Dans ce travail, nous démontrons que STIM1, un senseur calcique activé par la déplétion du
Ca" intracellulaire du réticulum endoplasmique, est indispensable pour la signalisation calcique et
la préférence oreensorielle du gras. Nous observons que l'acide linoléique (LA), en activant les
phospholipases A via CD36, produit de’acide arachidonique AA) et de la lyso-
phosphatidylcholine (lyso-PC). Cette activation déclenche un influx calcique dans les cellules
CD36-positives, et induit la production du facteur QI Influx Facto)). CIF, AA et lyso-PC
exercent différentes actions sur l'ouverture des canaux S@@e( Operated Calcium Chanjel
constitués de protéines Orai et contrélés par STIM1. Par ailleurs, les souris au phénotype Stim1
perdent la préférence spontanée pour les lipides et la libération de la sérotonine a partir des cellules
gustatives dans le milieu extracellulaire chez les animaux sauvages. Nous demontrons aussi que la
signalisation calcique médiésa CD36 est doublement modulée lorsltbésité. L’augmentation
de la [C&"i dans les cellules gustatives observée chésiammomys obesus modéle d’obésité
nutritionelle, est fortement diminuée chez les souris rendues obeses par un regime hyperlipidique.
Nous avons constaté également dirgdraction de LA avec le CD36 induit 1’activation des MAP
Kinases de la voie MEK1/2/ERK1/2/Elk-1 qui esin seulement a 1’origine de [’activation des
aires cérébrales telles que le NTS, le noyau aigi@pocampe mais aussi indispensable pour la
préférence spontanée pour les lipides alimentaires.

Nos résultats suggérent pour la prémiere foie lguvoie ERK1/2 des MAPK et la
signalisation calcique lipidique controlée par STIM1 sont impliquées dans la perception oro-

gustative des lipides.

Mots-clés : AL, CD36, Papille caliciforme, PLA2, Stim1, Orail/3, Préférence gustative lipidique,
sérotonine, MAPK, Zif268, BDNF, Glutl, NTS, Noyau arqué, Hippoeamp
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Abstract

In this work, we demonstrate that stromal interaction molecule 1 (STIM1), a sensdi of Ca
depletion in the endoplasmic reticulum, mediates fatty-auiticed C%" signaling in the mouse
tongue and fat preference. We showed that linoleic acid (LA) induced the production of arachidonic
acid (AA) and lysophosphatidylcholine (Lyso-PC) by activating multiple phospholipase A
isoformsvia CD36. This activation triggered €ainflux in lingual CD36-positive taste bud cells
(TBCs) purified from mouse CVP. LA also induced the production &f @dlux factor (CIF).

STIM1 was found to regulate LA-induced CIF production and the opening of store-operdted Ca
(SOC) channels. Furthermore, CD36-positive TBCs from Stimdice failed to release serotonin,

and Stim1"~ mice lost the spontaneous preference for fat that was observed in wild-type animals.
We also demonstrate that the calcium-mediated signainGD36 is doubly modulated in obesity.

The increase inGa'i in taste bud cells observed Psammomys obesua model of nutritional
obesity is strongly reduced in diet-induced obese (DIO) mice. We also found that the interaction of
LA with CD36 induces activation of MAP Kinases MEK1/2/ERK1/2/Blkathway that is not only
responsible for the activation of NTS, arcuate nucleus, and the hippocampus in the brain but also
essential for the spontaneous preference for fat food.

Our results suggest for the first time, that ERK1/2 MAPK pathway and lipid-induced

calcium signaling controlled by STIM1 are involved in oro-gustatory perception of dietary lipids.

Key-words: LA, CD36, Circumvallate papillae, PLA2, Stim1, Orail/3, Lipid taste perception,
Serotonin, MAP Kinases, Zif268, BDNF, Glutl, NTS, Arcuate nucleus, Hippocampus
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(Quel que soit le pére de la maladie, un mauvais régime en fut la)mére.
Géorge Herbert, poéte anglais (1593-1633)

A la fin des annéed990, 1’Organisation Mondiale de la Santé déclare : Kobésité est
devenue un probleme de santé publique majeur, encore plus important que la malnutrition et les
maladies infectieuses. La prévatewle [ 'obésité (définie par un Indice de Masse Corporelle (IMC)
€gal ou supérieur a 30) a augmenté au cours de la derniere décennie de 10 % a 40 % dans la
majorité des pays européens, a l’exception de la Finlande, de la Suéde et des Pays-Bas. Cette
épidémie ne peut étre la conséquence de mutations génétiques, mais reflete plutdét des changement:
profonds de la société et des comportements individuels. Les causes fondamentales de [’obésité sont
sociales et résultent d’'un environnement toxique qui fait la promotion d’un mode de vie sédentaire
et de la consommation d’une alimentation riche en graisse ».

La surcharge pondérale est hadittment définie en fonction de I’'IMC, celui-ci exprimant

le rapport entre le poids (en Kg) et la taille (en m), elle-méme exposée au carré.

Poids (Kg)

IMC =
Taille? (m)

Testé grande échelle, I’IMC le plus favorable pour la santé se situe entre 18,5 et 24,9. En
deca et surtout au-dela de ces chiffres, il est étroitement corrélé a des pathologies multiples.
Différents stades de surcharge pownttesont définis par rapport a I'lMC comme le montre le
tableau suivant (Tabded).

Tableau 1: Classification de l'indice de masse corporelle

Classification en fonction de I'indice de masse corporelle

Insuffisance pondérale < 18.5

Eventail normal 18.5-24.9

=250

125.0-29.9
= 30.0
30.0 -34.9

35.0-39.9
= 40.0

D’apreés « World Health Organisatiom
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Autrefois considérés comme des problemes propres aux pays a hauts revenus, le surpoids et
I’obésité augmentent de fagcon spectaculaire dans les pays a faibles ou moyens revenus, surtout en
milieu urbain. A 1’échelle mondiale, 2,8 millions de personnes au moins décedent chaque année du
fait de leur surpoids ou de leur obésité. Glelant, plus d’un adulte sur 10 dans le monde était
obese et environ 40 millions d’enfants de moins de cinq ans présentaient un surpoids en 2011. Plus
de 75 % d’enfants présentant un surpoids habitent dans des pays en développement et 25 % dans
des pays développés. Cette augmentation se poursuit. Plus de 55 % des Européens et 70 % de:
Américains, tous ages confondus, sont actuellement en surgoigds]O0 % a 30 % d’obeéses
(Figures 1 et 2).

Percentage of adults with obesity click countries for survey details and definitions Click a country's g
. eseE—— . 6
0 8 12 18 24 lean for more

information
Figure 1: Prévalence de I'obésité dans le monde entier chez les adultes

D’apres « the International Obesity Task force »

Prévalence de 1’obésité
Poukentage de la population dont I'IlMC
est supérieur ou égal a 30

Introduction 15



40%

M Homme B Femmes

35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

Figure 2: Prévalence de I'obésité dans quelques pays

(Les chiffres sont tous postérieurs a 208auf pour la Cée d’ivoire et le Togo qui datent de 1998)

D ’apres « the International Obesity Task force »

L’une des causes fondamentalds 1’obésité et du surpoids est un déséquilibre énergétique
entre les calories consommées et dépensées. Au niveau mondial, on a assisté a une plus grands
consommation d’aliments trés caloriques riches en graisses. En effet, dans le régime occidental, les
lipides alimentaires représentent prés de 40% des apports caloriques journaliers alors que les
recommandations nutritionnelles sont plus faibles de 5 a 10%. Cet excés de consommation des
lipides, associé a un déséquilibre qualitatif (excés d’acides gras saturés et de cholestérol, rapport des
acides gras polyinsaturés6/ow3 trop éleve),participe, sans nul doute, a 1’augmentation de la
prévalence de I’obésité et des pathologies associées (atteintes vasculaires, diabéte de type II,
hypertension, cancers, etc...). Chez 'hnomme, des études ont montré que certains sujets obeses or
une préferece des lipides alimentaires par rapport aux sujets minces (Drewnetvsgil, 1985;
Melaet coll, 1991), ce qui suggéere que la consommation inappropriée des lipides pourrait influer le
risque d'obésité. Cette attirance pour lep<@tas n’est pas spécifique a I’homme. Des études
comportementales indiquent clairement que les rats et les souris présentent egalement une
préférence spontanée pour les boissons et les aliments enrichis en lipides @tscolital999;
Takedaet coll 2000) L’origine de cet attrait est encore mal connue. Jusqu’a une période récente,
on pensait que seulda texture et 1’odeur des lipides étaient responsables de leur perception
orosensorielle. En effet, les perceptions tactiles (le crémeux, I’onctuosité) et olfactives augmentent
la palatabilit¢ de 1’aliment et donc le plaisir de le consommer. Cette vision restrictive a été
récemment battue en bréche par une série d’études comportementales réalisées notamment chez les

humains et les rongeurs montrant que la préférence pour les lipides dépend également de leur
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perception gustative (Stratforet coll, 2006 ; Gaillardet coll, 2008, Stewarcet coll, 2010 ;
Drewnowski et coll, 1985 ; Melaet coll, 1988). Le fait que cette attirance spontanée soit
indépendante de la texture, de la perception olfactive et des régulations métaboliques post-
ingestives (Takedat coll, 2001; Fukawatariet coll, 2003)suggére 1’existence d’un systéme
orosensoriel dédié a la reconnaissance des lipides alimentaires.

En theorie, la perception orale des lipides requiert la présence d’un détecteur/récepteur au
niveau des cellules neurosensorielles des bourgeons du goQt. Ainsi Fukustatzodl, et
Laugeretteet coll, ont rapporté que la protéine CD36 (Cluster of Differentiation 36), également
appelée Fatty Acid translocase (FAT), présente les caractéristiques structurales et fonctionnelles
requises pour étre un lipido-récepteur gustatif. En effet, cette protéine membranaire, qui lie les
AGLC avec une tres haute affinitBdllie et coll, 1996), a été identifiée au niveau de la papille
caliciforme chez le rat (Fukuwataat coll, 1997) et chez la souris (Laugeredtecoll, 2005). Ces
derniers auteurs ont fourni la premiere preuve que les cellules des papilles caliciformes exprimant
CD36 joueraient un réle important dans la perception des lipides alimentaires chez la souris. Ainsi,
I'inactivation du géne CD36 abolit totalement la préférence spontanée pour les acides gras a longue
chaine observée chez les souris. Cet effet est spécifique aux lipides, puisque la préférence pour le
sucré et l'aversion pour I'amertume dans les contréles n'ont pas été modifiées chez les souris CD36-
KO. Ces observations sur l'implication de CD36 dans la perception du godt des lipides alimentaires
sont confirmées par Sclafaei coll (2007). La preuve expérimentale du role de la protéine CD36
dans la perception des acides gras alimentaires a été récemment apportée pateeftif2012).

Au sein de notre équipe, il a été démontré que, dans les cellules gustatives lipidiques de
souris, la liaison des AGLC avec le CD36 déclenche son activation qui induirait unalecdsca
signalisation. La conséquence de l'activation du CD36 par un acide gras a longue&AcbiaG)e
est l'augmentation du calcium libre intracellulaire gt (Gaillard et coll, 2008)via les canaux
calciqgues SOCstored operated calcium channelsn réponse a une déplétion des réserves de
calcium (El-Yassimiet coll, 2008). Cependant, comment ces canaux sont-ils activés ? La
guestion reste posée. En effet, I'ensemble des mécanismes impliqués dans la signalisation
déclenchée par les AGLC, lors de activation des cellules gustatives qui expriment CD36, n’a pas
encore été complétement élucidé. Par conséquent, cette étude est menée afin de cardeteriser
canaux et autres éléments impliqués dans cette signalisation calcique induite par les A@BLC
CD36.

Dans cette thése, nous avons aussi étudié la modulation de la signalisation calcique dans

des situations d’obésité. Ainsi, nous avons travaillé sur deux moli& de I’obésité : 1’obésité
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induite par un régime riche en gras et I’obésité nutritionnelle qui apprait avec le temps chez le
Psammomys obesus sous régime standard de laboatoire.

En réponse a un stimulus, les voies de signalisation des MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinase) permettent 1’engagement rapide d’expression génique. Ces voies de signalisation sont
constituées de protéines kinases qui s’activent en cascade et transmettent le signal par une suite
d’interactions entre protéines. Les voies de signalisation des MAPK, comme celles de p38 (ERK®,
SAPK3), de JNK et de MAPK1/3 (ERK1/2) peuvent donc jouer un réle important dans le stimulus
induit par CD36 lingual. En effet, dans les cellules HEK293, transfectées par un plasmide contenant
le CD36, l'activation du CD36 induit la phosphorylation des ERK1/2 (Barasiowall, 2010). Le
méme phénomene est observé dans les mémes conditions dans les cellules monocytaires (Baranov:
et coll, 2005). Une derniére étude a encore renforcé l'idée du couplage entre le CD36 et les MAP
Kinases dans les cellules CHO ou la phospholipasesh activée par la phosphorylation des
ERK1/2 via un mécanisme CD36-dépendant (Kuetacoll, 2011). Partant du fait que dans les
cellules neuronales, I’activation des MAP Kinases facilite I'exocytose des neurotransmetteurs et
augmente le recyclage des vésicules (Bloch-Shilderman et coll., 2001), il est possible que, dans
les cellules gustatives, le CD36 soit couplé a ’activation des MAP Kinases, particulierement des
ERK1/2. Ainsi dans ce context@ous nous sommes intéressés a savoir si les AGLC induisent,
via CD36, lactivation des MAP Kinases dans les cellules gustatives des papilles caliciformeg e
de voir si leur phosphorylation est impliquée daHactivation de différentes aires cérébrales du
systeme nerveux (le noyau arqué, I’hippocampe et le noyau du tractus solitaire) pour ainsi
favoriser la perception oro-gustative des lipides alimentaires.

Dans cette étudda premiére partie permettra d’aborder 1’état actuel des connaissances
scientifiques sur la physiologie du systeme gustatif, sa détection des lipides, son mécanisme de
signalisation cellulaire, le role des MAPKs dans la perception et la transduction du signal gustatif
et enfin la relatin entre 1’obésité et la perception gustative lipidiqgue en étudiant quelque modéles
d’étude de I’obésité. Puisla deuxieme partiese consacrera aux publications issues des résultats de
nos travaux. Ainsia troisieme partie présentera la discussion des différents résultats publiés dans

les articles, les conclusions et les perspectives qu’offrent les résultats de nos expériences.

Introduction 18



PREMIERE PARTIE

ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES
SCIENTIFIQUES

1°® Partie : Etat actuel des connaissances scientifiques

19



Chapitre | : Physiologie du systeme gustatif

Chapitre |

Physiologie du systeme gustatif

L’homme est en permanence stimulé par des molécules chimiques libérées dans
I'environnement. Celles-ci sont détectées par des récepteurs qui sont des chémocepteurs. Elles son
détectées soit a la suite d'un contact direct, c'est comme cela que fonctionne la gustation, soit a
distance, comme pour l'olfaction. Ces deux sens sont globalement appelés sens chimiques. Chez
I'nomme, le systeme gustatif est trés développé du fait que, I'homme étant omnivore, il doit
reconnaitre une grande palette de godts différents. D'un point de vue phylogénétique, le systéme
gustatif est issu des systémes sensoriels primitifs. Si actuellement, le systeme gustatif sert
essentiellement a godter, originellement, il participait au comportement complexe de recherche de

nourriture.

1- Réle du godt

Les hommes sont omnivores et, des le début, ils ont du faire la différence entre des
nourritures potentielles et toxiques. lls ont donc, pour assurer leur survie, développé un systeme de
la détection du godt performant. La réaction d'éviter les substances améres ou acides vient du fa
qgue laplupart des substances améres sont mauvaises pour 1’organisme (poisons) et que la
nourriture avariée devient acide. Golter protége ainsi contre les poisons.

D’un autre c6té, nous aimons le golt du sucgarce que 1’organisme a un besoin absolu d’hydrates
de carbone (sucres, etc.). De méme, le godt pour le sel vient du fait que nous devons avoir du
chlorure de sodium (sel commun) dans notre régime. Enfin, nous avons un besoin absolu de
protéines, et les acides aminés sont les constituants des prptéisede role des récepteurs a

I’umami.
2- Papilles gustatives et bourgeons du goat

Les bourgeons du godt sont situés dans toute la cavité buccale, sur I'épithélium dorsal de la
langue (I’organe du golt principal) ou ils sont les plus nombreux (4600 bourgeons, tous types
confondus sur la langue), dans le pharynx, 1'épiglotte laryngée et a I'entrée de l'cesophage. Les
bourgeons du godt sont des agrégations de 30 a 100 cellules réceptrices neuroépithéliales, allongée:

(50-60 microns de hauteur, 30-70 microns de largeur), qui sont incluses dans les spécialisations de
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I'épithélium environnant, nommées des papilles. A I'apex du bourgeon du godt, des microvillosités
dépassent dans le milieu buccal par une petite ouverture, le pore de godt. Juste au-déagexs de |

du bourgeon de godt, les cellules du golt sont connectées par des jonctions serrées. Les cellules
réceptrices des bourgeons du godt sont soutenues par des cellules basales qui jouent un réle dans |
transmission de l'information et dans le renouvellement des récepteurs. A la base du bourgeon du
golt, les dendrites des neurones secondaires envahissent le bourgeon et se ramifient fortement,
chaque fibre faisant synapse avec les multiples cellules réceptrices (Figure 3). llqaaiste

grands types de papilles :

- Les papilles fungiformes sont situées sur la partie la plus antérieure de la langue et
contiennent généralement un a plusieurs bourgeons de golt par papille. lls sont innervés par la
corde du tympan, branche du nerf facial (VII). lls sont responsables des golts salé et sucré. Ce
papilles apparaissent comme des taches rouges sur la langue parce qu'elles sont fortement
vascularisées. Il y a environ 200 papilles fungiformes sur la langue qui totalisent environ 1120
bourgeons du go(t. Les papilles a I'avant de la langue ont plus de cellules du go(t comparés a la mi-
région.

- Les papilles foliéessont situées sur le bord postérieur de la langue. Elles sont
principalement sensibles au godt acide. On compte entre 5 et 6 papilles foliées par cété de la langue,
qui comprennent chacune environ 120 bourgeons qui sont innervées par le nerf glossopharyngien
(1X).

- Les papilles caliciformessont des grosses papilles entourées d’un sillon les séparant du
mur environnant. Elles forment le V lingual. Les bourgeons sont situés sur le bord interne du sillon
des papilles, et conferent une sensibilité a I’amer au 2/3 postérieur de la langue. Ils sont innervés par
le nerf glossopharyngien (1X). On compte de 3 a-9 papilles caliciformes sur lee)angc 26
bourgeons du godt par papille chez la souris.

- On décrit également deapilles filiformes, qui ont un réle mécanique et non-gustatif.

En outre il y a 2500 bourgeons de gout sur I'épiglotte, le pharynx patataryngé. Le
nombre de bourgeons de godt diminue avec I'age

Autres cellules des papilles

On trouve également d’autres cellules au niveau des papilles:

Les cellules support, qui contiennent les microvillosités, semblent sécréter des substances
dans la lumiere du bourgeon de goat.

Les cellules basales, qui jouent un r6le dans la transmission de l'information, se différencient
en de nouvelles cellules réceptrices. Elles sont dérivées de I'épithélium environnant. Les cellules

réceptrices sont ainsi, sans interruption, remplacées tous les 10 jours.
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Glossopharyngeal (IX)
nerve Chorda tympani nerve (V)
taste buds outer taste pore
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Figure 3: Différentes types de papilles gustativescette Figuremontre les papilles gustatives (a gauche) - il ya des
papilles fongiformes, foliates et caliciformes. Les papilles gustatives sont situééss suapilles du golt (partie
médiane). A la base du bourgeon du go(t, des aaffé¥enst envahissent 'ceuf et se ramifient largement, chaque fibre
nerveuse forme une synapse généralement avec les cellules réceptrices multipledialoosggeon du godt.

3- Mécanismes de transduction des différentes modalités de goat

3-1- Stimulus et modalités des godts

Le stimulus activant les récepteurs du godt sont des molécules de substances organiques et
inorganiques, principalement non volatiles, et solubles dans la salive. La source du stimulus doit
étre proche ou en contact direct avec les récepteurs. Le nombre de stimuli discernables est faible
(cing), et la sensibilité absolue est assez faible (il faut en moyenne plus®dealécules par ml
pour assurer une détection). Le goQt est un sens de contact.

Le nombre des substances chimiques est infini et donc la variété des saveurs incalculable. Il
semble que nous ne reconnaissons que quelgues godts de base. On en décrit classiquement quatr
qui sont le salé, I'acide, le sucré et I'amer. On décrit maintenant chez I'homme un cirgpiigme
moins familier, 'umami, qui signifie « délicieux » en japonais, et qui est en fait le godt du glutamate
(le glutamate de sodium est utilisé en cuisine japonaise). La correspondance entre la chimie et le
golt est généralement évidente (les acides sont acides, les sels salés, les sucres sucrés), mais ce n'e
pas toujours vrai. Le sel (NaCl) peut paraitre sucré a faible concentration, des acides aminés
peuvent étre tres sucrés (comme l'aspartame, constitué de deux acides aminés). Les seuils de
détection de ces substances varient en fonction de la molécule considérée. Ainsi, la quinine, amere,
est détectée a partir d'une concentration de 8 mM alors que la saccharine, sucrée, estadétecté
partir d'une concentration de 23 mM.

Pour pouvoir étre percues les substances doivent étre dissoutes dans la salive. Celle-ci
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contient une protéine capable de se combiner a de nombreuses substances, et ainsi capable dt

transporter ces substances jusqu'aux récepteurs senssiigére la transduction.

* Golt salé
La transduction des stimulations par les substances salées (NaCl) s'effectue directement a

partir du passage d'ions Nau travers de la membrane des cellules réceptrices. L'entrée’de Na
induit une dépolarisationyui entraine 1’entrée de Ca?* par les canaux calciques voltage-dépendant,

qui mobilise et libére le neurotrasmetteur a la base de la cellule.

* GoUt acide
Le go(t acide provient des protons*fHLes ions H+entrent directement au travers de la

membrane des cellules réceptrices, sans intervention de récepteurs membranaires spécifiques. IIs
bloguent alors les canaux voltage-dépendiat,(Ca* et K). La répartition de ces canaux a la
surface de la membrane des cellules est telle que les canaux potassiques, localisés a la région
apicale, sont plus facilement bloqués que les canatieiNa&* localisés au pole basolatéral. Les

ions H agissent donc essentiellement en fermant les canaux potassiques, ce qui provogue une
dépolarisation de la cellule, une entrée de calcium et la libération des neuromédiateurse{Huang
coll., 2006).

* Go0t sucré
Les substances sucrées (glucose, sucrose et autres hydrates de carbone) se catebinent a

récepteurs membranaires spécifiques de type « récepteur a second messager ». LaMiaison
récepteurs membranairesopoque I’activation d'une adényl cyclase, ce qui augmente le taux
intracellulaire d’AMPc qui va provoquer la fermeture d'un canal potassique, normalement ouvert au
repos, ce qui entraine une dépolarisation de la cellule. La dépolarisation induite entraine une entrée

de calcium et la libération des neuromédiateurs (Chandraskékatl, 2006).

* Godt amer
Les substances ameéres agissent sur des récepteurs spécifiques qui provoquent la mobilisation

du C&" des réserves intracellulaires, soit par la voie de, I$Bit par celle de I'AMPc. Cette
augmentation du taux intracellulaire de calcium provoque alors la libération des neuromédiateurs au

pole basal du récepteur.

* Godt umami
Le godt umami est celui de certains acides aminés (par exemple glutamate, aspartate et les

composes derivés). Il a d'abord été identifié par Kikunae lkeda a I'Université impériale de Tokyo en

1909. Il a été montré que le récepteur métabotropique du glutamate (mGIluR4) médie le golt umami

(Chaudharkt coll, 1996; Kurihara & Kashiwayanagi, 1998) . Le glutamate se fixe sur un récepteur
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métabotropique du glutamate (mGIuR4) et active une G-protéine, ce qui éléve le t&aX de
intracellulaire. Plus récemment, il a été constaté que les récepteurs T1R1 et T1R3 sont impliqués
dans le goGt umamiNelsonet coll, 2002). Le glutamate monosodique, qui est ajouté a beaucoup

de nourriture pour augmenter leur goQt (et qui est l'ingrédient principal de la sauce de soja), stimule
ainsi ces récepteurs. Mais, il existe également les récepteurs ionotropiques du glutamate (ou
récepteurs NMDA, liés a un canal sodique). Une fois activés par ces composés au godt d'umami, les
canaux sodiques s'ouvrent, dépolarisant de ce fait la cellule, entrainant 1’ouverture des canaux

calciques voltage-dépendant, et donc la libération des neurotransmetteurs.
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Figure 4: Mécanismes de transduction des différentes modalités du goQt

La réflexion actuelle (en 2008), est que le goQt sucré, umami et, amer convergent sur une
voie de transduction commune, le canal de transient receptor potential M5 (TRAME,
phospholipase C (PLC) (Figure 4). TRPM5 est un TiR&hgient receptor potentiphouvellement
découvert, lié a d'autres canaux dans le systeme de signalisation sensorielle (Chandzaisbikar
2006). Il a eté montré (Zhargt coll, 2003) que PLC, un effecteur majeur de signalisation aux
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), et TRPM5 sont co-exprimés avec T1Rs et T2RS et
sont vitaux pour la transduction du goQt sucré, umami et amer. L'activation des récepteurs T1R ou
T2R, par leurs molécules sapides respectives, stimulerait les protéines G, et a son tour, PLC (PLC-
32). L'activation de la PLC génere deux messagers intracellulairest:dRcylglycérol (DAG), a
partir de I'nydrolyse du phosphatidylinositol-4 ,5-bisphosphate)RiBvrent le canal TRPM5, ce

qui entraine la dépolarisation potentiel du récepteur.
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3-2 Récepteurs du godt

Les récepteurs du goQt sont localisés sur la langue. Chaque récepteur est innervé par une
ramification d'une fibre nerveuse afférente, laquelle donne de nombreux filets qui vont faire
synapse avec de nombreuses cellules réceptrices appartenant a différents bourgeons du godt de
différentes papilles. Les informations provenant des deux tiers antérieurs de la langue sont
transmises par la corde du tympan, une branche du nerf facial (VII). Les informations provenant des
récepteurs du tiers postérieur sont transmises par des fibres du nerf glossopharyngien (IX). Les
récepteurs des godts sucrés, umami et amer ont été clonés{lgath, 2003). Un résumé des
différents types de récepteurs responsables de chacune des cing modalités du godt est donné c
dessous (Figure 5). Les récepteurs amers expriment T@&iRs feceptorTR), ils sont exprimés en
petit sous-ensembles dans toutes les papilles de golt, mais fortement dans les papilles caliciformes
Les récepteurs au godt sucré et umami sont composés d'une combinaison de différentes sous unités
codées par une petite famille de génes T1R (T1R2+3 pour le sucré, (Melsoh, 2001) et
T1R1+3 pour I’'umami, (Nelsonet coll, 2002)). Umami est aussi médié par les récepteurs mGIluR4.

Le récepteur au sel (canal épithélial de sodium (Na) est exprimé de maniére omnipréserdst
seulement fonctionnel sur la langue antérieure. Le golt acide ne passe pas par un ré@epteur,
provient de I’entrée directe de H" dans la cellule, soit en passant par des canaux sodiques, soit par

un canal de proton.

Taste receptors

7-TMD GPCRs
- sour sweet bitter umami

ENaC PCKD channels T1R2+T1R3 T2Rs T1IR1+T1R3

mGIuR4

Figure 5: Récepteur des golts Un résumé des différents types de récepteurs responsables de chacune des cing
modalités de gdaliChandrashekaet coll. (2006).

4- Voies afférentes et centres gustatifs

Les cellules réceptrices du golit n'ont pas d’axone. Elles libérent un neuromédiateur qui fait
décharger les dendrites du neurone secondaire. L'information est transmiseviamsesteellules

des ganglion des nerfs craniens VII (corde du tympan, une branche du facial) et IX

1°® Partie : Etat actuel des connaissances scientifiques 25



Chapitre | : Physiologie du systéme gustatif

(glossopharyngé). Les informations gustatives sont transmises, depuis les récepteurs gustatifs
jusqu'au noyau du tractus solitaire (NTS), dans le bulbe, ou elles font un premier relais, puis de la
elles montent jusqu'a la région gustative du gyrus post central, aprés avoir fait relais dgaa le no
ventral postérieur médian (VPM) du thalamus (Figure 6). L'aire de projection des informations
gustatives se situe en position ventrale antérieure de la représentation somesthésique de la langue
Cependant, contrairement aux informations somesthésiques, les informations gustatives se
projettent sur le cortex homolatéral et non controlatéral. Il existe une zone gustative primaire, située
au dessus d'une zone gustative seconddingormation est également transmise a 1'hypothalamus,

a l'amygdala et a I’insula, donnant la composante affective du gofit, responsable des réponses
comportementales, par exemple aversion, sécrétion gastrique. Le décodage central des informations
s'effectue, comme pour les autres systemes sensoriels, par une intégration entre les informations
provenant de plusieurs fibres sensorielles, elles-mémes sensibles a différents composés. En
particulier, les sensations olfactives et gustatives sont étroitement liées, et jouent un réle important
dans le contr6le de la prise de nourriture et de boisson, et donc dans la survie (a titre d'exemple, la
recherche de substances salées devient particulierement importante lors d'un dysfonctionnement des

glandes cortico-surrénales).

Merf facial (VII}

Thalamus
Moyau du
faisceau
solitaire
Noyau du v
faisceau
solitaire
glosso-
pharyngien
{iX)
mm du gﬂﬁt Nerf VII 1
(2/3 ant langue)
Bourgeons du goit Nert IX n:';lgﬂfm
{1/3 post langue) (en partie

trijumeau V)

Bourgeonsdugolt . .. Fibres
(épiglotte) gustatives

primaires

Figure 6: Les voies et les centres gustatifsChaque cellule gustative transmet de l'information a plusieurs fibres
afférentes amyéliniques, et chacune de ces derniéres recoit de l'informatlasielers cellules sensorielles. Les fibres

gustatives cheminent dans trois nerfs craniens :
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- Les fibres gustatives du nerf facial (VII) innervent les récepteurs des pdpifigiformes et foliées des deux tiers
antérieurs de la langue. Ces fibres empruntent la corde du tympan.

- Les fibres du nerf glosso-pharyngien (IX) innervent, par leweaax linguaux, le tiers caudal de la langue et de la
mugqueuse pharyngienne et sensorielle, en particulier les papilles circumvallées (caliciformes).

- Les fibres du nerf vague (X), par lintermédiaire des rameaux pharyagsurent: l'innervation des bourgeons
gustatifs de la gorge, la glotte, I'épiglotte et le pharynx et, linnervatiositisge des muqueuses trachéale,
oesophagienne et épiglottique.

Les prolongements centraux de ces trois neurones pénétrent dans le bulEetpaminer dans le noyau gustatif, partie

du noyau du faisceau solitaire. Kalklkecoll.(1998).
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Chapitre Il

Détection des lipides par le systeme gustatif

De tres nombreux signaux sont générés par l'apport de nutriments a l'organisme. Il faut
distinguer différents niveaux d'intégration des signaux associés a la perception des nutriments.
Certains signaux sont générés avant méme que les aliments ne soient ingérés (perception visuelle),
d'autres signaux sont issus de l'interaction des nutriments avec des récepteurs qui sont localisés at
niveau lingual. Il existe de plus un retentissement des signaux générés par la détection des
nutriments ou leur métabolisme au niveau d'un organe, sur la fonction d'autres organes. Ainsi, la
plupart des signaux générés depuis la bouche contribuent & informer l'orgafiismearticulier,
le systéme nerveux central, I’intestin, de la quantité et de la qualité des nutriments ingérés, ce qui
aboutira a la perception des sensations de rassasiement et de satiété.

L'objectif de ce chapitre est de faire le point sur ce que I'on sait actuellement des différents
systemes moléculaires et des acteurs impliqués dans la détection des lipides alimentaires. Dans les
études rapportées ci-dessous, les lipides concernés ont été étudiés individuellement, selon la
séquence d’étude : un lipide, un récepteur ou un stimulus, un médiateur, et n'ont pas pris en compte

le mécanisme d’action des lipides et toute la signalisation qui en découle.

1- Lipides alimentaires

1-1- Groupes de lipides

Les lipides sont classés en six groupes, les triglycérides, les glycéro-phospholipides, les
sphingolipides, les terpénoides, les stérols et stéroides, et enfin, les acides gras selon la
classification de Hennen (1995). Les acides gras sont des acides carboxyliques a Chaine
aliphatique hydrophobe, saturés ou ndmes acides gras sont constitués d’une chaine
hydrocarbonée de longueur variable et d’un groupement carboxylique a une des extrémités. La
formation des phospholipides et des triglycérides est rendue possible grace a la fonction carboxyle
qui permet une liaison ester entre 1’acide gras et les groupements hydroxyles du glycérol,
squelette de base des triglycérides et des phospholipides. La chaine hydrocarbonée des acides
gras peut contenir une ou plusieurs doubles liaisons, les insaturations.

La nomenclature des acides gras est définie par la longueur de la chaine carbonée, le nombre

d’atomes de carbone et le nombre de doubles liaisons (insaturations). La famille est identifiée par

1 Partie : Etat actuel des connaissances scientifiques 28



Chapitre 1l : Détection des lipides par le systeme gustatif

le siglen- ou w- suivi d’un chiffre indiquant la position de la premiére double liaison par rapport a

I’extrémité méthyle (-CH3) de la chaine de carboni.existe quatre familles d’acides gras

insaturés : la famill@-9, n-7, n-6 etn-3. (Tableau 2).

Tableau 2: Nomenclature des acides gras

Nbe de | Nbe de Dénomination Nom commun Formule abrégé
C d°
4 0 Butanoique Butyrique C4:0 (beurre, rumen)
6 0 Héxanoique Ac caproique C6:0
8 0 Octanoique Caprylique C8:0
10 0 Décanoique Ac caprique C10:0
12 0 Dodécanoique Ac laurique C12:0 (huile de coco)
14 0 Tétradécanoique Ac myristique C14:0
16 0 Héxadécanoique Ac palmitique C16:0 (huile de palme)
16 1 cis 9 héxadécénoique Ac palmitoléique Cl6:1
18 0 Octadécanoique Ac stéarique C18:0
18 1 cis-9 octadécénoique Ac oléique C18:1*ou C18:109 (huile
d’olive)
18 2 cis-9-12 octadécadiénoique Ac linoléique C18:249,12 ou C18:206
18 Ccis-9-12-15 Octadédrienoique | acae-linolénique C18:3291215 oy C18:303
20 0 Eicosanoique Ac arachidique C20:0 (arachide)
ttes cis-
20 4 5,8,11,14eicosatétraénoique | Ac arachidonique C20:415,8,11,14 0lC204, w6
20 ttes cis-5,8,11,14,17 Ac EPA C20'545,8,11,14,17u C20:503
5 Eicosgenienoique
22 1 cis 13- docosénoique Erucique C22:113 (colza, moutarde)
22 Ttes cis 4,7,10,13,16,19 ac cervonique ou C20:644.7,10,1316,19y C20:6.03
6 docosdexaenoique (DHA) DHA (huile de poissons)
24 0 Tétracosanoique Lignocérique C24:0 (cerveau)
1 Cis 15-tétracosenoique Nervonique C24:15 (cerveau)

1-2- Sources des lipides alimentaires

Les lipides alimentaires sont présents dans divers produits d’origine animale, les produits

laitiers entiers ou partiellement éntés (beurre, créme, fromage...), dans les viandes (beeuf,

agneau, porc...), la charcuterie, et certains poissons (saumon, thon, anguille, anchois...). Les

produits d’origine végétale contenant des lipides sont les oléagineux (amandes, noix, arachides...),

mais aussi certains fruits ou légumesnme 1’avocat, sont riches en lipides. L’huile, qu’elle soit

végétale ou animale, est constituée entierement de lipides. De nombreux produits industrialisés,
biscuits, gateaux, confiseries, viennoiseries, fritures, hamburgers, pizzas et plats préparés en général

sont tres riches en lipides.
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En ce qui concerne les deux principales familles d’acides gras alimentaires, n-6 etn-3, les
AGPI de la famillen-6 proviennent essentiellement des huiles végétales et animales (Tableau 3).
Les huiles de mais, noix, tournesol contiennent 50 a 70 % d’acide linoléique (C18:2n-6). Quant a
I’acide a-linolénique (C18:3n-3), il est contenu essentiellement dans les huiles de soja, de colza et
de noix. L’acide a-linolénique peut étre synthétisé dans les chloroplastes de phytoplancton.
Lorsqu’il est consommé par les poissons, il est transformé, par une série de réactions de

désatration et d’¢longation, en EPA puis en DHA.

Tableau 3 Teneurs (mg/100g) en acide linoléique et a-linolénique des principales huiles d’origine végétale et
animale. Martin et coll (2001).

Origine Acides gras essentiels (mg/100 g)
alimentaire Acide Acide a-linolénique
(végétale et linoléique (n-3)

animale) (n-6)

- arachide 20 a 29 traces

- colza 90

- mais 55

- NoIX 69 478 3a13

- olive 7 traces

- pépin de raisin 70 traces

- soja 50 a 60 6al0

- tournesol 55 a 65 traces

- beeuf 2 0,5

- oie 6,5

- poisson contient des dérivés
- porc (saindoux) 8 contient des traces
- beurre 3ab

- lait 448

- jaune d’ceuf

1-3- Biosynthése des AGPI

Il existe deux grandes familles d’acides gras alimentaires, la famille des acides &t
celle desn-3 (Figure7). Les acides gras polyinsaturés (AGPI) de la famiieprésents dans la
viande et dans les huiles végétadest synthétisés a partir de leur précurseur, 1’acide linoléique
(LA ; 18:2n6). L’acide arachidonique (AA ; C20:4n-6) est le membre le plus actif de cette famille
il permet la biosynthése et 1’activation des eicosanoides (prostaglandines, thromboxanes,
leucotrienes et lipoxines) de la sené. Les AGPI de la famille-3, quant a eux, sont contenus
dans le poisson et les algues marines. Leurs membres les plus importants sont [’acide
docosahexaenoique KA ; C22:6n3) et I’acide eicosapentaénoique (EPA ; C20:5n-3). Le DHA

est un composant de la membrane phospholipidique de la plupart des cellules, particulierement dans
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la rétine, le cerveau et les spermatozoides (Cletlaoll, 2001 ; Politet coll, 2001).L’EPA est
transformé en différents métabolites pas Voies de la cyclo-oxygénase et de lipoxygenase. Les
AGPI des deux familles sont synthétisés en plusieurs étapes, qui impliquent des désaturases et des
élongases Les élongases augmentent la longueur de la chaine, les désaturases augmentent le nomb
d’insaturations. Les désaturases agissent dans des régions spécifiques des acides gras, de maniere
aléatoire,d’un acide gras a l’autre. Il existe donc une compétition de substrat vis-a-vis de ces
enzymes. Il existe cinq désaturasesABsA6, A5, communes aux animaux et végétaux ehlEs,

A15 spécifiques aux végétaux. L&¥2, A15 sont impliquées dans la synthése de 1’acide linoléique,
précurseur des AGPI de la famille6 et de I’acide a-linolénique, précurseur des AGPI de la
famille n-3. La compétition de substratans les voies de désaturation et d’élongation, impose un

équilibre d’apport de précurseurs. L’age de 1’organisme et la qualité alimentaire déterminent le

potentiel enzymatique. Pour un acide gras plus insaturé, une configuration spatiale complexe est
imposée a la molécule. Les phospholipides memls s’empilent et augmentent la fluidité

membranaire. (Figure7).
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Figure 7: Biosynthése des acides gras poly-insaturéde symboleA indique une désaturation avec la place de la
double liaison introduite repérée a partir du groupe carboxyle COOH. Le symbole ¢ indique une élongation. Les
familles n-7 et P ne sont pas essentielles car leur précurseur est synthétisable par I’homme (et 1’animal). Les familles

n-6 et n-3 constituent les acides gras essentiels. Ketllegil. (1991).
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1-4- Réles biologiques des acides gras alimentaires

Les lipides représentent environ 20 % du poids du corps S’il existe des acides gras essentiels
pourl’organisme, les acides gras doivent jouer en général un role trés important. En effet, en dehors
du role incontournable dans I’apport énergétique, les acides gras sont impliqués dans la structure et
signalisation cellulaires, et dans 1’expression génique. Nous décrivons briévement ci-dessous

guelques fonctions des AGPI.

1-4-1- Réle de lipides de constitution

Les membranes cellulaires sont constituées d’une double couche phospholipidique. Les
AGPI essentiels, LA (C18 :8-6), AA (C20:4n-6), DHA (C22 :6n-3), et les acides gras mono
insaturés, OLA (C18 :1-9), en sont les constituants fondamentaux. Les acides gras insaturés
permettent la fluidit¢ membranaire et régulent D’activité des protéines, enzymes, récepteurs,
transporteurs, canaux, de la membrane plasmique. Les acides gras saturés, en association avec I
cholestérol dans les cellules animales ou les sphingolipides dans les cellules végétales, favorisent la
régulent I’activité des protéines membranaires.

D’aprés Otten et coll. (1997), le régime alimentaire détermine la distribution des
phospholipides membranaires. En effet, lorsque les phospholipdes sont saturés, la membrane
cellulaire est rigide, et lorsque le taux de cholestérol est élevé, la fluidité de la membrane diminue

pareillement.
1-4-2- Role énergétique

Le role énergétique des acides gras a déja été montré. Tous les acides gras sont une bonne
source d’énergie, car les liaisons qu’ils possedent, libérent de I’énergie cellulaire lorsqu’elles sont
rompues par action enzymatique, 1 gramiadipides fournit 9 Kilocalories a 1’organisme, une

grande partie de I'énergie fournie est stockée sous forme de réserves disponibles.

1-4-3- Role régulaeur de Pactivité cellulaire

Certains acides gras polyinsaturés jouent un rble de précurseurs des éicosanoides,
prostaglandines, leucotrénes, thromboxanes et prostacyclines. L’AA est le principal précurseur des
¢icosanoides. L’action de la phospholipase A2 sur un phospholipide membranaire libere un acide
gras et un lysophospholipide. La transformation en produit actif est assurée par les oxygénases. Les
cycloxygénases forment les prostanoides (prostaglandines, prostacyclines et thromboxanes) et les

lipoxygénases forment les leucotrienes. Les produits de ces précurseurs sont impliqués dans
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diverses fonctions cellulairesglles que I’inflammation, la cicatrisation, la coagulation, ou les
réponses immunitaires.

Les acides gras polyinsaturés sont deslaégus de la transduction d’un stimulus cellulaire.
L’AA peut agir comme second messager activateur de la PKC, régulatrice de fonctions cellulaires
(Nishizuka, 1988). Les AGLC peuvent réguler 1’expression génique (Niot et coll, 1997). Des
facteurs de transcription, tels que le PPARerpxisome Proliferator Activated Receptor
participent a la régulation de genes du métabolisme lipidique oufdexigdation dans le foie par
les AGPI (Dreyeret coll, 1993). Les récepteurs comme LXRver X Receptgrimpliqué dans la

lipogenese, ont pour antagonistes des AGPI qui bloquent son activation de maniere compétitive.

1-5- Effets de la consommation des AGPI sur la santé

Bien que les AGPI de la famille-3 et ceux de la famill@-6 soient métabolisés par les

méme désaturases, ils n’ont pas le méme effet sur I’organisme.

1-5-1-Effets bénéfiques des AGPI de la famille n-3

L’acide docosahexaénoique (DHA) est un acide gras a 22 atomes de carbone, comportant 6
doubles liaisons, dont la premiére se situe au niveau'®di &ome de carbone & partir de
I’extrémité —CH3. Il appartient donc a la famille3 et est symbolisé 2. Sa consommation,
ainsi qie les membres de la méme famille, prévient 1’installation et la progression de diverses

pathologies.
1-5-1-1- Cardio-protecteur

Les acides gras de la famille3 sont favorables a la prévention de maladies cardio-
vasculaires (Kromann et Green, 1980; Kromhetitcoll, 1989). Parmi les actions cardio-
protectrices, il y a la prévention des arythmies, I’action anticoagulante, la modulation de la
croissance cellulaire dans la paroi des arteres, I’amélioration de ’hémodynamique vasculaire, et la
régulation de la pression artérielle.

Le cholestérol est un composant indispensable de la cellule qui participe a la structure de la
membrane plasmique des cellules. Le cholestérol est aussi indispensable dans la formation de la
bile, de certaines hormones et de divers composés comme la vitamine D. la différentiation du
cholestérol se fait par rapport aux lipoprotéines responsables de son transport. On distingue les
HDL (High Density Lipoproteinqui, part leur forte densité, accumulent et débarrassent les artéeres
des dépbdts lipidiques ; les LDL@w Density lipoproteinet VLDL (very low density lipoprotejn
guant a elles, leur faible densité provoque une accumulation des vésicules de cholestérol et la

formation des plaques d’athérosclérose.
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Les acides gras de la famille-3 diminuent les triglycérides plasmatiques (action
hypolipidémiante) et limitent la synthese de lipoprotéines de trés faible densité, VLDL mais
favorisent celle des lipoprotéines de haute densité, HDL (Fune¢mil, 1991 ; Sanchez-Munizt
coll.,, 1999). A ces actionsajoutent des effets vasodilatateurs exercés par ces acides gras sur les
endothéliums (De Caterire coll, 2000).

1-5-1-2- Anticancéreux

Des études réaliséasvitro etin vivo ont mis en évidence que le DHA et I’EPA inhibent
le développement de certains cancers. Dans les modeles d’études de cancérogenése mammaire, les
huiles de poisson inhibent la croissance tumorale et la prolifération des métastasesefGanitoll
1992). 1l a été démontré que 1’acide a-linolénique (ALA), précurseur des acides gras n-3, a un plus
fort effet inhibiteur de la croissance des tumeurs mammairdss métastases que I’EPA et le
DHA. A I’opposé, les acides gras n-6, en I’absence des n-3, sont des promoteurs de cancer du sein.
Les acides gras hn’exercent pas d’effet inhibiteur sur ce type de cancer lorsque les n-6 sont en
apport trop élevés. Geest que lorsque les apports en n-3 et n-6 sont équivalents que les effets anti-
tumoraux des acides gras n-3 sont visibles. Ainsi, les acides gras n-3 exercent des effets
antagonistes sur la stimulation tumorale induite par les n-6. Les effets anticancéreux des acides gras
sont liés a la régulation des cellules tueuses ou a I’effet apoptotique des AGPI (Beginet coll, 1986;
Reddyet coll, 1991).

1-5-1-3- AGPI et apoptose

L’AA, PEPA, le DHA et leurs métabolites peuvent induire ’apoptose des cellules
tumorales sans affecter les cellules normales (Betgmll, 1987; Calviellcet coll, 1998; Finstad
et coll, 1998). Cet effet semble dépendre de 1’habilité des acides gras a générer des radicaux libres
et du processus de peroxydation des lipides (Das, 1991 et 1999). Cadvieldd. (1998) ont
montré que I’EPA et le DHA agissent selon deux mécanismes différents sur le controle du
développement des tumeurs. L’effet anti-tumoral de I’EPA est un processus antiprolifératif, alors
que le DHA induit I’apoptose cellulaire des cellules cancéreuses (Calviell@oll, 1998). A
I’opposé, ces AGPI semblent avoir un effet protecteur contre le processus d’apoptose dans les
cellules normales soumises a des acides gras saturés, tels que 1’acide palmitique (16:0) (Calviello et
coll., 1998).

Le mécanisme d’action du DHA n’est pas encore connu. Cependant, selon certains
auteurs, ’activation de la protéine Fas des cellules Jurkat-T serait impliquée (Weist coll, 1995;
Wolf et coll, 1997; Zhouet coll, 1998). Le systeme Fas/Fas Ligand est critique pour le

déclenchement de 1’apoptose dans un nombre important de types cellulaires. Lorsque les cellules
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sont incubées avec le DHA, il en résulte une augmentation de I’expression de Fas et de la sécrétion

de son ligand qui duit ’apoptose (Siddiqui et coll, 2001).

1-5-1-4- Effets sur le systeme nerveux central

La présence de DHA, en concentration élevée, dans les membranes des cellules
cérébrales, rend compte de son importance dans le fonctionnement du systeme nerveux central. Des
expériences de carence en DHA, menées sur les rats et les singes, ont mis en évidence que les
capacités d’apprentissage et d’attention dépendent de cet acide gras (Lauritzen et coll, 2001). Au-
dela de ces études, des résultats récents suggérent que des anomalies du métabolisme des AGF
seraient impliquées dans le développement de certains troubles psychiatriques (Horrobin, 1998),
tels que la schizophrénie (Horrobin, 1998), la dépression (Bruinsma et Taren, 2000), I’hyperactivité
de I’enfant (Burgesset coll, 2000). Certains travaux rendent compte des mécanismes engendrés par
une carence en cet acide gras. Outre les modifications des propriétés des membranes, des
changements concernant la neurotransmission, notamment la capacité de libérer un ou plusieurs
neurotransmetteurs au moment de la stimulation nerveuse, sont observés. Ainsi, 1’état de carence en
AGPI n-3 affecte la fonction de plusieurs systémes de neurotransmission, notamment les voies
monoaminergiques (dopamine et sérotonine) (Dettoroll., 1997; Chaloret coll, 2001; Zimmer
et coll, 2002).

1-5-1-5- AGPI n-3 et acuité visuelle

Comme le cerveau, la rétine est une importante source de DHA. Une carence dans
I’alimentation entraine une diminution des taux de DHA a ce niveau. Il en résulte un
¢lectrorétinogramme anormal et une diminution de I’acuité visuelle chez le singe (Neuringer et
coll., 1986). De plus, Poliet coll (2001) ont démontrén vitro, que le DHA est essentiel pour la
survie et la différentiation des photorécepteurs au cours du développement. En effet, lorsque les
photorécepteurs sont cultivés sans DHA, aprés 4 jours un effet apoptotique est obsere¢ (Polit
coll., 2001).

1-5-1-6- Action des AGPI n-3 sur le systeme immunitaire
Les acides gras alimentaires n-3 ont une variété d'effets anti-inflammatoires et

immunomodulateurs (Mori et Beilin, 2004). Ces effets pourraient intervenir dans l'athérosclérose et
ses manifestations cliniques, telles que l'infarctus du myocarde, la mort subite, et les accidents
vasculaires aébraux. Certains travaux sur 1’obésité révélent qu’une inflammation chronique est la

conséquence d’une trop grande accumulation d’énergie par 1’organisme (Ye et Keller, 2010).

1-5-2- Effets mitigés des AGPI de la famille n-6
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Les effets bénéfiques des AGRI6 avaient été reconnus. Toutefois, certains travaux
suggerent que leur consommation excessive pourrait inverser les effets bénéfiques et provoquer des
risques cardio-vasculaires (Rothrock et Foster, 1990). Chez le nouveau-né nourri uniguement au
biberon, il a été observé que/lde I’apport énergétique en acide linoléique évitait 1’apparition des
symptébmes physiologiques (dessechement et épaississement de la peau, desquamation) et
biochimique (teneur circulante élevée en acide eicosatriénoique (20:3n-9) et rééuiteqen sont

caractéristiques d’une déficience alimentaire en AGPI n-6 (Holmanet coll, 1970).

1-6- Hydrolyse des lipides alimentaires

Les acides gras alimentaires doivent étre hydrolysés par des lipases digestives durant le
processusd’absorption. Durant ce processus, les lipases libérent les acides gras dans la cavité
buccale (Figure 8) pour permettre leur interaction avec les récepteurs du golt (Kawai et Fushiki,
2003). Il a été observé chez le rat (Hamosh et Scow, 1973, a, bdhpuiBhomme et la souris
(Hamosh et Burns, 1977 ; DeNigascoll, 1988) que la lipase linguale est secrétée par les glandes
de Von Ebner dans la cavité buccale. La muqueuse gastrique libére elle aussi une dipgse,ga
d’une séquence identique a celle de la lipase linguale, (Barrowma coll, 1970). La lipase
gastrique,dont I’activité ne représente que 10 % a 30 % de ’activité lipasique chez ’Homme,

permet la digestion des triacylglycérides (Hamosh et Burns, 19@mosh et Scow, 1973, a).
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Figure 8: L’hydrolyse des lipides alimentaires : L hydrolyse de triglycérides (TG) par la lipase linguale libere des
acides gras a longue chaine (AGLC) dans la salive, prés des bourgeaitt,caligls peuvent étre solubilisés par la
VEGP (Von Ebner’s Gland Protein) et/ou captés par le récepteur CD36 situé a la surface de sertdinkes
neurosensorielle L’interaction AGLC/CD36 affecte le comportement alimentaire et les sécrétions digestives. On
ignore actuellement la cascade de signalisation mise en route au niveaurgesi® du golt et les voies nerveuses

impliquées. 1,2-DG : 1,2- diglycérides. Laugeretteoll. (2007).

2- Détection des lipides alimentaires

Bien que les graisses alimentaires soient tres majoritairement composées de triglycérides, ce
sont les acides gras a longue chaine (AGLC, nombre de carbones > 16) qui sont responsables de
I’attirance spontanée pour les lipides. En effet, quand des rats ont un libre acces a deux sources de
lipides, ils consomment de préférence celle enrichie en AGLC par rapport a celle contenant des
triglycérides (Tsurutat coll, 1999; Fukuwatart coll, 2003). Cette sélectivité chimique est étroite
puisque les AGLC ne sont plus reconnus quand ils sont méthylés (Tstratdl, 1999). La
capacité a percevoir, de facon sélective, les AGLC a été confirmée en utilisant la ndghode
I’aversion gustative conditionnée qui consiste a rendre un animal aversif & une saveur donnée en
associant sa consommation avec un malaise digestif induit par voie chimique. Non seulement on

peut facilement rendre un rat (McCormaetkcoll, 2006) ou une souris (Gaillaet coll, 2008)
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aversif vis-avis d’un AGLC donné, mais encore son seuil de perception aboutissant a son rejet est
extrémement faible (de 1’ordre du nanomolaire) (McCormack et coll., 2006). La lipase linguale,
dont I’expression est particulicrement élevée chez les rongeurs, semble jouer un réle prépondérant
dans cette perception. En effet, son inhibition pharmacologique s’accompagne d’une chute

spectaculaire de la préférence pour les lipides (Kawai et Fushiki, 2003).

2-1 Comment les acides gras sont-ils détectés ?

En régle générale, la transmission d’un signal gustatif aboutissant a la perception d’une
saveur requiert la présence de protéines spécialisées localisées au sommet des cellules
chimioréceptrices des bourgeons du goQt (Figure 8). Ces protéines sont soit des canaux ioniques
dont la fonction est contrdlée par des ions*(paur le salé ou Hpour I’acide), soit des récepteurs
activés par des ligands spécifiques entrainant la production d’un second messager intracellulaire
(cas du sucré, de ’amer et de ’umam) ou encore des récepteurs canaux dont la liaison avec un
ligand spécifique contrdle le flux transmembranaire d’un ion (sucré¢, umam) (Gilbertson et
Boughter, 2003). Quel que soit le mécanisme incriming, il aboutit au final a une variation de la
[Ca?']i ce qui provoque I’exocytose de neuromédiateurs a I’origine de 1’activation des fibres
nerveuses gustatives sous-jacentes (GilberetoBoughter, 2003). En théorie, une perception
gustative des lipides doit donc étre générée par I’interaction d’un AGLC avec une protéine
spécifique portée par les bourgeons du go(t. Les travaux dans ce domaine ont permis de cibler, a ce
jour, plusieurs candidats plausibles : le canal potassique Kv1.5, les récepteurs GPR120 et GPR40 et

la glycoprotéine CD36.

2-1-1- Canal potassique (Kv1.5) sensible aux acides gras polyinsaturés

Timothy Gilbertson et ses collégues de I’Universit¢ de 1’Utah (USA) ont appliqué la
technique du « patch clamp » a des cellules réceptrices gustatives isolées a partir de papilles
fongiformes de rat pour comprendre comment un signal lipidique pourrait étre transmis par la voie
gustative. Cette technique permet de mesurer des variations de courant électrique extrémement
faible (de I’ordre du picoampére) générées par les flux ioniques existant de part et d’autre de la
membrane cellulaire. lls ont pu ainsi montrer que les acides gras polyinsaturés (AGPI) bloguent les
canaux potassiques DRIBé¢layed-rectifying potassium channetija connus pour étre impliqués
dans la transduction de stimuli sensoriels (Gilberetaroll, 1997). Il en résulte une dépolarisation
transitoire de la cellule réceptrice gustative due a I’accumulation intracellulaire de charges positives
(Gilbertsonet coll, 1997). Il faut souligner que la fermeture des canaux potassiigse®btenue
gue lorsque les AGPI sont présents du c6té extracellulaire de la membrane de la cellule gustative, ce

qui est le cas dans le contexte physiologique. Ces doime&égso suggerent donc que la présence
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d’AGPI dans I’alimentation peut modifier le fonctionnement de cellules gustatives, ce qui pourrait,

au final, affecter le comportement alimentaire, voire la masse corporelle. Pour explorer cette
dernie¢re hypothése, ces auteurs ont comparé ’'impact des AGPI sur la polarisation électrique de

cellules gustatives isolées a partir de papilles fongiformes de rats résistants (S5B/P1) ou sensibles
(OsborneMendel) a I’obésité. De fagon inattendue, la dépolarisation des cellules gustatives, induite

par les AGPI, est plus importante chez les rats résisiaivbésité, connus pour consommer de
préférence des glucides que chez les rats obeses qui ont une nette attirance pour les lipides
(Gilbertsonet coll, 2005). Ce résultat suggere que les animaux obéeses auraient une hyposensibilité
gustative pour les acides gras, ce qui pourrait expliquer qu'ils consomment plus de lipides. Ce
phénomene pourrait participer a la mise en place de 1’obésité. 1l a été également montré que

I’addition d’une faible concentration d’ AGPI a une solution contenant une molécule sapide, comme

la saccharine, abaisse fortement son seuil de perception favorisant ainsi sa consommation
(Gilbertsonet coll, 2005). Des résultats comparables ont été obtenus avec d’autres substances

sapides renforgant ainsi leur effet attractif ou aversif (Pittrercoll, 2006). Les AGPI se
comporteraient donc comme des exhausteurs de godt, leur action dépolarisante intrinseque sur la
cellule gustative due a I’inhibition des DRK s’additionnant a celle induite par la molécule sapide.

Les papilles fongiformesle rat expriment une dizaine d’isoformes différentes de canaux DRK

pouvant étre inhibés par diverses molécules sapides. Il a été proposé par Gilbertson et ses collégues
que le canal Kvl1.5, dont I’expression est particulierement soutenue dans les cellules réceptrices
gustatives des papilles fongiformes, pourraient étre la structure relais des AG&t ¢blly 2005),

a I’instar de ce qui a été rapporté pour les cellules cardiaques (Honore et coll, 1994).

2-1-2- GPCR activés par les acides gras (GPR120 et GPR40)

La perception gustative du sucré, de I’amer et de I’'umamiest médiée par des récepteurs
couplés aux protéines G (GPCR) (Figupe It s’agit d’une famille de protéines dont chacun des
membres est activé par un ligand spécifique qui peut étre d’origine endogenee(g.hormones, acides
biliaires, endocannabinoides, amines biogenes) ou exogéneutriments, phéromones, odorants).
De nombreux GPCR sont encore considérés comme orphelins, leurs ligands naturels n’étant pas
identifiés. Il a été récemment montré que les récepteurs GPR120 et GPR40 (ou FFAR&epour
fatty acid receptor Lsont capables de lier et d’étre activés par les AGLC.

Le GPR120 est abondamment exprimé au niveau de cellules entéroendocrines localisées
principalement dans 1’iléon et le colon chez la souris et ’'Homme. Son activation par les AGLC
provogque la sécrétion dglucagon-like peptide-{GLP-1) (Hirasawaet coll, 2005) et de la
cholécystokinine (CCK) (Tanaket coll, 2008), deux hormones impliquées notamment dans le

contrble de la prise alimentaire. Le GPR120 est aussi spécifiguement exprimé dans les cellules
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réceptrices des papilles gustatives ou il joue un réle dans la détection oro-sensorielle des lipides
alimentaires. En effet, des souris dépourvues de ce gene ont une préférence pour les lipides
diminuée (Cartonet coll, 2010). On ignore actuellement quel est le mécanisme responsable de ce
comportement. L’invalidation du géne codant pour le GPR40 s’accompagne également d’une chute

de la préférence spontanée pour les lipides chez la souris (Gartati, 2010). Comme ce GPCR

lie & la fois les acides gras a chaine moyenne et a chaine longue (Btisotle 2003), il a été

proposé qu’il pourrait également jouer un réle dans la perception oro-sensorielle des lipides
alimentaires (Cartonet coll, 2010). Cependant, cette hypothese est actuellement grevée par des
résultats contradictoires concernant la présence ou non du GPR40 au niveau des papilles gustatives
chez le rongeur (Matsumued coll, 2007; Cartonet cdl., 2010).

2-1-3- CD36: un récepteur du godt du gras

On peut imaginer qu’il existe un avantage physiologique a une détection orale des lipides
pour une préparation fonctionnelle du tractus digestif a leur arrivée et a leur prise en gharg
nécesise, comme nous l’avons vu précédemment, la fonctionnalité de voies métaboliques trés
complexes. En théorie, une perception gustative de lipides alimentaires peut étre générée par
I’interaction d’un AGLC avec un récepteur spécifique localisé au niveau des bourgeons du godt. La
protéine CD36 (Cluster of Differentiation 36) appelée également FAT (Fatty Acid Translocase)
appartient a la famille des récepteurs "scavengers" de classe B. CD36 est une protéine
transmembranaire de 88 kDa, fortement N-glycosylée, exprimée dans de nombreux types
cellulaires, notamment les plaquettes, les monocytes, les cellules endothéliales capillaires, les
érythroblastes, les adipocytes, et les cellules épithéliales intestinales, mammaires et de la rétine. La
structure prédictive de CD36 oriente la quasi-totalité de la protéine du coté extracellulaire, a
I'exception de deux courtes extrémités cytoplasmiques (de 9 a 13 acides aminés) qui peuvent étre
palmitoylées (Gruariret coll, 2000). La protéine CD36, qui lie les AGLC avec une tres haute
affinité (Baillie et coll. 1996), a été identifiée au niveau de la papille caliciforme chez le rat
(Fukuwatari et coll.,, 1997) et chez la souris (Laugerette coll., 2005). CD36 présente les
caractéristiques structurales et fonctionnelles requises pour étre un récepteur gustatif aux lipides
(Glatzet Lagarde, 2007). Ces caractéistiques sont :

1) dans I’épithélium lingual des rongeurs, I’expression du géne CD36 est strictement
restreinte aux bourgeons du godt. Elle est particulierement élevée dans la partie postérieure de la
langue, au niveau des papilles caliciformes et dans une moindre mesure des foliées (Figure 9). En
revanche, CD36 n’est que faiblement exprimé dans les papilles fongiformes. La protéine CD36 est
localisée au niveau de la partie apicale de certaines cellules sensorielles bordant le pore gustatif. Ce

positionnement est particulierement adéquat pour générer un signal gustatif puisque la lipase
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linguale peut libérer des AGLC a proximité immédiate des bourgeons du go(t, et donc de CD36,

dans les papilles caliciformes et foliées.

microvillosit¢ ~ CD36

~
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Figure 9: Position et présentation du CD36 Le bourgeon du go(t (A) et la structure prédictive du récepteur au godt

du gras, CD36 (B), exprimé a la surface apicale des cellules du golt. Ab(20GE).

2) CD36 a une structure de type récepteur avec une large poche hydrophobbutaitece
flanquée de deux courts segments transmembranaires plongeant dans le cytoplasme (Figure 9). Sor
extrémité Cterminale peut s’associer avec des kinases Src constituant ainsi un ensemble
fonctionnel pouvant potentiellement permettre la transduction d’un signal lipidique.

3) Les AGLC induisent de facon sélective, rapide et importante, une élévation de la
concentration intracellulaire de €adans les cellules gustatives isolées a partir de papilles
caliciformes. Or ce changement est connu pour étre a 1’origine de 1’activation des voies nerveuses
gustatives afférentes. Cet effet est dépendant de CD36 puisque I’inhibition pharmacologique de son
site de liaison supprime totalement la réponse calcique induite par les AGLC (Abdoulefzize
coll., 2012). En accord avec ce processus, les acides gras a chaine moyenne, qui ne sont pas de:
ligands de CD36, sont incapables d’induire un changement calcique dans les cellules gustatives. Le
mécanisme moléculaire a 1’origine de la transduction du signal dans les cellules gustatives est
actuellement inconnu. Une implication de la voie des tyrosines kinases est cependant plausible. En
effet, certaines kinases Src comme lyn ou fyn, connues pour contrdler les flux calciques
intracellulaires, peuvent également interagir avec CD36 (Hwngpll 1991). De méme, les
résultats récents obtenus avec l'invalidation du canal calcique TRPM5, similaires a ceux obtenus

avec l'invalidation de CD36 (Laugeret& coll., 2005) concernant I'abolition de la préférence
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spontanée des rongeurs pour le gras, suggerent que TRPM5 peut faire partie de la voie de
signalisation activée par la liaison d'acides gras sur CD36 (Sclafani, 2007).

4) Les souris, dont le gene codant pour CD36 a été invalidé, n'ont plus de préférence pour
une solution enrichie en AGLC par rapport a une solution aqueuse. En revanche, leur attirance pour
le sucré et leur aversion pour I’amer restent équivalentes a celles de souris de type sauvage. En
absence de CD36, le systeme gustatif semble donc fonctionner normalement sauf pour la détection
de s AGLC (Laugerettet coll, 2005).

5) L’augmentation du flux pancréato-biliaire et du contenu en protéines du suc pancréatique
induit par le dépot oral d’AGLC chez les souris de type sauvage n’existe plus chez les souris
dépourvues de CD36. La présence de CD36 au niveau lingual semble donc indispensable pour
préparer I’organisme a recevoir des graisses (Laugerette et coll.,2005).

6) La présence d’AGLC au niveau oral entraine une activation neuronale du noyau du tractus
solitaire dans des zones connues pour étre en relation avec le nerf IX et le nerf VII. Une fois
encore, cette activation est dépendante de CD36 puisque ’activation neuronale observée chez les
souris sauvages soumises a un stimulus lipidique oral n’est plus reproduite chez des animaux dont

le gene codant pour CD36 a été invalidé (Laugeetttell, 2007).
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Figure 10: Perception oro-sensorielle des lipides alimentaires chez la sourismodéle de travail AGCL : acides

gras a longue chaine. Laugeredtesoll. (2007).
2-2- Existe-til une perception gustative des lipides alimentaires chez I’Homme ?

Bien que les études humaines soient encore peu nombreuses, les données psycho-physiques
de Richard Mattes et de ses collaborateurs du Département Aliments et Nutrition de I’Université de
Purdue aux USA suggerent qu’il existe également une dimension gustative dans la perception oro-
sensorielle des lipides chez I'Homme. En effet, des sujets adultes en bonne santé sont capables de
percevoir, de facon spécifigue, des AGLC et ceci quel que soit leur degré de saturation. Le
protocole utilisé minimisant les influences olfactives et somatosensorielles (texture, piquant) a été
attribué a la gustation (Chale-Rusthcoll, 2007). Il est intéressant de noter que le seuil de détection
des AGLC dans cette expérience est tres bas (0.028% w/v en moyenne) comparé a celusdes huile
(5.6 et 17.3% w/v en moyenne chez les sujets jeunes et ages, respectivement) (Sehitmiian
1998). Les AGLC semblent donc étre les molécules responsables de la perception gustative des
lipides alimentaires chez I’Homme comme chez les rongeurs. Puisque les aliments riches en lipides
peuvent contar jusqu’a 0.5% d’acides gras libres (Mattes, 2005), certains auteurs estiment que

I’hydrolyse des triglycérides par la lipase linguale n’est pas une étape pouvant limiter cette
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détection. Cette observation est importante puisqu’il existe une controverse sur la présence d’une
lipase linguale active chez I’Homme. Cependant, les bases moléculaires de cette perception
gustative ne sont pas encore connues. On peut penser qu’un systéme de détection semblable a celui
en cours de décryptage chez les rongeurgeesggalement chez I’Homme. En effet, les cellules
réceptrices gustatives humaines sont pourvues du CD36 (Sehoab, 2010) et probablement du
récepteur GPR120.

Comme chez la souris, la perceptigustative de lipides s’accompagne de modifications
physiologiques chez I’Homme. En effet, la présence de lipides en bouche est suffisante pour
affecter la triglycéridémie posgtrandiale chez des volontaires sains. En effet, I’augmentation de la
triglycéridémie consécutive a une charge lipidique, réalisée avec une huile encapsulégiter
tout contact oral, est plus importante quand la stimulation ofal&nient est mis en bouche,
mastiqué mais pas ingérést réalisée avec un aliment test contenant des lipides (Mattes, 1996). Ce
changement semble étre indépendant de la texture de la matrice alimentaire utilisée (Mattes, 2001a
et de toute perception olfactive (Mattes, 2001b), suggérant que la présence de lipides dans 1’aliment
proposé est percue par la voie gustative (Mattes, 2005). Cette augmentation de la triglycéridémie
serait due a un déstockage intestinal de lipides issus du repas précédent 1’expérience (Mattes, 2002;
Chavez-Jaureguet coll, 2010). Le mécanisme physiologique a I’origine de ces changements est
actuellement iconnu. A I’instar de ce qui a été montré chez la souris, une boucle céphalique reliant
la détection orale des AGLC a cet effet digesiti le nerf vague (nerf X) est probable. Il a été
¢galement rapporté que 1’ajout de lipides dans un aliment test lors d’un repas fictif (car non ingéreé)
induit une augmentation de la concentration plasmatique d’une hormone, le peptide pancréatique,
plus importante que celle trouvée avec ’aliment dépourvu de lipides mais riche en glucides (Crystal
et Teff, 2006). Ce phénoméne endocrine est rapidkejue 1’effet maximal est atteint 4 mn apres la

stimulation orale.

3- Mécanisme de signalisation cellulaire dans les cellules gustatives

3-1- Signalisation calcique

Les signaux calciques contrblent une trés grande variété des évenements cellulaires, qui
s’étendent de la sécrétion a 1’expression des geénes. Le calcium peut contrdler la croissance et la
différenciation cellulaireou induire I’apoptose. La [Ca2']i est généralement de ’ordre du nano
molaire, mille fois inférieure a celle du milieu extracellulaire. Il existe deux possibilités
d’augmentation du calcium intracellulaire ; la premiere possibilité est qu’il y ait un influx a partir du

milieu extracellulairevia les canaux calciques de la membrane plasmique. Les iofiss€a
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déplacent selon le gradient électro physiologique. La deuxiéme possibilité est une libération des
réserves calciques intracellulaires, constituées par exemple par le réticulum endoplasmique, activé
par I'IP3. Les réserves sont limitées et doivent étre reconstituées a ¢mrfienvironnement

externe. Le réapprovisionnement s’effectue par les canaux capacitatifs calciques (Montell, 1997).
L’augmentation de la concentration calcique fait partie des signaux précoces lors de 1’activation

cellulaire.

3-1-1- Déclenchement de la signalisation

Dans la majorité des cellules animales, le signal calcigue commence par une mobilisation
calcique des réserves intracellulaires suite a 1’activation des canaux dédiés. Les activités tyrosine-
kinase induites lors de I’activation des récepteurs produisent une phosphorylation de nombreuses
protéines cellulaires, telle que la phospholipase C (PLC) @uoal, 1990). La PLC hydrolyse la
phosphatidyl inositol 4,5diphosphate (PIFParmi les produits de cette hydrolyse, FigutdPs, et
le diacylglycéro (DAG). Le DAG est un activateur naturrel de la PKC (Nishizuka, 1986). L’IP3 se
fixe sur son récepeteutPgR) situés sur la membrane du réticulum endoplasmique et induit la

libération des réserves calciques intracellulaires (Berridge, 1984).

3-1-2- Entrée du calcium selon le modéle capacitatif

La déplétion des réserves calciques du réticulum endoplasmique (RE) est suivie d’un flux
calcique provenant du milieu extracellulaire (Putney et McKay, 1999). Dans les cellules endocrines,
il a été démontré pour la premiere fois que le flux calcique est déclenché par la dépktion de
réserves calciques intracellulaires plutot que par I’action directe del’IP3 et, est maintenu, bien apres
gue les taux de réserves intracellulaires ersdient revenus ses valeurs basales, jusqu’a ce que
les réserves calciques intracellulaires soient réapprovisionnées. Cette opération d’entrée du calcium,
nommeéestored operated calcium entry (SOCB) entrée capacitative, est effectuée a travers
I’ouverture des canaux calciques appeléStore-Operated calcium channels (SOCgs canaux sont
strictement activés en réponse a une diminution des réserves calciques intracellulaires (Putney et
McKay, 1999). 11 est possible d’induire pharmacologiquement 1’entrée capacitative du calcium avec
la thapsigargine (TG), un inhibiteur sélectif des pompes ATPasique calcique du RE (Tkastrup
coll., 1989) ou avec des ionophores lipophiles qui transportent le calcium en dehors du RE et des
chélateurs du calcium interférant avec la recaptur€ati(Parekh et Penner, 1997 ; Lewis, 1999).
Les signaux permettant ’activation des canaux SOC sont encore inconnus, mais trois hypotheses
tendent a expliquer cette activation.

- La premiere hypothése est celle du couplage conformationnel. Suite a un signal, le

récepteur de 1’IP3 situé sur la membrane du réticulum endoplasmique, initierait une interaction
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directe avec les canaux SOC situés sur la membrane plasmique. Cette hypothese serait confortée pa
I’existence d’une interaction entre les canaux TRPC1 et TRPC3 et I’'IP3R (Boulayet coll, 1999;
Rosadcet coll, 2002). Toutefois, I’hypothése du couplage conrformationnel est remise en cause par
le fait que les canaux TRP sont activés sans I’intervention de I’IP3R (Jayaramaet coll, 1995).

- D’apres I’hypotheése du messager diffusible, les canaux calciques fusionneraient avec la
membrane plasmique pour activer I’'influx SOC ; ce mécanisme n’a toutefois pas été identifié
(Pattersoret coll. 1999 ; Yacet coll, 1999). D’aprés cette hypothése, lorsqu’ils ne sont pas actifs,
les canaux SOC ne seraient pas localisés au niveau de la membrane plasmique, et y seraient inséres
suite a une déplétion calcique par un mécanisme d’exocytose.

- La troisieme hypothése, la plus probable (Figurell), est celfexdgence d’un facteur,
CIF (calcium influx factoy. Il s’agit d’un composé de faible poids moléculaire purifié a partir de
cellules T Jurkat stimulées. Le CIF libéré par le réticulum endoplasmique est de nature non
protéique et phosphorylé (Randriamampita et Tsein, 1993). Le CIF peut activer la phosphalipase A
Ca&*-indépendante (iPLA localisée proche de la membrane plasmique (Setacoll, 2004). Le
clivage des phospholipides par iPLAgénére I’AA et des lysophospholipides. Les

lysophospholipides activeraient directement les canaux SOC.
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Figure 11: Les trois hypothéses de I’influx SOC : La déplétion du C4 dans les réserves du RE induit I’ouverture des
canaux SOC. 1, il existe un lien direct avétPkR qui ouvre le caal SOC, c’est une analogie avec le lien qui existe
entre les récepteurs de la ryanodine et les canauxX2Ck déplétion du Cainduit la fusion des vésicules contenant
SOCs avec la membrane plasmique. 3, un second messager diffuditdle fpartir du RE déplété de*Cactive les
SOC. Clapham (2003).

3-1-3-La nature des canaux impliqués dans I’influx SOC

Dans les cellules électriquement nonexcitables, 1’influx calcique est essentiel pour la

1 Partie : Etat actuel des connaissances scientifiques 46



Chapitre 1l : Détection des lipides par le systeme gustatif

régulation d'une multitude de processus cinétiques distinctes impliquant I'exocytose, le contréle

enzymatique, la régulation des genes, la croissance et la prolifération cellulaire et I'apoptose.

Plusieurs courants possédant une fonctionnalité biophysique distincte ont été signalés, mais le
mieux caractérisé est le courant CRACZ" Release Activated €9. Ce dernier a été identifié

dans les mastocytes et les lymphocytes T (Hoth et Penner, 1992). Des courants CRAC ont depuis
été identifiés dans de nombreux types cellulaires (Parekh et Penner, 1997).

Bien qu'il ait été initialement envisagé que les canaux CRAC fonctionnent uniquement dans
les cellules nonexcitables, plus de preuves poim&intenant vers un réle central pour les courants
Icrac-like dans les cellules excitables aussi. Dans certains systemes, |'évidence suggeéere que les
canaux fonctionnant pourraient étre liés a des homologues duTrBfsient Receptor Potent)al
mais aucun consensus n'a encore été atteint. Malgré des recherches intenses, le sigiallgui re
C&* vers les canaux CRAC dans la membrane plasmique ainsi que I'identité moléculaire du capteur
ou senseur du Gavers ses canaux reste insaisissable. Afin de mieux comprendre ce mécanisme,
Feske et coll, 2006, ont identifié la molécule STIM1 et la famille ORAI qui existe en trois types.
ORAI1 (aussi appelé CRACM1, TMEM142a) appartient a une nouvelle famille de canaux ioniques.
Les autres membres de cette famille sont ORAI2 (ou CRACM2, TMEM142b) et ORAI3
(CRACM3, TMEM142c). ORAIL a été identifié dans les cellules S2 de drosophile (fetsial,

2006). Chez ’homme, le gene d’ORAI1 est composé de deux exons et code pour une protéine tres
conservée de 301 acides aminés, quatre domaines transmembranaires et les extrémités N- et C-
terminales intracellulaires (Feske, 2010). D’un point de vue stoechiométrique, les canaux CRAC

sont composés de quatre unités d’Orail (Ji et coll, 2008)). Une expression simultanée d’Orail avec

STIM1 (Figure 12 serait la cause de la naissance d’un courant Icrac (Peineltet coll, 2006). Quant

a la contibution d’Orai2 et Orai3 dans I’influx SOC, en dépit de leur expression simultanée dans de
nombreux tissus et organes (Feskeoll, 2009), Orai2 serait incapable de restaurer I’influx SOC

dans des cellules dépourvues d’Orail, alors qu’Orai3 entraine une partielle restauration (Gwatk

coll., 2007).

STIM1 (stromal interaction molecujeest essentiel pour I’influx SOC. STIMI1 a été
initialement identifié comme suppresseur de tumeur nommé GOK, exprimé dans le muscle
squelettique, mais absent dans le rhabdomyosarcome ou son expression induit la mort cellulaire
(Parkeret coll, 1996). STIM1 et son analogue STIM2 sont des protéines transmembranaires
phosphorylées contenant de multiples domaines protéiques @tanoji, 2000).

STIM1 est une protéine transmembranaire a passage unigue qui est principalement localisée
dans la membrane du RE bien qu’exprimée dans la membrane plasmique (Manjcoll, 2000). Les
domaines protéiques de STIM1 comprennent, entre autres, deux domaines nécessaires pour la

détection du calcium et un motif SAMstérile alpha motjf (Williams et coll, 2001). Les
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dysfonctionnements d’Orail provoquent le développement de nombreuses pathologies comme la

formation de thrombus (Brauet coll., 2009) et de métastases de cellules cancéreuses €Yang
coll., 2009).
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Figure 12: Le mécanisme moléculaire de l'activation du canal CRAC Dans les lymphocytes au repos, le pool
calcigue du RE rempli de €alié au domaine EF-Hand de N-terminale de STIM1. La stimulation des récegéeurs
l'antigéne provoque l'activation du TCR/BCR suidiene cascade de signalisation et la production d’InsP3, entrainant

la libération de C4 du RE par les récepteurs InS§ui sont des canaux ioniques non sélectifs. La chute de la
concentration de Gadu RE conduit a la dissociation du?Ca partir du domaine EF-Hand de STIM1, dépliage de la
terminaison N de STIM1 et la multimérisation des protéines STIM1. STIM1 multiéneaasloque les sites de jonction
du RE dans lesquelles la membrane du RE est juxtaposée a la membranguplaSTIM1 multimérisé forme des
grappes (ogpunctg dans lesquelles il recrute des canaux CRAC Orail. (Feske , 2012).

3-2- Transduction du signal lipidigue médié par le CD36 lingual

L'un des premiers événements de la signalisation cellulaire est l'augmentation defla [Ca
Nous avons vu que l’interaction entre une molécule sapide et sa structure de reconnaissance
spécifique localisée au niveau du pore gustatif du bourgeon du godt aboutit a une modification de la
[Ca?']i (Gilbertson et Boughter, 2003). Si le CD36 est bien un lipido-récepteur gustatif, son
interaction avec un AGLC devrait également affecter I1£|Cedes cellules réceptrices gustatives
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I’exprimant. Pour explorer cette hypothése, des cellules CD36-positives ont été purifiees par
immuno-magnétisme a partir de papilles caliciformes de souris (Galiaall, 2008). Les AGLC,

qu’ils soient saturés ou non, induisent de fagon sélective, rapide et importante, une élévation du

[Ca?"]i dans les cellules réceptrice gustatives CD36-positives. Cet effet est strictement dépendant du
CD36 puisqu’il n’est pas reproduit dans les cellules gustatives CD36-négatives. De plus,
I’inhibition pharmacologique du site de liaison du CD36 par le sulfo-N-succinimidyl oleate ester
(SSO) (Harmoret coll, 1991) supprime totalement la réponse calcique induite par les AGLC.
Finalement, les acides gras a chaine moyenne, qui ne se lient pas au CD36, sont incapables
d’induire un changement calcique dans les cellules gustatives CD36-positives (Gaillardet coll,

2008). En bref, les AGLC sont bien capables d'activer des cellules réceptrices gusiatlees
CD36.

Ca*
0 ©

°
/ g 9
SOC
an

c els

Exocytosisof

5-HT & NA Exocytosisof
S 5-HT & NA
‘8300, —p Afferent .

Afferent
nerve fibres

nerve fibres

Figure 13 Mécanismes de signalisation dans les cellules gustativek’interaction entre un acide gras a longue
chaine (AGLC) et le CD36 induit I’activation de protéines kinases de 1a famille des Srae qui provoque 1’ouverture des
canaux calciques SOC (Store-Operated Calcium channels). Les AGLC seétideégalement capablé®ugmenter
la concentration en inositol-tphosphate (IP3) entrainant ainsi la libération des d’ions Ca?* stockés dans le réticulum
endoplasmique. L’augmentation massive de la [Ca?*]i qui en résulte déclenche I’exocytose de neuromédiateurs a
lorigine du signal gustatif probablement via une dépolarisation cellulaire dépendante des canaux TRMBBaneet
coll. (2011.
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Notre équipe a démontré que les AGLC, en se liant au CD36, recrutent et activent les
protéines Fyn et Yes de la famille des Src protéine-tyrosine kinases (Src-PTK) (El-Yessithi
2008). L’implication des Src-PTK, dans cette cascade de signalisatitssf pas ¢tonnante. En effet,
I’interaction entre le CD36 et les protéines Fyn, Lyn et Yes a déja été rapportée dans d’autres
modeles cellulaires (Huargg coll, 1991). Cette activation pourrait expliquer 1’augmentation de la
[C&?*]i dépendante des AGLC observée chez les cellules réceptrices gustatives CD36-positives
(Gaillard et coll, 2008). Il apparait que ce changement estadlbuverture des canaux calciques
SOC (Store-Operated Calcium channglicalisés au niveau de la membrane plasmique des
cellules réceptrices gustatives CD3fitives. Parallelement a cette cascade d’éveénements, la
présence d’un AGLC dans le milieu de culture est également capable d’augmenter la concentration
en inositol-tri-phosphate (IP3) des cellules CD36-positives. Ce phénomene semble étre dépendant
du CD36 puisque le SSO inhibe totalement cet effet (El-Yassimoll, 2008). Cette observation
suggére que la liaison AGLC/CD36 pourrait également mobiliser 1&" @a réticulum
endoplasmiquerzia un mécanisme dépdant de la phospholipase C, comme c’est le cas pour le
saccharose (Bernharet coll, 1996). L’augmentation rapide et massive de la [Ca?*]i qui résulte de
ces évenements déclencherait 1I’exocytose de neuromédiateurs vers les fibres gustatives afférentes
probablementia une dépolarisation cellulaire dépendante des canaux TRRidBsiént receptor
potential melastatin-5jFigure 13). En effet, les souris TRPM5-/- ne sont plus capables de faire la
différence entre une émulsion lipidique et une solution témoin lors des tests a double choix
(Sclafani, 2007). Il est notable que cette voie de signalisation est assez proche de celle responsable
de la saveur sucrée (Figure 13).

Bien que TRPMS5 soit un canal activé par le calcium, une régulation directe par I'AA a été
signalée dans les cellules gustatives de souris (€ikepll, 2006, b). Par ailleurs, les cellules
TRPM5 positives expriment aussi la lipase monoglycéride et la phospholipdie (RLA >-11A)
responsable de la libération des acides gras libres (principalement AA) a partir des phospholipides
membranaires (Oiket coll, 2006, b). Grace aux techniques de RT-gPCR et de microscopie
confocale, nous avons observé que les cellules gustatives lipidiques CD36-positives expriment les
différents sous-types de sPLAPLA., et cPLA. Ces différentes isoformes de PL#emblent étre

impliquées dans la régulation de 'homéostasie du calcium dans ces cellules.

3-3- La signalisationvia GPCR

Les ligands se lient spécifiguement aux RCPG pour stimuler et induire plusieurs types de
réponses cellulairesa différentes voies de seconds messagers, telles que celles de 'AMPc, la PLC,

via des canaux ioniques, et les MAPK (Schulte et Fredholm, 2003). Les mécanismes de
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signalisation cellulaire de GPR120 et GPR40 n'ont pas encore été élucidés. Il reste aussi a les
caractériser dans les cellules réceptrices du golt. Cependant, on peut citer quelques études qui on
abordé la signalisation par l'intermédiaire GPR120/40 dans différents types de cellules.

Hirasawaet coll. (2005) a montré que la stimulation de GPR120 par les acides gras libres
conduit & I'élévation de la [€3i et l'activation de la cascade des MAPK, notamment ERKetOh
coll. (2010) ont rapporté que GPR120 fonctionne comme un capteur d’acides gras n-3 et sa
stimulation inhibe les deux réponses inflammatoires de TLR4-et le arNFNF-o et TLR2/3
peuvent également stimuler TAK1, en activant [Ki&t JNK (Takaestet coll, 2003). Lesp-
arrestines peuvent servir d'échafaudage ou de protéines adaptatrices pour une large gamme de
RCPG (Milleret coll, 2001). La région C-terminale de GPR120 contient plusieurs (S/T)X4-5(S/T)
caractéristiques de-arrestines (Cemt coll, 2001). Aprés la liaison du ligand, I@sarrestines
peuvent s'associer avec les domaines cytoplasmiques de GPCR et se coupler au réceptur en I
des voies de signalisation spécifique (Luttetltoll, 2002)

Les autres candidats pour les récepteurs du goQt du gras sont les canaugelaRid (
rectifying potassium channg)squi sont inhibés par des acides gras polyinsatiumésitro
(Gilbertsonet coll, 1997). Ces canaux peuvent contribuer a la réponse du golt du gras, soit de
facon indépendante des GPCR, soit en faisant intervenir, en partie, la cascade de transduction initiée
par l'activation de GPR40 ou GPR120 (Cartintoll, 2010). Dans les cellules du pancréas, l'acide
linoléique réduit le courant potassique voltage-dépendanGPR40 (Fenget coll, 2006). Les
voies de signalisation en aval de GPR40 et GPR120 restent a étre déterminées. GPR120 et GPR4C
sont peu susceptibles de se coupler a la gustducine car lesosguaglucin knock-out ont une

réaction normale a I'huile de soja (Oiecoll, 2006, a).

3-4- Implication des aires cérébrales dans la perception gustative lipidique

Les informations sensorielles humorales et vagales des voies afférentes se convergent au
niveau d'un centre intégrateur : le noyau du tractus solitaire (NTS). Celui-ci envoie des informations
vers les différentes parties dystéme nerveux centréBNC) telles que I’hypothalamus latéral, le
thalamus ou bien d’autres parties du cerveau. Donc le noyau du tractus solitaire (NTS) constitue le
premier relais gustatif au niveau du systéme nerveux central (Figure 1-C). Il était donc légitime de
se demander si la perception orale des lipides alimentaires pouvait affecter 1’activité neuronale du
NTS. Une telle activation peut étre étudiée en analysant I’expression du facteur de transcription Fos.

En effet, cette protéine, qui est le produit de I’oncogene c-fos est un marqueur précoce de 1’activité
neuronale (Harrer and Travers, 1996). Nous avons au montrer qu’un dépdt oral d’acide
linoléique est suffisant pour entrainer une forte activation des parties du NTS innervées par les nerfs

gustatifs (Gaillardet coll, 2008). Bien que des axones de la branche mandibulaire du nerf
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trigéminal (nerf V) provenant de la langue antérieure se projettent dans le NTS au niveanedes z
innervées par les nerfs gustatifs, une stimulation d’ordre mécanique ou textural reste improbable.
En effet dans ces expériences, un dépot d’eau ou de gomme de xanthane (utilisée pour mimer la
texture des lipides) n’a aucun effet stimulant sur I’activité du NTS (Gaillard et coll, 2008). Il est
connuque I’activation du NTS par I’acide linoléique est dépendante de la présence du CD36 lingual
puisque I’activation neuronale observée chez les souris de type sauvage n’est pas reproduite chez
des animaux CD36-/- (Gaillaret coll, 2008). Ainsi, I’information déclenchée par I’interaction du
CD36 lingual avec les AGLC transite par le NTS, dont les afférences centrales et périphériques
affectent respectivement [’activité des centres nerveux connus pour étre impliqués dans le
comportement alimentaire et dans les sécrétions digestives (Figure 14).

Selon une étude, 1’hippocampe recoit 1’information de toutes les modalités sensorielles dont
notamment celles gustatives a travers le cortex parahippocampal. L’analyse des neurones gustatifs a
confirmé que 1’hippocampe est impliqué dans la préférence des modalités gustatives et que, dans
I’hippocampe, la qualité du gott est liée aux valeurs hédoniques (Hoet coll, 2011). L'expression
des génes joue un role essentiel dans les changements qui surviennent lors de 1’activation des
neurones. Les genes précoces (immediate-early genes) sont principalement induits peu de temps
apres l'activité neuronale. Certains genes précoces, comme le Zif268 et le c-fos, sont des régulateurs
des facteurs de transcription et sont responsables de la transcription des génes a réponse tardive. L:
protéine du Zif268 également appelée EGR-1 (early growth response-1) est un facteur de
transcription de la famille des Zif (zinc finger family). L’induction de la mémoire dans
I'hippocampe augmente l'expression des ARNm de ZifR&Bimination du géne de Zif268 chez
la souris conduit a des déficits dans la mémoire des préférences alimentaires (Jones gt coll.
2009) Otsuboet coll, 2011 ont montré, pour la premiére fois, que 1’administration intragastrique
de glutamate monosodique, de sucre ou encore de NaCl active les aires cérébralesetidles qu
noyau arqué et le noyau paraventriculaii@ 1’induction de I’expression du Zif268, du BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) et du Glut 1 au niveau de ces aires. Le Glut 1 est un transporteur
du glucose dont la présence au niveau du cerveau refléte 1’intensité de I’activité cérébrale. Il
améliore la mémoire et ’apprentissage d’autant plus que sa quantité est élevée car ’activation
neuronale exige une forte demande en glucose (Choeiri et coll., 2005)

De plus, Chinnakkaruppan et Rosenblum (2012) ont démontré que 1’apprentissage du goat
au niveau du cerveau nécessite I’activation de différentes voies de signalisation dont celles des
kinases ERK1/2, celles dépendantes dtf €acelle du BDNFLa cascade ERK1/2 serait donc liée
a l’expression du BDNF'.

L’ensemble de ces travaux montre qu’il existe, chez le rongeur, un systeme gustatif inédit

participant a la perception oro-sensorielle des lipides alimentaires ou le CD36 joue un réle
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prépondérant (Figure 14)u ce qui précede sur 'implication des différentes aires cérébrales, nous
nous sommes donc intéressés a étublienr des différentes aires (noyau arqué, hippocampe et

noyau du tractus solitaire) lors de la perception gustative lipidique chez la souris.
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Figure 14: Réle du CD36 dans la perception gustative des lipides alimentaires chez la sourimodéle de travail.

Le CD36 lingual se comporte comme un lipido-récepteur impliqué dans Idiokétdes acides gras a longue chaine
(AGLC) issus de I’hydrolyse des triglycérides (TG) alimentaires par la lipase linguale. (1) La reconnaissance des AGLC
par le CD36 est a l’origine d’une augmentation de la [Ca*]i. (2) Ce changement déclenche la sécrétion de
neuromédiateurs au niveau du pdle basal des cellules gustatives réceptricesigBalllgidique est ensuite transmis
au cerveau par ’intermédiaire des nerfs gustatifs. (4) Ce signal transite par les zones gustatives du noyau du tractus
solitaire (NTS). Les projections efférentes centrales vers des zones connuéseaupliquer dans le comportement
alimentaire (Hypothalamus, HT ; Noyau accumbens, N Ac) et périphériqustuéirdigestif) peuvent expliquer
respectivement la préférence pour les AGLC (5) et I’activation de la phase céphalique de la digestion observée chez des

souris soumises & un dép6t lingual de lipides (6).
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Chapitre Il

Volies de signalisation des MAPKs

Les cellules percoivent les changements de leur environnement par I’intermédiaire de
récepteurs, le plus souvent membranaires. Ces récepteurs vont transmettre le signal extracellulaire &
I’intérieur de la cellule en activant une série de modifications protéiques ou « cascade de
signalisation » qui va permettre a la cellule de réagir. Les voies de signalisatidnA&s
(Mitogen Activated Protein Kinase) permettent 1’engagement rapide d’un programme d’expression
génigue en réponse a un stimulus. Ces voies de signalisation ont été extrémement bien conservées
au cours de I’évolution et sont constituées de protéines kinases qui s’activent en cascade et
transmettent le signal paime suite d’interaction entre protéines. Les voies de signalisation des
MAPK, comme celles de p38 (ERK6, SAPK3), de JNK et de MAPK1/3 (ERK2/1, p42p44MAPK)

jouent un réle important danapoptose cellulaire.

1- Voies de signalisation de JNK et p38

Les kinases JNK et p38 appartiennent a la famille des SAPK (Stress-Activated Protein

Kinase).
1-1- Voie JNK

La voie JNK (c-Jun NH2-terminal Kinase) est activée par les stimuli de stress comme le
choc thermique ou osmotique, les cytokines inflammatoires comme le, TédFayons ionisants et
les inhibiteurs de la synthése protéique. Il existe trois isoformes de la kinase JNK : INK1(MAPKS),
JNK2(MAPK9) et INK3(MAPKZ10) (Derijarcet coll, 1994 ; Kyriakiset coll, 1994), et chacune
est exprimée sous deux formes, une longue de 55KDa et une courte de 46KDaefGugta
1995). Les kinases JNK sont activées par phosphorylation des résidus thréonine et tyrosine de leur
boucle d’activation (motif TPY) par les MAPK Kinases MKK4 et 7, qui sont elles-mémes activées
par plusieurs MAPKK Kinases comme MEKK1/2/3/4, MLK (mixed lineage kinase), MUK (MAPK
Upstream Kinase) /DLK/ ZPK, TAK (TQF Activated Kinase), Tpl2 (pour Tumor progression
locus) ou encore ASK1 (Apoptotic Signal regulated Kinase) (Kyriakigsoll. 2001). Une fois
activées, les kinases JNK transloquent dans le noyau pour y activer des facteurs de transcription

comme ATF2 Activating transcription factor-2) par phosphorylation (Gugttaoll, 1995). La voie
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JNK joue un réle important lors de 1’inflammation en induisant le TNFa ou en stabilisant les
ARNm d’IL-2, d’IL-3 et du VEGF-A. La voie JNK est activée par de nombreux stimuli
proapoptotiques comme les UV, I'activation de Fas ou les céramidest (tall, 2005). Elle joue

un réle important dans linduction de la mort cellulaire, en particulier dans les neurones :
I’inactivation de JNK1 et JNR diminue 1’apoptose des neurones durant le développement (Kuan

coll., 1999 ; Sabapathst coll, 1999) et I’inactivation de JNK3 diminue 1’apoptose neuronale suite

au traitement au kainate (Yaagcoll, 1997). L'une des fonctions de la voie JNK serait d'activer la
kinase proapoptotique ASK1 (Chencoll, 1999).

1-2- Voie p38

Comme JNK, la voie p38 est activée par le stress thermique et osmotique et les cytokines
inflammatoires. La voie p38 est composée de quatre protéines/M3&/CSBP, p3B,
p3&B/SAPK4 et p38/SAPKS3. Ces proteines kinases sont activées par phosphorylation des résidus
thréonine et tyrosine de leur boucle d’activation par les MAPK Kinases MKK3, 4 et 6 (Brancho et
coll.,, 2003 ; Derijardet coll, 1995). Les MAPKK impliquées dans la voie p38 sont TAK1
ASK1/MAPKKKS5, MUK/DLK/ ZPK, MLK3 et MEKK4 (Zarubinet coll, 2005). La voie p38 joue
un réle important dans l'induction des genes impliqués dans la réponse inflammatoire (Kontoyiannis
et coll, 2001) et dans la différenciation des neurones et des myoblastest lirj 2000). La voie
p38 est aussi impliquée dans l'apoptose induite par Fase(lall., 1997) par la perte d'ancrage
(Cardoneet coll 1997) et pourrait jouer un rdle synergique avec la voie JNK dans I’induction de

I’apoptose comme lors de 1'enlévement de NGF dans les cellules PC12 (¥tecoll, 1995).

Cytokines inflammatoires
Stress oxydatif, thermique, osmotique
Rayons ionisants

Réponse inflammatoire, Différenciation, Mort cellulaire
Figure 15: La voie des kinases de stress JNK/p38MAPKLes voies de signalisation des kinases JNK et p38
appartiennent a la famille des SAPK (stress-activated protein kinase). Comme JNHKe [a38oest activée par

différents stress extracellulaires et les cytokines inflammatoires. Les voies des KIN&Sp38MAPK sont composées
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d’un module multi-protéique comportant différentes protéines kinases activées par phosphorstddionun ordre
hiérarchique : les MKKK activent les MKK qui activent finalement les MPAK JNK ou p38.

2- Voie Ras/Raf/IMAPK

La voie des MAPK1/3 est composée d’un module multi-protéique ou les kinases Raf, MEK
et MAPK1/3 sont activées en cascade par des phosphorylations séquentielles. La stimulation des
récepteurs membranaires couplés a Ras, comme les récepteurs aux facteurs de croissalece, active
kinase initiatrice de la voie des MAPK1/3, Raf, par un mécanisme complexe impliquant a la fois la
phosphorylation et la déphosphorylation. Raf active les kinases a spécificité tyrosine et thréonine :
MEK1 et MEK2 qui activent, a leur tour, les kinases MAPK1 et MAPKS3. Les kinases MAPK1/3
vont transmettre le signal généré par les récepteurs en phosphorylant une multitude de substrats
dans différents compartiments seddhulaires, ce qui conduit a I’exécution de fonctions biologiques

aussi diverses que la prolifération cellulaire, la différentiation cellulaire et la migration cellulaire.
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Figure 16: La voie de signalisation Raf/MAPK: La stimulation des récepteurs membranaires couplés a Ras, comme
les récepteurs aux facteurs de croissance, active Raf par un mécanigtexeoba kinase Raf, initiatrice de la voie
des MAPK1/3, active par une double phosphorylation les kinases aigp£difrosine et thréonine (MEK1/2) qui

phosphorylent et activent les kinases MAPK1/3. Les MAPK1/3 activéddiBéréees du complexe et transmettent le
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signal généré par les récepteurs en phosphorylant une multitude steatsudans différents compartiments sub-

cellulaires.
2-1-L’activation de Ras par les récepteurs a activité tyrosine kinase

Suite a la stimulation des récepteurs a activité tyrosine kinase comme le récefi€iH, a
les protéines SOS1 et 2 (Son Of Sevenless) sont relocalisées du cytoplasme vers la membrane
plasmique ou elles se lient a la protéine GRB®Yth-factor-Receptor-Bound protein 2). SOS, qui
est une protéine facteur d’échange GDP contre GTP, induit un changement de conformation de la
protéine membranaire Ras, en catalysant la transformation de la forme Ras-GDP a la forme active
Ras-GTP (Downward, 1996).

Figure 17: L’activation de Ras

Chez les mammiféres, il existe quatre isoformes de la protéine Ras, H-Ras, N-RRaset K-
4A et 4B, codées par trois genes, le géne¥eétant régulé par épissage alternatif. L’une des
fonctions de ces protéines est de recruter et d’activer Raf a la membrane plasmique. Bien que
chacune de ces 4 isoformes s’associe a la kinase Raf, elles n’ont pas la méme efficacité pour
I’activer. Ainsi in vitro K-ras est la plus efficace de ces isoformes pour activer la voie des
MAPK1/3 (Voice et coll, 1999 ; Yaret coll, 1998). Il a été montré récemment que le signal de
prénylation de H-Ras et KRas pouvait les localiser a la membrane du réticulum endoplasmique et

du golgi ou elles peuvent activer la voie Raf/MAPK (Cétiwcoll, 2002).
2-2- La kinase Raf

La kinase Raf est exprimée chez I’homme sous trois isoformes A-Raf, B-Raf et C-Raf ou
Rafl. L’isoforme Rafl est exprimée fortement dans tous les tissus tandis que A-Raf est exprimée
dans les tissus urogénitaux et dans les muscles, et B-Raf dans les neurones, les testicules et le:
cellules hématopoiétiques (Chorgcoll, 2003; Kolch, 2000). De plus, I’épissage alternatif du

géene Braf conduit & 10 isoformes possédant toutes le domaine de fixation a Ras et le domaine
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kinase. Ces isoformes different au niveau des deux premiers exons et des exons 8b et 10a. La
présence de 1’exon 10a augmente 1’activation de MEK par B-Raf alors que la présence de 1’exon 8a

fait I’inverse (Peyssonnaux et Eychene, 2001). Les kinases Raf possedent trois régions conservees,
les régions CR1, CR2 et CR3. La région CRL1 contient deux domaines de liaison a Ras : le domaine
de liaison a Ras (domaine RBD pour Ras binding domain) et le domaine CRD riche en cystéine. Le
domaine CR2 est riche en résidus sérine et thréonine dont la phosphorylation est nécessaire a
l'activation de Raf. Le domaine CR3 carboxy-terminal correspond au domaine kinase de Raf.
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Figure 18: Les trois isoformes de Raf

La kinase Raf estxgrimée chez I’homme sous trois isoformes A-Raf, B-Raf et C-Raf ou
Rafl. Les kinases Raf possedent trois régions conservées, les régions CR1, CR2 et CR3. La région
CR1 contient deux domaines de liaison a Ras, le domaine de liaison a Ras (domaine RBD pour Ras
binding domain) et le domaine CRD riche en cystéine. Le domaine CR2 est riche en résidus sérine
et thréonine dont la phosphorylation est nécessaire a l'activation de Raf. Le domaine CR3 carboxy
terminal correspond au domaine kinase de Raf. Ce domaine posséde aussi plusieurs sites de

phosphorylation controlant I’activité de Raf, notamment les sites du segment d’activation.

3- Les kinases MEK1 et MEK?2
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MEK1 et MEK2 sont des protéines kinase a double spécificité sérine/thréonine. MEK1
(45KDa) et MEK2 (47KDa) présentent 80% d’homologie entre elles et différent au niveau de leur
extrémité carboxy-terminale (Zhewg coll, 1993). Il existe une forme épissée de MEK1, MEK1b,
qui ne présente plus d’activité kinase (Zheng et coll, 1993). Ces deux kinases ne partagent pas le
méme profil d’expression. Chez la souris il a été montré que MEK2 est exprimée fortement dans
tous les tissus embryonnaires alors que MEK1 semble étre exprimée plus fortement chez 1’adulte
(Alessandriniet coll, 1997). En plus de leur domaine kinase, les kinases MEK possedent trois
domaines importants : un domaine de liaison aux MAPK, un domaine NES d’export nucléaire et un
domaine riche en proline (Chencoll, 2001).

Le domaine D de fixation aux MAPK se situe a I’extrémité amino-terminale des MEK et
contient des résidus basiques et hydrophobes qui interagissent avec le domaine CD des MAPK, qui
lui contient des résidus acides. Le domaine NES (nuclear export signal) est lui aussi situé dans la
partie amino terminale de MEK. Ce domaine favorise la localisation cytoplasmique des kinases
MEK (Lenormandet coll, 1993 ; Tolwinskiet coll, 1999) et contribue a augmenter 1’export
nucléaire des MAPK (Adachét coll, 2000). La délétion de cette séquence augmente d’ailleurs
I’activation des MAPK ainsi que les capacités de transformation de MEK (Fulaidzoll., 1997).

Le domaine riche en proline est situé¢ dans la partie carboxy terminale et permet 1’interaction avec
des protéines a domaine SH3 comme MP-1 (Schaeffeoll, 1998) et Grb10 (Nantedt coll,
1998).

domaine D domaine NES domaine riche
en proline

Figure 19: La kinase MEK

3-1- L'activation des MEK

Les kinases MEK1/2 sont phosphorylées par Raf sur deux résidus sérine, les résidus S218 et
S222 dans le cas de MEK1 et S222/226 pour MEK2 (Zletrgll, 1994). Le remplacement de ces

deux résidus par des résidus chargés négativement permet I’activation constitutive des MEK
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(Mansouret coll, 1996). Les trois isoformes de Raf n'activent pas les kinases MEK avec la méme
efficacité. La kinase A-Raf est l'isoforme qui active le moins bien MEK tandis que B-Raf est la
meilleure. B-Raf présente la meilleure affinité de liaison a MEK1/2 et présente la plus forte activité
kinase envers MEK (Papiet coll, 1998). MEK1 est aussi phosphorylée sur son résidu S298 par
PAK, ce qui augmente I’association de MEK avec Raf et avec MAPK1 (Slack-Daviset coll, 2003).

A Dinverse, la phosphorylation de MEKI1 par les MAPK sur son résidu T292 empéche la
phosphorylation de MEK par PAK, diminuant ainsi I’activité de MEK (Eblen et coll, 2004).

3-2- Les inhibiteurs pharmacologiques de MEK et leurs limites

Les inhibiteurs spécifiques de MEK utilisés en recherche sont nombreux. Les inhibiteurs
comme, ’U0126 (Favataet coll, 1998), le PD184352 (Sebolt-Leopodd coll, 1999) et, le
PDO8059 (Dudleyet coll, 1995) sont des inhibiteurs spécifiques non compétitifs de la fixation de
I'ATP qui bloquent la kinase MEK dans une forme inactivable par Raf. Ces inhibiteurs peuvent
inhiber I'expression de phospho-EK1/2 (p-ERK1/2) a des durées variables in vitro (Herelerson
coll., 2010). PD98059 a une durée de vie courte (inferieure a 24h) (Satutdl, 2004) et
n’inhibe pas la forme active de MEK (Alessi et coll, 1995). De plus, plusieurs études, dont celle du
groupe du Dr P Cohen (Davies coll, 2000), montrent que ces inhibiteurs peuvent avoir des effets
non spécifiques importants. PD98059 et U0126 inhibent la kinase MEK5 (Khokhlatleell,

1998). Dans des vésicules psraptiques (synaptosomes) isolées, le PD98059 bloque ’influx de

calcium induit par la dépolarisationl&tJ0126 augmente la sortie de glutamate indépendamment du
calcium (Pereireet coll, 2002). Le PD98059 peut aussi inhiber les cyclooxygénases 1 et 2, qui
jouent un réle important dans 1’agrégation des plaquettes (Pereiraet coll, 2002), mais aussi dans la
survie cellulaire en stabilisant la protéine survivin (Krysarcoll, 2004). U0126 a des effets non
spécifiques sur des résultats expérimentaux basés sur la fluorescence, comme la quantification de la
mort par fixation de 1’annexine V couplée au FITC. La composition chimique aromatique de

1’U0126 peut augmenter la fluorescence et donc le signal de mort. (Blaxdkl., 2002). Enfin, il a

¢été montré qu’en absence de glucose, 1’'U0126 et le PD184161 ont un effet inhibiteur sur la sous-
unité FOF1ATPase de I’ATP synthétase mitochondriale (Yunget coll, 2004).PD0325901est une

petite molécule de deuxieme génération fabriquée par Pfizer avec une activité spéoifitjae
MEK1/2. En comparant avec les inhibiteurs pré-cités PD0325901, est plus puissant et possede
moins d’effets sécondaires (Hendersonet coll, 2010). C’est pourquoi nous 1’avons choisi dans

notre étude.
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4- Les MAPK1/3

Les MAPK1/3 aussi nommées ERK2/1 (Extracellular Regulated Kinase) ou p42/p44 MAPK
(p42 et p44 correspondant a leur poids moléculaire respectif de 42 et 44KDa) sont les premiers
membres de la famille MAPK a avoir été caractérisés @apll, 1987). MAPK1 et MAPK3 sont
exprimées de facon ubiquisiéexiste un variant d’épissage alternatif de MAPK3, MAPK3b (Yung
et coll, 2000) qui n'interagit pas avec MEK ainsi qu’un variant d’épissage alternatif de MAPK1
(Gonzalezt coll, 1993). Les MAPK possédent a leur extrémité carboxy-terminale un domaine CD
riche en résidus acides, qui pernd&interagir avec leurs substrats au niveau de sites de fixation
formés par des résidus basiques comme le domaine D de MEK. Les MAPK sont activées par la
phosphorylation concomitante des résidus thréonine et tyrosine de leur boucle d'activation. MEK
phosphoryle les résidus T202/Y204 pour MAPK1 et T185/Y187 pour MAPK3 (Petymell,
1991). Cette double phosphorylation est nécessaire a leur activité (Reisadh, 1992). Le
mécanisme de phosphorylation pourrait nécessiter la dissociation et la réassociation du complexe
MEK/MAPK (Buracket coll, 1997). Le premier résidu phosphorylé semble étre le résidu tyrosine
(Ferrellet coll, 1997). Une fois activées, les MAPK se détachent de MEK et vont phosphoryler de
nombreux substrats dans différents compartimeabsellulaires comme le récepteur a I’EGF
membranaire, la protéine calnexine du réticulum endoplasmique, la phospholipase A2 cytosolique,
la carbamyl phosphate synthétase mitochondriale ou encore les facteurs de transcription dans le
noyau (Chenret coll, 2001). Les MAPK phosphorylent les résidus sérine et thréonine de leurs
substrats uniquement s’ils sont adjacents d'une proline et de préférence s’ils possedent un autre
résidu proline en position -2 (séquence consensus P-XS/T-P). La phosphorylation des substrats
permet de contréler leur activité. Elle est souvent impliquée dans le contréle de leur stabilité soit en
empéchant leur dégradation par le protéasome comme dans le cas de c-Fos €Dkaltalkioo5s)
ou de MKP1, soit en augmentant leur taux de dégradation comme pour MKP3 (Matcheltj
2005).

5- Le contrdle de l'activité des MAPK par les phosphatases

L’activité des MAPK qui nécessite leur phosphorylation sur les deux résidus thréonine et
tyrosine de la boucle d'activation (Posada et 1982 finement contrélée par 1’équilibre entre
I’activité des kinases et des phosphatases qui ciblent ces deux résidus. Trois familles de
phosphatases peuvent déphosphoryler les MAPK : les sérines /thréonines phosphatases comme
PP2A (Alessiet coll, 1995), les phosphatases tyrosines spécifiques comme PTP-SL, STEP
(Tarregaet coll, 2002) ou HePTP (Pettiforet coll, 2000), et les phosphatases a double spécificité
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DUSP (DUal Specificity Phosphatase) ou MKP (MAP Kinases Phosphatases). Cette famille de
phosphatases comprend les phosphatases nucléaires MKP1/DUSP1 et MKP2/DUSP4 qui
déphosphorylent les MAPK mais aussi P38MAPK et JNK, ainsi que la phosphatase cytosolique
MKP3/DUSP6 qui ne déphosphoryle que les MAPK1/3 et MAPK5 (Caghpsll, 2000 ; Keyse,

200). La voie MAPK induit I’expression de MKP1 et 2 (Brondello et coll, 1997) et leur
stabilisation par phosphorylation directe (Brondetacoll, 1999). A I’inverse, la phosphorylation

de MKP3 par les MAPK favorise sa dégradation (Marcletttioll, 2005). Enfin il faut noter que

les MKP1 (Slacket coll, 2001) et MKP3 (Campst coll, 1998) sont activées par changement de

conformation lors de leur association avec les MAPK1/3.

6- Localisation des MAPK

Les MAPK1/3 se déplacent de facon continue entre le cytoplasme et le noyau par simple
diffusion (Fukudeet coll, 1997), indépendamment de leur état d’activation (Volmat et coll, 2001).
Il semble cependant que la localisation nucléaire des MAPK soit liée a leur capacitéédsedim
(Khokhlatchevet cdl., 1998). Selon les cellules et le type de stimulation, les MAPK peuvent
s’accumuler dans 1’un ou I’autre de ces compartiments. L'association des MAPK a MEK favorise
leur localisation cytosolique a cause du domaine NES de MEK (Adachbil, 2000). Lors de leur
activation par les agents mitogenes, les MAPK se détachent de MEK pour s'accumuler dans le
noyau, une étape nécessaire pour la prolifération (Lenoretacdll, 1993). Dans les astrocytes,
I’expression de la protéine cytoplasmique PEA15 séquestre les MAPK dans le cytoplasme pour
empécher la prolifération (Formsteclercoll, 2001).

7-La durée d’activation des MAPK

L’intensité et la durée d’activation des MAPK jouent un role majeur dans la réponse MAPK.
Selon I’intensité du niveau d’activit¢ des kinases MAPK, la voie Raf/MAPK favorise a la fois
I’entrée en phase G1 du cycle en induisant la cycline D1 et le blocage des cellules en phase G1 en
induisant I’inhibiteur de cdk2, p21. Ainsi, une stimulation de faible intensité des MAPK permet
d'indure la cycline D1 et favorise I’entrée des cellules en phase S (Pages et coll, 1993). A
I’inverse, une forte activation des MAPK favorise l'induction de p21 et I’arrét en phase G1 du cycle
cellulaire, par inhibition de Il'activité de cyclin-cdk (Sewiegcoll, 1997). La différenciation des
cellules PC12 est ’exemple le plus utilisé pour illustrer la relation entre 1'intensité de stimulation
MAPK et la réponse biologique. Dans ce modéele cellulaire, la stimulation transitoire des MAPK
avec des agents mitogéniquesnme I’EGF, permet la croissance, alors que ’activation prolongée

des MAPK, suite a la stimulation par des facteurs neurotrophiques comme le NGF, entraine l'arrét
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du cycle de division et la différenciation des cellules en neurones. €Yodil, 1998).

8- Les fonctions de la voie des MAPK

8-1- MAPK et prolifération cellulaire

Lorsque I’on stimule des fibroblastes quiescents avec du sérum, les MAPK sont activées de
facon biphasique avec un premier pic d’activation de 5 mn, suivi d'un second pic atténué qui dure
environ 1H, et un retour progressif au niveau basal avant la fin de la phase G1. Le second pic
d'activation des MAPK est en correlation avec la progression des cellules en phase 8t(&dges
1993). Cette activation permet I’induction de cycline D1 et 1’activation du complexe Cdk4/cycline
D1 nécessaire a la progression dans le cycle cellulaire (Lataiell, 1996). L’activation des
MAPK1/3 augmente la synthése des nucléotides, en régulant I’activité de la CPSII (Carbamoyl
Phosphate Synthetase Il) (Grawscoll, 2000), ainsi que la traduction en activant le facteur de
traduction elF4E (Raughdt coll, 1999). La voie Raf/MAPK favorise également la réorganisation
de la chromatine et I’activation de certains génes en phosphorylant le résidu serine 10 de I'histone
H3 (Zhonget coll, 2000). Enfin, les MAPK augmentent la prolifération cellulaire en activant
directement les facteurs de transcription EIk, c-Fos, c-Jun, Ets1l/2 et cMyc ou encore le facteur
CREBUVvia l'activation de Rsk (pour revue (Chaetgeoll, 2003).

8-2- La différenciation cellulaire

La voie MAPK joue un réle important dans le développement embryonnaire et la
différenciation cellulaire. Ainsi I’invalidation de mapklprovoque la létalité embryonnaire entre les
jours embryonnaires J6.5 et J11.5 suite a 1’absence de développement de 1’ectoderme extra-
embryonnaire, du cbne ectoplacentaire, a I'absence de différentiation de la lignéeaobraluis
développement du mésoderme (Yetocoll, 2003), et a des défauts dans le développement du
placenta (Hatanoet coll, 2003) L'invalidation de mapk3 provoque une altération de la
différenciation des thymocytes en lymphocytes simples positifs CD4+ CD8+ (Bagas, 1999).

La voie Raf/MAPK a été impliquée aussi dans la différenciation de I'épithélium intestinal (Taupin
et coll, 1999), des cellules musculaires (Gredirgfecoll, 1998) et des adipocytes (Poreasoll,
1994).

8-3- La migration cellulaire

La voie des MAPK1/3 joue un rdle important dans la migration cellulaire et dans le
remodelage de la matrice extracellulaire. L’invalidation de mek1(Giroux et coll, 1999) et deaf-1
(Ehrenreiteret coll, 2005) provoque un défaut de migration cellulaire. L’activation des MAPK
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favorise la migration en phosphorylant la kinase MLCK (Myosin Light Chain Kinase) (Klemke

coll., 1997), la paxiline (Liwet coll, 1999) et la calpain (Gladireg coll, 2004) qui sont impliquées

dans la dynamique des adhésions focales. Les MAPK sont aussi impliquées dans le remodelage de

la matrice extracellulaire en activant les métalloprotéases (Hataruil., 2004).

8-4- Fonctions neuronales

La voie Raf/MAPK est activée lors de la stimulation des récepteurs NMDA par le glutamate
(Xia et coll, 1996) Les MAPK sont impliquées dans la modulation de la transmission synaptique
en particulier lors de la libération de neurotransmetteurs (Seteaitl, 2004) La voie Raf/MAPK
joue un réle dans la plasticité synaptique, nhotamment au cours du processus de potentialisation a
long terme dans I’hippocampe qui permet 1’apprentissage et la mémorisation (Sweatt et coll, 2004)
Ainsi, les souris invalidées MAPK3 ont une augmentation de leur capacité de meémorisation
(Mazzucchelliet coll, 2002).

9- LesMAPK s jouent-elles un réle dans la perception du signal gustatif

L’activation de CD36 active plusieurs voies de signalisation cellulaires. De nombreux
travaux démonti& 1’activation de la voie des MAPK suite a celle de CD36. Suite a ’activation de
CD36, les p38 MAP Kinases sont activées dans les cellules endothéliales TSP-1, JNK 2 dans les
macrophageywia la src-PTK, FYN. Dans les plaquettes, les LDL oxydés recrutent FYN et LYN
pour induire la phosphorylation de MKK4 et JNK2 (Cletrcoll, 2008). Dans les macrophages de
rats, le sérum Amyloid A (SAA, une famille d'apolipoprotéines) active le CD36 puis les 3 familles
de MAP Kinases, principalement JNK. Dans les cellules HEK293, une lignée cellulaire transfecté
avec un plasmide contenant CD36, l'activation par SAA du CD36 itidetitvation de 2 familles
de MAP Kinases, les ERK1/2, et les JNK, ceci augmente l'expression de cytokines, I'IL-
(Baranoveet coll, 2010). Les SR-BI/CLA-1 présents dans l'intestin, jouent un role dans le "sensing"
des micelles postprandiales. Leur activation induit I'activation de 5 protéines Kinases: pAK1/2/3,
MEK1, p38a, ERK1/2, et PKA, dont des MAP Kinases. Ces protéines kinases vont induire la
sécrétion de triglycérides riches en lipides (Béastaoll, 2009). Récemment, une étude sur des
cellules CHO ¢hinese hamster ovgra montré que la libérationAA est réegulée par des PLA
activés par la phosphorylation des ERK1/2. (Kateoll, 2011).

En ce qui concerne les papilles gustativesstence des voies de signalisation impliquant
les MAP Kinases a été mise en évidence. Dans ces cellules, un facteur de croissance (epidermal
growth factor) régule la croissance des papilles gustatives grace aux recepteurs EGFR (epidermal
growth factor family) en activant MEK/ERK, p38 Kinase, et PI3K/Akt (phosphatidylinositol 3-
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Kinase) (Liuet coll., 2008). De méme, dans les cellules neuronales, les récepteurs AMPA de la
région pré synaptique activent les MAP Kinases par 1’intermédiaire des src PTK (Schenk et coll,
2005). Les caractéristiques neuronales des cellules gustativestlpésser qu’un tel sytéme serait
impliqué dans leur signalisation.
L’activation des cellules PC12 par la pardaxine induit l'activation de MEK-ERK de maniere
calcium dépendante et la libération de dopamine (Bloch-shildeehaoll, 2001). Tous ces
résultats laissent envisager une implication de la voie des MAPK dans la signalisation des cellules
gustatives. A nos jours aucun travail formel n’a été effectué.

Partant du fait que dans les cellules neuronales, ’activation des MAP Kinases facilite
I'exocytose des neurotransmetteurs et augmente le recyclage des vésicules (Bloch-Shildérman e
coll, 2001), il est possible que dans les cellules gustatives, le CD36 soit couplé a ’activation des

MAP Kinases, particulierement la voie des ERK1/2.
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Chapitre IV

Obésité : modele’étude

Depuis le début de I’expérimentation en biologie, les animaux sont utilisés pour étudier des
phénomeénes inabordables ezhl’homme. Le développement depuis 1985, de procédure
d’inactivation chez la souris de génes suspects d’un réle en pathologie humaine, a produit des souris
dites » modeles de maladies humaineavec I’implicite d’une identit¢é des processus
physiopathologiques entre homme et souriSestC précisément ce statut de non-identité
homme/animal qui esmplicitement récusé par I’expression « animal-modéle telle qu’on I'utilise
a partir des années 1980-1985. Elle implique en effet la capacité de reproduction chez lansouris (e
générale) de la totalité de ce qui se passe chez I’homme. Ces souris sont parfois méme une
construction scientifique artificielle assez éloignée des populations naturelles de souris (G.
Gachelin, (2008).

IL n’est pas dépourvu d’intérét de noter que I’usage de I’expression survient apres plusieurs
décennies de mise en place de I’étude de divers mutants de souris, en cancérologie mais surtout a
propos de 1’obésité. Gaudilliere, travaillant sur les modeles munis de 1’obésité a clairement montré
qu’une véritable industrie de production des souris et une politique de communication méthodique
aient ancré dans le public I’idée que la souris était un modele représentatif de I’humain au plan de la

maladie et de certains comportements, alimentaires. Gaudilliere, (2006).

1- Obésité induite

1-1- Généralités

Il existe differentes souché&mnimaux génétiquement obeses:
- Les sourisb/oly qui sont des souris homozygotes déficientes pour le gene de la leptine,
- les sourisdb/dly qui présentent une mutation des récepteurs a la leptine (obéses et également
diabétiques),
- les rats Zucker obése®/fa), qui sont homozygotes récessifs pour le gene des récepteurs a la
leptine.
Les modeles homozygotes de 1’obésité ne sont pas assez proches de la pathologie humaine.
En effet, on n’observe pas de résistance a la leptine chez ces animaux. Cette résistance, observée
chez I’homme, semble étre due a une altération du transport de la leptine a travers la BHE, ou a une
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altération de la signalisation de la leptine, et non a un défaut de production de la leptine, comme
chez la souri®b/oh De plus, les mutations présentes dans ces modéles ne sont pas mises en cause
dans I’augmentation de 1’obésité humaine, qui est plutdt due a notre mode de vie (augmentation de
la prise de nourriture et diminution des activités physiques) (Haslam and James, 2005). Ces modeles
ne permettent pas non plus d’étudier le développement progressif de 1’obésité.

Pour palier aux inconvénients de ces modeles animaux, il existe des régimes enrichis ou
appauvris en certains substrats, qui sont administrés directement a 1’animal sain (rats de souche
Wistar, Spragud®awley ...) ou a la femelle gestante. L’étude de 1’obésité et/ou des perturbations
métaboliques associées peut se faiee I’analyse de dosages sanguins mettant en évidence la
modification de la sécrétion d’adipokines par le tissu adipeux et de leurs effets sur ce dernier, ainsi
gue sur le muscle squelettique, le foie et le pancréas de ces animaux soumis a un régime particulier.
Ces différents paramétres vont varier selon le modele que 1’on utilise (souche, age, sexe, régime).

Ces modgc¢les permettent ainsi d’étudier toutes les étapes de la maladie.

1-2. Les différents types de régime induisant I’obésité

Les régimes a base de lard (graisse animale) sont souvent utilisés pour induire I’obésité. En
effet, on retrouve grace a sceégimes les perturbations métaboliques décrites dans 1’obésité
humaine, comme par exemple, un poids plus élevé, une augmentation des triglycérides hépatiques,
une hyperinsulinémie, une diminution du taux d’adiponectine sanguin et une diminution de la
senibilité a I’insuline (Buettner et coll, 2006). La majorité des régimes riches en lipides induisant
I’obésité sont des régimes riches en acides gras saturés (lard et coco). En revanche, les acides gras
polyinsaturés ont un effet "anti-obésogene", ils am&lt ’action de I’insuline et diminuent
I’adiposité. Ils sont directement utilis€és pour leur énergie alors que les acides gras saturés sont
stockés dans le tissu adipeux et sont ensuite peu mobilisés (Satrkieil, 2000). Les régimes
riches en lipdes varient selon 1’origine des graisses (lard, coco, huile d’olive ou huile de poisson ou
de carthame) et le pourcentage de calories apporté par les graisses (35 a 70%). Ces variations
permettent d’observer différents effets sur la sensibilité a I’insuline et sur le développement de
I’obésité. Par exemple, en utilisant un régime dans lequel 40% des calories sont apportés par les
graisses, on pourra observer une augmentation du poids, une hyperinsulinémie, une
hypertriglycéridémie et une augmentation des acides gras libres éReetl, 2000). Une autre
étude utilisant un régime lard, dans lequel 61% des calories sont apportées par les graisses, montre
une augmentation du poids, du tissu adipeux viscéral, une hyperglycémie, une hypertriglycéridémie
et une insulino-résistance (Pakcoll, 2001). Les études réalisées avec des régimes a base de lard

et d’huile d’olive sont celles montrant les obésités et les insulino-résistances les plus prononcées.
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L’huile de poisson a, quant a elle, un effet positif sur le métabolisme glucidique et lipidique.
L’utilisation de la graisse de coco est moins délétére pour I’obésité et 1’insulinorésistance, mais pas
pour la stéatose hépatique (pathologie caractérisée par la présence de graisse, principalement de
triglycérides,dans les hépatocytes et d’une inflammation) ou I’hypertriglycéridémie (Buettner et
coll., 2006). Chez le rongeur nourri avec un régime riche en lipides, on observe une hyperphagie
relative qui diminue aprés 4 a 5 semaines, jusqu’a revenir a une valeur normale. L’hyperphagie est
souvent observée dans le développement de 1’obésité, mais elle n’est pas systématique (West and
York, 1998). Les régimes riches en glucides tels que le fructose et le saccharose (sucres simples)
ont un effet délétére sur 1’action de I’insuline (Storlien et coll, 2000), mais n’entrainent pas
1’obésité. A titre d’exemple, il a été montré qu’un régime enrichi en saccharose n’entrainait pas de
variation de poids des animaux, mais une élévation de la masse et de la taille des adipocytes (Soria
et coll, 2002). Par ailleurs, un tel régime induit plusieurs perturbations du métabolisme, telles
qu’une hypertriglycéridémie, une augmentation des acides gras libres, une hyperglycémie et une
insulino-résistance.

Pour induire I’obésité, on peut aussi utiliser un régime "cafétéria”, terme utilisé en
1976 par Sclafani et Springer. Les auteurs ont montré que les rats nourris avec ce régime, COmposé
de différents aliments commercialisés pour I’homme et donné de maniére variée et illimitée,
prenaient significativement plus de poids que des rats contrbles. Cette obésité, obtenue par
hyperphagie, mime I’obésit¢ humaine, principalement due a la grande disponibilité d’aliments
palatables (aliments dont le golit est agréable) ainsi qu’a un mode de vie sédentaire. Dans cette
étude, il a également été montré une grande variabilité dans la prise de poids au sein du groupe
cafétéria par rapport au groupe controle. D’autres études ont montré que les rats auxquels on
proposait différents aliments palatables augmentaient leur prise alimentaire, contrairement aux rats
auxquels on ne donnait qu’un seul aliment (LeMagnen, 1974). Enfin, d’autres études ont montré
que de nombreuses anomalies métaboliques apparaissaient dans 1’obésité, comme par exemple
I’augmentation du tissu adipeux ou I’hyperinsulinémie (Kretschmer et coll, 2005).

En plus de la composition du régime, il faut tenir compte de la souche, du sexégt de
I’animal chez lequel on veut induire 1’obésité. En effet, la prise de poids peut étre légerement

différente en fonction de ces parametres (Scheratwlll., 1969).

1-3-Résistance a I’obésité

La balance énergétique permet de s’assurer que les quantités de glucides, lipides et protéines

ingérées sont égales a celles oxydées (Besssenll, 2008). Cependant, certains individus
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arrivent a réguler leur poids malgré des prises alimentaires riches. Dans les modéles animaux
développant 1’obésité, le probléme est de savoir quel rat sera résistant a la prise de poids et lequel ne

le sera pas. Pour éwvitee probléeme, on peut créer des rats enclins a 1’obésité induite par un régime

riche en graisses. Pour cela, les rats qui prennent le plus de poids sont croisés ensemble (idem poul
ceux qui prennent le moins de poids). Apres plusieurs générations, on obtient deux groupes de rats,
I’un résistant et [’autre sensible a la prise de poids avec un régime riche en lipides. Ce mod¢le

permet d’¢étudier les réponses adaptatives précoces qui apparaissent apres I’introduction de ce type

de régime. Les rats présentanphénotype résistant sont capables d’adapter leur comportement en

présence d’un régime riche en lipides (meilleure distribution des lipides alimentaires aux tissus
métaboliquement actifs tels que le foie et le muscle) et ainsi de maintenir leur poids constant
(Bessesest coll, 2008).

2- Obésité nutritionnelle : Exemple dePsammomys obesus

2-1- Introduction

Ainsi, plusieurs modéles de rongeurs ont été utilisés pour étudier la pathogenése de I'obésité,
mais ils ne refletent pas ou ne pourra représenter de prés les processus impliqués dans la
pathogenese de l'obésité humaine. Pour ces raisons, le développement et la caractérisation de
modeéles animaux polygéniques d'obésité et de diabéte, qui sont susceptibles de plus refléter
étroitement les processus pathologiques dans les maladies humaines, sont d'une valeur considérable
dans ce domaine de recherche. Les primates ont été considérés comme un tres bon modele de
l'obésité humaine et du diabete. Cependant I'inconvénient avec ces animaux est la difficulté liée a la
manipulation,au logement eta la longue durée de vie, ce qui complique les étuBsammomys
obesusune gerbille du désert, est un modéle animal polygénique unique pour l'obésité et le diabéte
de type 2 dont les caractéristiques phénotypiques ressemblent a ceux qu'on a observés dans les
études de la population humaine (Kaiggrcoll, 2012).C’est pourquoi nous avons étudié la
signalisation calcique chez ces animaux en comparant avec ceux rendus obéses avec un régime

riche en graisse.

2-2- Psammomys obesus

Psammomys obesusat de sable) est un modele de rongeur unique de l'obésité, de
I’insulino-résistance et du diabete de type 2. Son habitat naturel sont les régions désertiques du
Moyen-Orient, ou il est maintenu a un régime de sel brousse et reste maigre avgcéme g

normale (Shafriret coll, 1993). Toutefois, lorsqu’il est logé dans des conditions de laboratoire et
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nourri d’ad libitum, un régime sur lequel de nombreuses autres especes de rongeurs restent en
bonne santé, une gamme de réponses métaboliques ont été observées. En 16 semaines d'ag
d'environ un tiers des animaux ont une tolérance normale au glucose, un tiers sont
hyperinsulinémiques et normoglycémiques, et un tiers sont diabétiques (Kadtezolh, 1996;

Barnett et coll, 1994). Le développement du diabéete est trés rapide chez ces rongeurs. Les
Psammomys Obesusnt une insulinorésistance hépatique avant méme le développement de
I'hyperglycémie et I'hyperinsulinémie (Zet coll, 1996) qui se traduirait par une défaillance de
signalisation du récepteur d'insuline (Kanetycoll, 1994). Une diminution de la capacité de
stockage de l'insuline dans le pancréas et de I'apoptose des cellules béta a égalemenerété mise
évidence chez ces animaux (Kaisércoll, 2012). La relation de la glycémie et les concentrations
plasmatiques d'insuline chez Fsammomysbesussont identique a ¢ observés cheZHomme

(Zimmet et coll, 1979). Cette réponse hétérogéne indique Bs@mmomys obesusprésente
probablement un modele animal polygénique du diabéte hufsammomys obesysésentent

aussi une large gamme de poids corporel, et peut représenter un modéle animal de l'obésité
polygénique ressemblant a la maladie des populations humaines.

2- 3- Caractéristiques et répartition géographique

Le rat des sables est une grosse espéce de gerbille désertique diurne « rat des sables », ayar
une longueur téte-corps de 13-19 cm et une queue de 11-15 cm. Il a de petites oozitlessaa
gueue est entierement poilue et se termine par une touffe noire. Contrairement au mériones, les
incisives du rat des sables ne poussent pas. Le dessus du corps est brun-rougeétre, rougeatre
jaunatre ou chamois. Le dessous est jaunatre ou blanchafPeahrenomys obesest une gerbille
de la famille des Muridés, sous-famille des Gerbillidés ou Gerbillines, super-ordre des Glires, sous-

ordre des Myomorphes.

Psammomys obesus

D’aprés Cretzschmar (1828) et Thomas (1908)¢ Psammomysdérive d’un genre

monotypique représenté approximativement par 7 sous-especes distribuées entre le Moyen orient
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(Arabie et Palestine), I’Egypte, 1’ Algérie, le Maroc, la Tunisie, le Soudan et la Libye. Seules 3 sous-

especes sont identifiées dans le Nord de I’Egypte vivant dans des vallées désertiques argilo-
sablonneuses riches en plantes salées (famille des Chénopodiacées). Cependant, plusieurs
spécialistes taxonomistes consideérent que 1’espéce « mere » provient du Nord de I’Afrique
(Hoogstraal, 1963). La longévité Rsammomysst estiméegu cours d’une étude d’élevage, entre

36 et 38 mois. Cependant, il semble que son espérance de vie est plus courte a I’état sauvage

(Prangeet coll, 198) . Le cycle cestrien du Psammomyslure 4 a 5 jours. La durée de la gestation

est de 24 jours, le rapport des naissances est de 3,6 et la mise-bas donne en moyenne de 1 a 6 peti

par portée. Le sexe ratio est de 54% dominé par le sexe femelle (Fectie] 1972).

2-4- Le régime naturel duPsammomys

Le Psammomysst phytophage, il ne se noukit’exclusivement de tiges et de feuilles des
plantes salées de la famille des Chenopodiacées qui poussent au-dessus de son terrier donnan
I’aspect d’importantes touffes en dome de feuillage. Beammomyspeut consommer quatre
especes de plantes halophiles retrouvées dans son biotopetDaly, 1973), ce sontTraganum
nudatum, Salsola feetida, Suaeda mollis et Atriplex halimus. Au sein des populations locales
sahariennes, ces Chénopodiacées portent des noms vernaculaires. Elles sont nommées
respectivement : ghassel, damran, souida, 28 Elgtaff. Ces quatre especes de plantes peuvent pousse
séparément sur des biotopes différents comme elles peuvent coexister sur le méme biotope. Le
Psammomymontre une prédilection de consommation, si les quatre especes lui sont offertes (Daly
et Daly, 1973), pouta plante qu’il peut exploiter avec le plus d’efficacité (vitesse de coupe des
brancles, vitesse d’ingestion et méme la palatabilité). En général,RFsammomysueille la plante
des terriers avoisinants et rarement a partir de celle qui poussssaside son terrier. D’apres les
données recueillies, il apparait gieaeda molliest plus favorite qu&raganum nudatunet que
celle-ci est préférée $ulsola feetida. (Daly et Daly, 1973). La quatrieme espes#jplex halimus
pousse tres peu dans les différents biotopes de nos régions sahariennes et elle est tres peu exploité
par lePsammomysPar contre, dans les iégs de la mer morte en Israél, c’est Atriplex halimusqui
pousse le plus et elle est décrite comme étant la plus favorite et la plus consommée par le
Psammomyg¢Degen, 1993). Le sevrage a la plante salée peut commencer dés le 11éme jour de la
naissance &ondition que 1’éruption dentaire soit complétement terminée ; cependant, le vrai
sevrage n’est entie¢rement achevé qu’au premier mois d’age. L’animal adulte consomme 31% de son
poids corporel et perd 11%. Dans les périodes de disefsalmmomypeut cosommer d’autres
types de Chénopodiacées poussant dans son environnement, tel est IErcatiadbsa salicornia
et Zygophyllum albungDaly et Daly, 1973). Sur le plan nutritionnel, il apparait que c’est Suaeda

mollis qui est relativement la plus énergétique et la plus hydratée. Daly et Daly, (1973) ont montré
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par des calculs gravimétriques, que les trois espéces collectées dans la région de Ouarourout, Beni-
Abbés (Algérie) montrent des compositions centésimales en nutriment diffédante espece a

’autre.
4-5- Aspects écologiques

LesPsammomysivent en communauté, creusent des terriers le long des vallées desséchées
et fortement fournies enh€nopodiacées (en aspect d’arbrisseaux). Les terriers communiquent entre
eux par des galeries a plusieurs étages. Leur surface peut atteindre 6 m de périmaire et un
profondeur de 1,20 m. Nous avons observé qu’un seul animal peut exploiter plusieurs terriers a la
fois. Au cours de ses déplacements peu fréquersammomyadépense trés peu d’énergie dans la
journée et peut vivre sous le méme pied de plantes durant toute sa vie (Petter, 1961). Des études
portant sur le comportement 8sammomydans son milieu naturel (Dagt Daly, 1973) ont révélé
gue la compartimentation du terrier est en rapport avec les rudes conditions désertigues dans
lesquelles vit I’animal. En effet, un des rdles principaux que joue ce cloisonnement du terrier est li¢
a la nature du climat. LEsammomysgtage, instinctivement, le terrier a plusieurs niveaux et avec
plusieurs sorties ddxtérieur. Cette maniére de fagonner le terrier posséde certains avantages bien
précis : il lui permet de fuir ses prédateurs forts nombreux (vipére a cornes, différents rapaces et
certains carnivores comme le chacal et le fennec), de créer un microdiiméattion. La
compartimentation du terrier lui permet de choisir I’étage ou régne une température proche a sa
neutralité thermique en fonction de la chaleur exte@ependant, les relations entre 'obésité
nutritionnell e etla détection oro-sensorielle des lipides alimentaires, chez Psammomys obesus, ne
sont pas encore connues et méritenhe profonde investigation. En gardant en vue les
arguments mentionnés ci-dessus, il a été jugé utile d'évaluer l'impact de I'obésité asur |
perception du godt lipidique et de la signalisation calciqgue dans les cellules des bourgeons du
golt CD36-positives (TBC) isolées a partir de papilles caliciformes de Psammomys obesus

calcium.
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Chapitre I

Procédure expérimentale

1- Matériels biologiques

Durant les trois années de ce travail, les expériences ont ét@faidesx types d’animaux :
d’une part, les souris C57BL/6J agées de 6 a 10 semaines, dont 1’¢1évage, la commercialisation et le
transport étaient assurés pamireprise Janvier Elevage (Le Genesttisle, France). Apres la
livraison, les animaux étaient acclimatés pendant un minimum de trois jours. Les souris invalidées
pour le géne ERK1 (ERKY) de phénotype normal fongartie d’une collaboration avec le
Professeur Jacques POUYSSEGEUR (Nice). Les rongBaesnmomys obegu®nt partie d’une
collaboration billatérale Franco-Algérienne (Projet Tassili) avégquipe du Professeur Ahmed
KOCEIR (USTHB, Alger).

2- Matériels Chimiques

Les enzymes élastase et dispase ont été achetées chez Serlabo et Roche Diagnostics,
respectivement. Les anticorps anti-PLét les anticorps anti-CD36, anticorps couplés a l'anticorps
antiphycoérythrine et 1’a-gustducine ont été obtenus chez Santa Cruz Biotechnology Inc. Les
anticorps primaires et secondaires utilisés ont été achetés chez « Cell Signaling Technaegy ». L
anticorps P-Vav 1, P-Vav 2 ont été achetés chez Santa cruz, USA. La L-glutamine et les milie
RPMI 1640 ont été fournis par Biowhitaker, Belgique. La FURA-2/AM par Probes (Eugéne, OR,
USA). La collagénase de type I, I’inhibiteur de trypsine ont été fournis par Sigma Chemicals (St
Louis, USA). Le Sulfo-N-succinimidyl-oléate (SSO) a été un généreux don de JE (Hatz
milieux de culture RPMI 1640 et L-glutamine ont été achetés chez Verviers Lonz&/&hra
été obtenu chez Invitrogen. Les anticorps anti-Orail et anti-Orai3 ont été obtenus chez Interchim.
Les inhibiteurs Arachidonyle cétone trifluorométhyle (ATK), bromoenol lactone (BEL) et le kit de
mesure d’activité enzymatique de PLA> ont été achetés chez Cayman Chemical. Le Méthyle
arachidonyle fluorophosphonate a été obtenu chez Calbiochem. L’AA-3H (activité spécifique,
217Ci/mmol) et le sulfate de créatinine de 5-hydroxytryptamine (sérotonine), 5 - [1,2-3H (N)] -
(activité spécifique, 25Ci / mmol) ont été achetés chez Amersham. Les anticorps antrP e

obtenus chez United States Biological (MA, USA). Les colonnes Sep-Pak Vac C18 ont été obtenues
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chez Millipore. Tous les autres produits chimiques, y com@is (20:4 n-6), l'acide linoléique
(18:2 né), la collagénase de type I, I’inhibiteur de la trypsine, l'acide aristolochique, le 4-bromo
bromure de phénacyle et I’anticorps anti-STIM1 ont été obtenus chez Sigma-Aldrich. Les produits
nécessaires pour la PCR ont été fournis par Bio-RAD. Le kit de CD36 SiRNA, ERK1/2 SiRNA et,

le systéeme de transfection (Dharmafect) ont été achetés chez Dharmacon (USA).

L’utilisation et la manipulation des animaux de laboratoire ont été éffectuées avec
Papprobation du comité d’éthique régionale et selon le guide de santé pour le soin et I’'usage des

animaux de laboratoire.

3- Isolement des papilles caliciformes et purification des cellules CD36
positives

La technique de prélevement de la papille caliciforme de souris a été mise au point par
Laugeretteet coll (2005). Nous I’avons adaptée puis améliorée a partir des travaux de Ruiz et coll
(2001) et Miyamotcet coll (1996). Les souris ont été sacrifiées par dislocation cérébrale puis la
langue a été dégagée en coupant la machoire ainsi que les ligaments et le frein qui la reteennent. L
langue est placée ensuite dans une boite de Pétri contenant une solution de tyrode coftenant 12
mM de NaCl, 5 mM de KCI, 10 mM d’HEPES, 1 mM de CaCl2, 10 mM de glucose, 1 mM de
MgCl2, 10 mM de pyruvate de sodium, a un pH de 7.4. La langue est ensuite coupée
transversalement en deux parties de maniére a séparer les papilles fongiformes des papilles
caliciformes et foliées pour faciliter les injections. Les deux morceaux sont gardés qumeiques
dans la solution de tyrode froide (4°C) afin de durcir légerement les tissus. Puis, une solution
enzymatique, constituée d’¢lastase, (2 mg/ml) et de dispase (2mg/ml) en solution dans du tampon
tyrode, est injectée directemeus 1’épithélium lingual pour I’isoler. Il contient les bourgeons du
golt de la musculature sous-jascente. Les morceaux injectés sont incubées 10 mn a température
ambiante dans une solution de tyrode sans calcium dans laquelle le CaCl2 et le MgCI2 ont été
substitués par PEGTA qui permettait I’activation des enzymes. Sous une loupe binoculaire, la
papille caliciforme ainsi que 1’épithélium non gustatif adjacent sont isolés et mis séparément dans
des eppendorfs contenant le milieu de culture RPMI 1640 et maintenus a 4°C.

Apres la collecte des papilles caliciformes et les papilles témoins d’un nombre suffisant de
langues, les tissus sont incubés séparément dans le milieu RPMI 1640 contenant 2 mM d’EDTA
(Ethylene diamine tétraacétiqud)2 mg/ml d’élastase, 0,6 mg/ml de collagénase type | et 0,6
mg/ml d’inhibiteur de la trypsine a 37°C pendant 20 mn. Les cellules dissociées sont ensuite

centrifugées a 600g pendant 10 mn. Le culot de cellules est repris dans le milieu de culture RPMI
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1640 afin de prélever les cellules en suspension. Ces cellules sont lavées et débarrassées de tout
trace d’enzyme. Cette opération est répétée 3 fois sur les tissus non digérés par la mixture
enzymatique.

Pour la sélection, les différentes populations de cellules, collectées de toutes les papilles
caliciformes,sont incubées avec I’anticorps anti-CD36 couplé avec la phycoérythrine (Santa Cruz
Biotechnology Inc, USA) pendant 2H. La préparation cellulaire est lavée avec du PBS {800 g,
mn) et suspendue a nouveau dans une solution contenant des microbilles-couplées avec un anticorps
IgG anti-phycoérythrine. Les cellules CD36 positives sont isolées en passant la suspension
contenant les complexes cellules-anticorps anti-GPBB§coérythrine— anti-Phycoérythrine-
microbilles (Figurd4) dans une colonne (MACS) de Miltenyi dotée d’un systéme magnétique. Les
cellules CD36 positives collectées ont été reprises dans un milieu RPMI 1640 frais contenant 10%
de sérum decau feetal (SVF), 200 U/ml de pénicilline et 0,2 mg/ml de streptomycine. Le mélange
est semé dans une boite de Pétri traitée par Poly-D-Lysine (Biocoat Cellware 35 mm Dish, BD
BioCoatTM, Elvetec) et cultivé pendant 24 heures. Avant toute utilisation des cellules purifiées, un
volume de cellules est traité avec du Bleu de Trypan pour tester la viabilité cellukfiectier
une numération cellulaire. Pour s’assurer de la pureté et de 1’identité des cellules retenues dans la
colonne, nous avons procédé a la vérification de I’expression du géne CD36 et de la gustducine par

I’utilisation de la technique RT-PCR et la technique d’Immunocytochimie.

Micro-Bille PE

— anti-CD36
I 5

Cellules

“"Colonne MACS" hétérogénes

Systéme magnétique Miltenyi

Culture cellulaire (Biocoat Poly-D-Lysine)
(RPMI 1640)
Figure 20: Les différentes étapes de purification des cellules CD36-positivetes cellules CD36 positives sont
isolées en passant la suspension contenant les complexes cellules-anticorps arRh@E@Bythrineanti-
Phycoérythrine-microbilles dans une colonne (MACS) de Miltenyi dotée d’un systéme magnétique. Les cellules CD36

positives collectées ont été reprises dans un milieu RPMI 1640 frais conté®adelsérum deeau feetal (SVF), 200
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U/ml de pénicilline et 0.2 mg/ml de streptomycine. Le mélange est semé&garmite de Pétri traitée par Poly-D-

Lysine (Biocoat Cellware 35 mm Dish, BD BioCoat ™ | Elvetec) et cultivée pendant 24H.

Toutes nos expériences ont été faites sur les cellules CD36 positives isolées a partir des

papilles caliciformes de souris C57BL/6J et dBsammomys obesus
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PUBLICATION N°1

STIM1 regulates calcium signaling in taste bud cells and preference for fat in mice

Dramane G.Abdoul-Azize §.Hichami A., Vogtle T., Akpona S., Sadou H.,
Nieswandt B., Besnard P., and Khan NA.
J Clin Invest (2012)122(6):2267-82.

Objectif de I’étude

La compréhension des mécanismes qui sous-tendent la détection oro-gustative des lipides
alimentaires est cruciale pour la prévention et le traitement de l'obésité. Nous avons précédemment
montré que les acides gras alimentaires déclencheraiantCD36 lingual, une signalisation
cellulaire en I’occurrence une augmentation rapide du [Ca2']i responsable de la perception du godt
lipidique. L’objectif de cette étude est de comprendre comment s’effectue cette augmentation
calcique, quelles sont les différentes molécules (canaux calciques et autres) impliquées dans cette

cascade et quel role jouent-ils dans la préférence lipidique ?
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PUBLICATION N°2

STIM1 is indispensable for the lingual CD36-mediated CH signaling and

spontaneous preference for fat

Abdoul-Azize S.Dramane G.Subramaniam S., Simonin AM, Besnard P, and Khan NA.

Med Sci(Paris) 28:1053-55.

Objectif de I’étude

Notre premiére publication a contribuBune fagon non négligeable, a la compréhension des
mécanismes de signalisation qui pourraient étre impliqué dans la détection oro-gustative des lipides
alimentairesvia la glycoprotéine CD36. Ainsi pour faire connaitre nos résultats au grand public,
compris les francophones, nous avons été sollicités pandesine ‘Médecine Scienégindexée
par MEDLINE, dans la rubriqu&louvellepour relever I’importance des protéines STIM1 et CD36
linguale dans la perception gustative lipidique.
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PUBLICATION N°3

Oro-gustatory perception of dietary lipids and calcium signaling in taste bud cells

are altered in nutritionally obesity-prone Psammomys obesus

Abdoul-Azize S.Atek-Mebarki F.Arezki B., Sadou H., Koceir EA, and Khan NA.
PLoS ONE(2013) Sous presse

Objectif de I’étude

La prévalence croissante de I'obésité est I'un des principaux problemes de santé publique de
notre ere moderne, par conséquent la compréhension des mécanismes de détection oro-gustative de
graisses alimentaires est cruciale pour la prévention et le traitement de cette maladie. Plusieurs
modeles de rongeurs ont été utilisés pour étudier la pathogenese de I'obésité, mais ils ne reflétent
pas la maladie humaine $ighmment. C’est pourquoi, NOUS NOUS sommes procuf@sammomys
obesus une gerbille du désert, qui est un modéle animal polygénique unique pour l'obésité et le
diabete de type 2. Dans cette étude il nous est permis d'évaluer l'impact de I'obésité sur la perception
du godt lipidique mais aussi la signalisation calcique dans les cellules caliciforrRsammomys

obesus
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ABSTRACT

Since the increasing prevalence of obesity is one of the major health problems of modern
era, understanding the mechanisms of oro-gustatory detection of dietary fat is critical for the
prevention and treatment of obesity. We have conducted the present stedgnmomys obesus
the rodent desert gerbil which is a unique polygenic natural animal model of obesity. Our results
show that obese animals exhibit a strong preference for lipid solutions in a two-bottle test.
Interestingly, the expression of CD36, a lipido-receptor, in taste buds cells (TBC), isolated from
circumvallate papillae, was decreased at mRNA level, but remained unaltered at protein level, in
obese animals. We further studied the effects of linoleic acid (LA), a long-chain fatty atiet on
increases in free intracellular calcium gQaconcentrations, [C4)i, in the TBC ofP. obesusLA
induced increases in [€3i, largely via CD36, from intracellular pool, followed by the opening of
store-operate@a?* (SOC) channels in the TBC of these animals. The action of this fatty acid on the
increases in [G4]i was higher in obese animals than that in controls. However, the releas& of Ca
from intracellular stores, studied also by employing thapsigargin, was lower in TBC of obese
animals than control rodents. In this study, we show, for the first time, that increased lipid intake

and alterecC&* signaling in TBC are associated with obesitPgammomys obesus

Keywords: Obesity, Fat preference, Taste bud cells, CD36, Calcium signd&isgmnmomys

obesus.

ABBREVIATIONS:

2-Aminoethoxydiphenyl borate, APB; Body mass index, BMI; intracellular free calcium
concentrations, [C&li; Cluster of Differentiation 36, CD36; Circumvallate Papillae, CVP;
lonomycin, lono; Linoleic Acid, LA, long chain fatty acids, LCFRsammomys obesus, P. obesus
Polyunsaturated fatty acid, PUFA; Sarcoplasmic-endoplasmic reticulthlACRase, SERCA;
Store-operated  calcium, SOC; SuMesuccinimidyl-oleate, SSO; Taste bud cells, TBC;
Thapsigargin, TG.
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INTRODUCTION

According to the World Health Organization (WHO) [1], obesity has reached epidemic
proportions in the world, with over 1.6 billion adults being overweight and, at least, 500 million
being clinically obese. One out of ten adults worldwide is obese, having important consequences in
terms of public health. Obesity, particularly visceral obesity, is a risk factor for several diseases
such as type 2 diabetes, cardiovascular complications, hypertension and some types of cancers [2].

It is generally assumed that excessive intake of dietary fat contributes to weight gain and
obesity. There are several factors which influence fat consumption, including energy density and
palatability [3]. Besides, oral taste sensitivity to fatty acids may influence food ingestion and,
consequently, regulate body weight. Lanétrcoll. [4] have conducted a study on 1696 children
aged 6-9 years in different countries of the European Union and concluded that fat preference is
related to body weight status. Stewetrtcoll. [5] have classified obese subjects as hypo- or hyper-
sensitive to oleic acid taste detection and concluded that hyposensitive subjects consumed
significantly more energy (fat, saturated fat, fatty foods) and had greater body mass indgx (BMI
The hyposensitive subjects were less perceptive of small changes in the fat contents compared to
hypersensitive subjects. In another study, Stewart and Keast [6] reported that in lean subjects, the
consumption of the high-fat diet significantly decreased taste sensitivity to oleic acid.

The lipid-binding glycoprotein CD36, expressed on circumvallate papillae (CVP) of mouse
and rat tongue, has been implicated in oro-gustatory perception of dietary lipids [7], [Be¢eht
data from our team show that fatty acid-induced*Gignaling in CD36-positive taste bud cells,
regulated by stromal interaction molecule 1 (STIMAA CD36, is implicated in spontaneous
preference for fat [9]. The importance of CD36 can be further supported with the study ofd®epino
coll. [10] who have shown that a single nucleotide polymorphism (SNP) of CD36, leading to its
inactivation, resulted in a decreased oral lipid taste perception in obese subjects. However, the
intracellular mechanisms involved in decreased lipid taste sensitivity in taste bud cells (TBC)
remain to be explored.

Several rodent models have been used to investigate the pathogenesis of obesity but they do
not reflect the human disease sufficiently. Psammomys obesws desert gerbil, is a unique polygenic
animal model for obesity and type 2 diabetes [11]. These rodents remain lean and free from diabetes
in their native desert habitat, subsisting on a hypocaloric diet composed mainly of halophilic plants
[12]. When transferred to the laboratory and allowed free access to standard rodent chow, metabolic
disturbances such as obesity, hyperglycemia and dyslipidemia ocPuroimesugelative to their
lean littermates [13], [14], [15]. Diabetes development is very fast in these rodbatganimals

reach the irreversible hypoinsulinemic stage of the disease, in which a matkeion of B-cell
2 ®MePartie : Apports personnels 105



Chapitre 1l : Liste des Publications et Communications
mass is apparent, within 4-6 weeks of high caloric diet [11]. Obesity developmBntolmesus
accompanied by low liver glucose-6-phosphate hydrolysis, contributes to insulin resistant state,
with a high lipogenic activity [16]. Besides, we have recently demonstrated that Pbebesus
showed a hepatic deterioration which was accompanied by enhanced oxidative stress, further
contributing to deleterious outcomes of insulin resistance [12]. Hyperglycemia in these animals is
reversible, except for the hypoinsulinemic end stage of the disease; normoglycemia could be
obtained by limiting the caloric intake [17]. However, the relationships between natural obesity and
oro-sensory detection of dietary lipids . obesusare not yet known and deserve deep
investigation.

Keeping in view the afore-mentioned arguments, it was thought worthwhile to assess the
impact of obesity on lipid taste perception and calcium signaling in CD36-positive taste bud cells

(TBC) isolated from circumvallate papillae Bf obesus
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MATERIALS & METHODS

Chemicals

The culture medium RPMI 1640 and L-glutamine were purchased from Lonza Verviers
SPRL (Verviers, Belgium). Fura-2/AM was procured from Invitrogen (Invitrogen, CA, USA).
Elastase and dispase were purchased from Serlabo (Bonneuil/Marne, France) and Roche
Diagnostics (Paris, France), respectively. Anti-CD36 antibody coupled to phycoerythrin and anti-
gustducin antibody were procured from Santa Cruz Biotechnology Inc. (USA). Anti-CD36
antibody, used for western blots, was procured from R & D (UK). Sulfo-N-succinimidykoleat
(SSO) was a generous gift from JF Glatz (Maastricht, The Netherlands). All other chemicals
including linoleic acid (18:2 n-6), collagenase type-I, and trypsin inhibitor were obtained from
Sigma Chemicals (St. Louis, MO, USA).

Animals and diet
The rodents Fsammomys obesus)ere trapped in the area of Bekibbes (30°7° North

latitude and 2°10” West longitude) in Algerian West Sahara and transported to Algiers. When the

sand rats were captured, they were subjected to acclimatization in the animal house from 15 to 30
days. The animals were maintained in suitable cages under controlled temperature and light
conditions. The animals were identified for the sex. The age of male gerbils, used in our study, was
approximatively from 2 to 3 months, based on the body weight. The weighing is the main selection
criteria in most of the studies on these animals. The animals were weighed and, at the beginning of
the experiments, their body weights were 72+5g. Each group consisted of 10 animals. The gerbils of
control group were maintained @alsola foetidahroughout the experimentation. The animals of
obese group were progressively given the laboratory diet and, after a period of 4 weeks, they were
completely maintained on it until the duration of the experimentatmnl8 weeks.

For control animals, we chose the desert p&aisola foetidaa low caloric diet, as these
animals feed this plant in their natural habitat and they do not develop obesity [18]. As compared to
the plants of chenopodiacae family, the laboratory diet is hypercaloric. If we compar&dlgala
foetidawith 1g of laboratory diet, Salsola would furnish with 0.4 Kcal/g of fresh plant compared to
the labortory chow which would provide with 3.25 Kcal/g. The laboratory diet contained the
following: proteins 25%, lipids 7.5%, carbohydrates 47.4 %, humidity/water 9%, fibers (cellulose)
4%, minerals 7.1%. Th&alsola foetidacontained the following: proteins 3.53%, lipids 0.4%,
carbohydrates: 8.42 %, humidity/water 80.79%, fibers (cellulose) 5.97%, minerals 6.86% [19].
Food and water were suppliad libitumexcept for the taste preference tests (see here-after).

All experimental procedures were approved by the Algerian Institutional Animal Care

Committee which belongs National Administration of Algerian Higher Education and Scientific
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Research (Algiers). The study was a part of a bilateral Franco-Algerian collaborativet proje
"Tassili" (grant number:12MDU855). The authorization to capture the animals in desert region was
given by the Ministry of Higher Education, Algeria. The animals were sacrificed by cervical

dislocation.

Biochemical analysis

Each animal was monitored for body weight, blood glucose and insulin. For biochemical
analysis,fasted animals were killed by cervical decapitation at the end of treatments, without
anesthesia to avoid any further stress, and blood samples were collected in tubes containing heparin.
Plasma glucose and lipids fractions were measured by a spectrophotometric method adapted on a
Cobas Mira automatic analyser. Plasma immunoreactive insulin was estimated by the Phadebas

insulin test. Rat insulin (Novo) was used as standard.

Hepatic lipids assays
Extraction of hepatic lipids (glycerides, cholesterol, fatty acids) was carried out according to

Folch et coll. [20], as described elsewhere [21]. Total lipids were measured gravimetrically. Total
cholesterol and cholesterol fractions (HDL, LDL) were evaluated by the kit (Boehringer) as per
instructions furnished with. Phospholipids were determined colorimetrically [22].

Two-bottle preference test

The experiments on the spontaneous preference for lipid-enriched solutions were
performed by means of two-bottle preference test. The animals first accustomed to water drinking
in two bottles for a period of 24 hrs. The next day, the animals were subjected, during the diurnal
period, to two bottles: one control and one test bottle, both containing 0.3% xanthan gum (Sigma
Aldrich) homogenized in water. In the test bottle, 1% of colza oil was added. The xanthan gum was
used to emulsify the oil and to minimize textural cues between the two solutions. To avoid the
development of side preferences, positions of the bottles were changed during each experiment.
After 12 hours, consumption of each solution was analyzed by weighing the bottles and preference
for the experimental solution was estimated by calculating the ratio between the consumption of the
experimental solution and the total consumption (in grams). We also assessed whether obese gerbils
exhibit an altered sweet preference by subjecting them, similarly, to two bottle-test: one with water

and another with 4% sucrose (W/v).

Isolation of CD36-positive taste bud cells (TBC) from circumvallate papillae (CVP)
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The CD36-positive cells from lingual CVP Bsammomys obesugere isolated according
to our previously published procedure [23], [24]. Briefly, lingual epithelium was separated from
connective tissues by enzymatic dissociation (elastase and dispase mixture, 2 mg/ml each, in
Tyrode buffer: 120 mM NaCl; 5 mM KCI; 10 mM HEPES; 1 mM Cadl mM MgChk; 10 mM
glucose; 10 mM Napyruvate, pH 7.4). CD36-positive cells were isolated by incubating lingual
epithelium in RPMI 1640 medium containing 2 mM EDTA, 1.2 mg/ml elastase, 0.6 mg/ml
collagenase (type 1), and 0.6 mg/ml trypsin inhibitor at 37°C fomhQfollowed by centrifugation
(600 g, 10mn). The mixture of different cell populations was incubated with anti-CD36 antibody
coupled to phycoerythrin for 2 hours, followed by a wash with PBS, pH 7.4 (600rgn)l@&nd
resuspended in a solution containing microbeads coupled to anti-phycoerythrin 1I9gG. The CD36-
positive TBC were isolated by passing through the MACS columns of the Miltenyi magnet.syste
Both the cell populations, after separation, were suspended in fresh RPMI 1640 medium containing
10% fetal calf serum, 200 U/ml penicillin, and 0.2 mg/ml streptomycin, seeded onto a BD BioCoat
Poly-D-Lysine-coated dishes, and cultured for 24 hours. At the end of this period, the cells were
used for the experiments or stained with trypan blue to assess their viability.

Detection of mMRNA by real-time PCR (RT-PCR)

Total RNA was extracted from CD36-positive TBC by using TRIzol (Invitrogen) and
subjected to DNase treatment using the RNAse-free DNAse Set (QIAGEN). One microgram of
total RNA was reverse transcribed with SuperScript Il RNAse H reverse transcriptase using
oligo(dT) according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen). RT-PCR was performed on the
iCycler iQ real-time detection system, and amplification was undertaken by using G¥#R |
detection. Primers against the genes of interest were designed using the available mMRNA sequence
information in NCBI Genbank. Basic local alignment search tool (Blast, NCBI, available at

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) was used for the verification of primers. Because the genes

studied have not yet been sequencedPfoobesuswe designed primers based on the conserved
regions in MRNA of the three well-characterized spedigsnosapiens, Rattus norvegicus, and
Mus musculug25]. The sequences of the genes used are as follows: B-Actin (Forward: 5
AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3', Reverse: 5-CAATAGTGATGACCTGGCCGT-3'); CD36 (Forward: 5°-
ACTCTCTCCTCGGATGGCTAGCTG 3, Reverse: 5’- CCACAGTTCCGATCGCAGCCC3);
a-gustducin (Forward 'S55TTGGCTGAAATAAT TAAACG-3', Reverse: 5-ATCTCTGGCCACCTACATC-3').

The amplification was carried out in a total volume of 25 ul, which contained 12.5 pul SYBR Green
Supermix buffer (50 mM KCI; 20 mM Tris-HCI [pH 8.4]; 3 mM Mg{l0.2 mM of each dNTP,
0.63 U iTaq DNA polymerase, and SYBR Green 1.0 nM fluorescein) and 12.5 pl (0.3 uM) of each
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primer and diluted cDNA. Results were evaluated by iCycler iQ software and relative quantification

of MRNA in different groups was determined.

Western blot detection of CD36 in TBC

The CD36-positive TBC, isolated from lingual CVP of control and obese animais,
lysed with 50 pl of buffer containing the following: 20 mM, HEPES pH 7.3; 1 mM, EDTA; 1 mM,
EGTA; 0.15 mM, NaCl; 1%, Triton X-100; 10% glycerol; 1 mM, phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF); 2 mM, sodium orthovanadate and anti-protease cocktail (2 pl in 1 ml of buffer). After
centrifugation (13 009 x 1 min), cells lysates were used immediately or stored at -20°C. The
protein content was determined by bicinchoninic acid (Pierce, France). Denatured proteins (30 ug)
were separated by SDS-PAGE (10%) and transferred to polyvinylidine difluoride (PVDF)
membranes, and immunodetection was performed by using anti-CD36 antibodies (1:1000 dilution).
After treating the membranes with peroxidase-conjugated anti-goat secondary antibodies,

peroxidase activity was detected with ECL reagents (Amersham, France).

Measurement of C# signaling

The CD36-positive TBC (2xFml) were cultured on WillCodish wells with a glass bottom
and loaded with Fura-2/AM (1 uM) for 60 min at 37°C in loading buffer which contained the
following: 110 mM NaCl; 5.4 mM KCI; 25 mM NaHG) 0.8 mM MgCh; 0.4 mM KHPG;
20 mM Hepes-Na; 0.33 mM MdPQy; 1.2 mM CaCl, pH 7.4. After loading, the cells were washed
three times and remained suspended in the identical buffer. The changes in intracefiular Ca
(F34d/F3s0) were monitored under the Nikon microscope (TiU) by using S-fluor 40x oil immersion
objective. The planes were takenZaintervals of 0.3um, and NIS-Elements software was used to
deconvolve the images. The microscope was equipped with EM-CCD (Lucas) camera for real time
recording of 16-bit digital images. The dual excitation fluorescence imaging system wdsrused
studies of individual cells. The changes in {Qilavere expressed asRatio, which was calculated
as the difference between the pdadsd/Fsso ratios. The data were summarized from the large
number of individual cells (2810 cells in a single run, with-8 identical experiments done in at
least three cell preparations). For experiments ifi-@ae medium, CaGlwas replaced by EGTA
(2 mM).

Statisticalanalysis
Statistical analysis of data was carried out using Statistica (version 4.1, Statsoft, Paris,

France). Data are presented as meanszSEM. The significance of the differences between mean
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values was determined by analysis of variance one way, followed by a least-significantchkffere

(LSD) test. For all the tests, the significance level chosen was p < 0.05.
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RESULTS

Obesity is associated with increased spontaneous preference for lipidsHnobesus

The gerbils fed a high caloric chow developed metabolic syndrome like features, with an
increase in their body weight (Table 1). The levels of plasma lipids, particularly triglyceridemia,
were higher in obese animals than control rodents (Table I). Insulinemia and glycemia were also
significantly higher in obese animals than control animals (Table ).

Our data show that the liver size increases with the development of obeRBggrnmmomys
obesus This increase in hepatic mass is positively correlated with hyperinsulinemia, insulin
resistance, hypertriglyceridemia and hepatic triglyceritieshis investigation, we also measured
the hepatic mass-body weight ratio which was increased in obese animals (Table I).

To explore whether the preference for lipids might be affected by obesity, the two-bottle
preference test was performed in control and obese animals. We observed that the obese sand rat:
exhibited a high preference for an oily solution (Table-1l). The control lean animals did not drink
any of the solutions. The obese gerbils also exhibited an increased taste preference for a sweet

solution (Table-Il).

CD36 expression is altered in TBC of obede. obesus

The CD36 has been detected in various tissues including the lingual epithelium [26], and is
thought to be a lipido-receptor, implicated in the oro-sensory detection of dietary lipids [7], [27].
Therefore, we detected the expression of CD36 mRNA and protein contents in TBC. Figure 1A
shows that there was lesser expression of CD36 mRNA in TBC of obese animals than that in
controls. The expression of CD36 protein was not altered in TBC (Fig. 1C) and intestinal tissues
(Fig. 1D) between control and obese gerbils.

We were also interested in determining the mR&Aression of a-gustducin, a G-protein
considered to be a specific marker of taste receptor cells, in control and obese Psamnwmys. W
observed no difference in the expression of a-gustducin mMRNA between control and obese animals
(Fig. 1B), showing thathe integrity of taste receptor cells (TRC) is not affected in TBC of obese

animals.

Linoleic acid-mediated C&* signaling is altered in TBC ofobeseP. obesus

We observed that LA, a long-chain fatty acid (LCFA), induced a rapid rise fi]i@a
CD36-positive TBC (Fig. 2A, B, C). The LA-induced increases irf{fCavere higher in TBC of
obese animals than those in control rodents (Fig. 2C). Furthermore, we employedl-sulfo-

succinimidyl-oleate (SSO), the CD36 inhibitor [28], which significantly diminishett €ignaling
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in TBC of control and obese animals (Fig. 3A, B, C). However, the action of SSO was more
pronounced in TBC of obese animals than that in controls (Fig. 3C).

In order to assess the implication of intracellulaf*Cae replaced Céafrom extracellular
medium by EGTA, hence, termed as 0% CRigure 4A shows that replacement ofay EGTA
significantly decreased the increases in?[tan TBC of control and obese sand rats; however, the
decrease in G4 signaling was more pronounced in TBC of obese animals than that in controls.
Whether LA induces the opening of store-operated (20C) channels in 100% €amedium, we
employed 2-aminoethoxydiphenyl borate (APB), a blockdhese channels. Figure 4B shows that
prior-addition of APB into the cuvette significantly decrease#f €gnaling in TBC of control and

obese animals.

Thapsigargin-mediated C&* signaling is altered in TBC of obes®. obesus

Thapsigargin (TG) is the most widely used inhibitor of the ubiquitous sarcoplasmic-
endoplasmicCa*-ATPase (SERCA) in mammalian cells. Over the past ten years, this guaianolide
compound of plant origin has become a popular tool in most of studies directed at elucidating the
implication of C&* that belongs to endoplasmic reticulum, ER [29]. TG deprives ER of fis Ca
refilling process and, therefore, induces increases ifffiCa

In TBC, TG-induced increases in [€lawere lesser in obese animals than those in controls
(Fig. 5A, B, C). The action of TG was curtailed in 0% Qauffer as compared to 100% Cauffer
in TBC of control and obese gerbils (Fig. 6A). Addition of APB diminished the TG-induced
increases in [C4d]i in TBC of control and obese animals (Fig. 6B).

Finally, we employed, ionomycin, known to open non-specificall§* €aannels [30], and
we observed that the increases inqQaevoked by this agent, were not statistically different in

TBC of control and obese animals (Fig. 6C).
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DISCUSSION

P. obesusis a diurnal rodent that lives in the arid zones of North Africa and Eastern
Mediterranean region. The “trival name” sand rat has been given to this rodent, but it belongs to the
family of Muridae and subfamily of Gerbillinea. This animal does not exhibit hyperglydantsa
natural desert habitat; however, it has the tendency to develop diet-induced hyperglycemia
associated with obesity. The first glance at our results confirms the previous findingsdbasus
subjected to the laboratory standard diet exhibit hyperinsulinemia, hyperglycemia and
hypertriglyceridemia associated with an increase in body weight, compagalstia foetidéed
animals [19].

Interestingly, increased hepatic mass was positively correlated with weight gain inPobese
obesugq31]. We have previously shown that obesity in these animals is characterized by peripheral
and hepatic insulin resistance [16]. Since excessive consumption of high caloric diet contributes to
weight gain and insulin resistance, it is possible that fat intake might be altered in the obese state
[32]. Besides, obese subjects have been reported to exhibit a higher preference flmodattiian
lean subjects [33]. In animal models, oral fatty acid sensitivity, in response to stimulation with fatty
acids, is determinant for fat consumption and body weight regulation. We were tempted to assess
the oro-sensorial detection of dietary lipids. We observed, to our great surprise, that the obese
animals exhibited a strong gustatory preference for the oily solution in a two-bottle preference test.
The control animals did not drink, at all, any of the liquids as they were acclimatized to feed mainly
on succulent planGalsola foetidarelatively high in water and electrolytes. When we extended the
taste preference experiments for two or three days or more, the obese gerbils drank oily solution so
much in excess that it caused their death (not shown). The gerbils also exhibited a spontaneous
preference for a sweet solution which was very high in obese group of animals. The molecular
mechanisms of sweet preference and the implication of lingual receptors will be a subject of
intensive investigation in the near future.

The CD36, a lipido-receptor, has been implicated in lipid taste perception in rodents [7], [8]
and human beings [10], [34]. The TBC of obese animals were found to express low CD36 mRNA
as compared to control animals, though the protein contents of CD36 were not altered between
control and obese gerbils both in TBC and intestine (used as a control). We do not have a plausible
explanation for these discrepancies. It is possible that the total CD36 protein in TBC of obese
animals remains unchanged, but its distribution between lipid rafts and soluble plasma membrane
fractions is altered. According to this hypothesis, the CD36 protein would be translocated to
cytosolic soluble fractions, thus decreasing its contents in the lipid rafts in the TBC of obese
animals. It is also possible that CD36 is degraded in ubiquitin-dependent manner in lipid rafts [35],

but its contents will rise in non-raft fractions. These hypotheses should be confirmed in future.
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Conversely, low CD36 in the lipid rafts of TBC might contribute to low (hypo) sensitivity to fatty
acids. It has been shown that the animals that are hyposensitive to orally administered fatty acids
consume excess fats and develop obesity when exposed to a high-fat diet [36]. In our study, we did
not measure daily food intake in obese and control animals; however, we assume that the obese
animals would show a strong eating behavior toward the palatable laboratory diet because it
contains 7.5% of lipids where&alsola foetidacontains only 0.4% of them. It has been shown that
foods high in dietary fat exert a weak effect on satiation, which leads to a form of passive
overconsumption [3]. As mentioned here-before, obdeés®besusin a two-bottle test, clearly
showed a spontaneous preference for a solution, containing colza oil.

We have shown that LA, by binding to CD36, triggers an increase ifi]{@a CD36-
positive TBC purified from mouse CVP [23], [9]. LA induced an increase irt'JCa TBC via
CD36, and it was higher in obese animals than control rodents. A plausible explanation on the
increase in C4 signaling in obese animals is not available. It is possible that other proteins like
GPR120 [37], also considered as a lipido-receptor, are also participating in LA-induted Ca
signaling as SSO [28], the CD36 blocker, significantly curtailed, but did not completely abolish, the
increases in increase in [€hin these cells. However, the implication of GPR120 if*Géngling
in these cells remains to be assessed later on. We tried to detect GPR120 in thd>TBla=etisn
western blots, by using antibodies form Abcam (ab-75313) and Santacruz (sc-48203), but without
success, and it may be due to species different. In future, we will employ anti-GPR120 antibodies
from other sources. Alternatively, it is also possible that altered composition of plasma membrane
phospholipids of CD36-positive TBC in obese animals might be responsible for altered downstream
signaling, involving the hydrolysis of phosphatidylinositols, but this hypothesis remains to be
ascertained in future.

However, a decrease in LA-induced?Csignaling in 0% C& medium in TBC of control
and obese animals show that this fatty acid evokes increases?ii f@an intracellular pool,
probably from endoplasmic reticulum (ER) as demonstrated in mouse CD36-positive TBC [9], [24].
As per capacitative model @@&* homeostasis, the depletion of intracellular storeCaf is
followed byC&* influx via the opening o€&"* channels to refill the intracellular pools [38]. These
channels have been termed store-oper@t (SOC) channels, and their activity is maintained as
long as the stores are not refilled [38]. To determine whether LA-induced recruitn@ast éfom
ER results in the opening of SOC channels, we employed a SOC channel blocker, which as
anticipated, decreased significantly the LA-induced calcium response in C&0%uffer in TBC
of control and obese animals. In order to probe the implication of ER pool, we employed SERCA
inhibitor and observed that TG-induced increases it']Cia TBC of obese animals were lower

than those in controls. These observations confirm the above-mentioned results on LA-induced
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decreases in [G§i in 0% C&" buffer in TBC of obese animals, indicating a decreased recruitment
of C&* from the ER pool. As expected, TG also opened SOC channels both in control and obese
TBC. The modification of opening of SOC channel is a specific physiological feature in these
animals, as the action of ionomycin, known to open non-specifically almost all then@anels,

was not significantly different between TBC of control and olfessbesus

As regardsin vivo calcium homeostasis, these animals possess regulatory adaptive
mechanisms. It has been shown that plants of chenopodiacae family provide with much oxalate
(300 mg/d), but littleCa* (30 mg/day); whereas the laboratory diet provides with low-oxalate
(<100 mg/day) and hige?* (approximately 150 mg/dayP. obesushas the ability to eliminate
dietary oxalate and regulatga®® homeostasisia intestinal symbiotic bacteria whose number
increases or decreases according to the diets [39].

In conclusion, we report in this study, for the first time, that obesity.imobesusis
associated with increased oro-gustatory perception of dietary fat and upregufitey@aing in
circumvallate papillae, associated with altered CD36 expression. Future challenges require in-depth
investigations to better understand the implication of GPR120 or the downregulation/distribution of
CD36 in plasma membrane fractions of TBC during obesity since the mechanisms responsible for
altered C& signaling might be involved in the regulation of feeding behavior particularly post-

prandial phase of food ingestion.
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Legends of the Figures

Figure 1. Expression of and CD36 andx-gustducin.

The CD36-positive TBC were isolated from CVP Bf obesusas described in Materials and
Methods. Relative mRNA expression of CD36 (Fig. 1A) anrdustducin (Fig. 1B) in CD36-
positive TBC cells was assessed. p<0.001 shows the significant differences between TBC of obese
and control animals. NS=insignificant differences. The CD36 puattin proteins were also
detected by western blots in CD36-positive TBC (Fig. 1C) and intestinal cells (Fig. 1D) of control

and obese animals. For experimental details, see Materials and Methods.

Figure 2. Effects of LA on the increases in [CH]i in CD36-positive TBC.

The CD36-positive TBC were isolated from CVP Bf obesusas described in Materials and
Methods. C4&" imaging studies were performed on CD36-positive TBC in calcium-containing
media. The changes in intracellular?CéFsadFssq) were monitored under the Nikon microscope

(TiV) by using S-fluor 40x oil immersion objectives, as described in Materials and Methods.
Colored time-lapse changes show the kinetics of the rise #i]{Clallowing addition of linoleic

acid (LA), in a CD36-positive taste bud cell, freshly isolated from CVP of control (A) and obese
(B) animals. (C) Represents the single traces of observations and the arrow indicates when the test

molecule (LA, 20 uM) was added into the cuvette without interruptions in the recording.

Figure 3. LA -induced increases in [C&'i via CD36 in TBC.

The CD36-positive TBC cells were incubated with or without SSO (50 puM) for 20 min and then
treated with LA at 20 pM. Caimaging studies were performed on CD36-positive TBC ifi-Ca
containing media. The changes in intracellulaf*G&sad/Fss0) were monitored under the Nikon
microscope (TiU) by using S-fluor 40x oil immersion objectives, as described in Materials and
Methods. The arrows indicate when the test molecule (LA, 20 uM) was added into the cuvette
without interruptions in the recording in TBC of control (A) and obese (B) animals. (C) represents

histograms of the changes in ffJa

Figure 4. Implication of Ca?* influx in LA-induced increases in [C&*]i in CD36-positive TBC.
The CD36-positive TBC were isolated from CVP Bf obesusas described in Materials and
Methods. C& imaging studies were performed in’Géree (0% C&") or C&*-containing (100%

Ca") media. The changes in intracellular 2C&Fsao/Fss0) were monitored under the Nikon
microscope (TiU) by using S-fluor 40x oil immersion objectives. (A) represents the experiments
performed inC&*-containing (100% C&) and C&'-free medium (0% C4&). (B) represents the A
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increases in [C4]i in the presence of a SOC channel blocker (ABP at 5 uM) fi-@mtaining
(100% C&") medium. In both the experimental conditions, LA was used at 20 pM.

Figure 5. Effects of TG on the increases in [Cd)i in CD36-positive TBC.

The CD36-positive TBC were isolated from CVP Bf obesusas described in Materials and
Methods. C& imaging studies were performed on CD36-positive TBC ifi-Cantaining (100%

Ca&") media. The changes in intracellular 2C&Fsao/Fss0) were monitored under the Nikon
microscope (TiU) by using S-fluor 40x oil immersion objectives. Colored time-lapse changes show
the kinetics of the rise in [€4i, induced by TG at 5 pM, in a CD36-positive taste bud cell freshly
isolated from CVP of control (A) and obese (B) animals. (C) Represents the single traces of
observations and the arrow indicates when the test molecule (TG, 5 uM) was added into the cuvette

without interruptions in the recording.

Figure 6. Implication of Ca?* influx in TG-induced increases in [C&"]i in CD36-positive TBC.

The CD36-positive TBC were isolated from CVP Bf obesusas described in Materials and
Methods. The changes in intracellular®CéFsao/F3s0) were monitored under the Nikon microscope
(TiV) by using S-fluor 40x oil immersion objectives. (A) represents the histograms of the
experiments performed in €acontaining (100% C4) and C&'-free (0% CA&") media with TG (5

uUM). (B) Representthe A increases in [Ca?']i evoked by TG (5 uM) in the presence or absence of
ABP at 5 uM in C&"-containing (100% C&) medium. (C) represents the changes in intracellular
Cal* (FsadFss0) evoked by ionomycin at 500 nM in €acontaining (100% CG&) medium.

Table I: Biochemical analysis of plasma and liver parametePsammomys Obesus

Parameters Control group  Obese group p-values
Body weight (g) 79.76 £450 121 +30 p<0.001
Insulin (LU/ml) 23.50+3.20 150+19 p<0.001
Glucose (g/l) 0.58 £0.10 0.81+0.17 p<0.01
Total Cholesterol (g/l) 0.58 £ 0.37 1.01+£0.35 p<0.001
HDL cholesterol (g/l) 0.41+0.04 0.55 +0.03 p<0.01
LDL cholesterol (g/l) 0.37 £0.02 0.72+0.03 p<0.001
Triglycerides (g/l) 0.52 £0.39 1.48+0.06 p<0.001
Phospholipids (g/l) 0.71+£0.22 0.72+0.18 p<0.05
Liver mass/body weight (%) 3.39 £ 0.09 415+0.80 p<0.05
Hepatic total lipids (g/100g wet wt) 3.99+0.14 4.36 = 0.60 p<0.01
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Hepatic total cholesterol (g/100g wet wt) 0.27 + 0.01 0.289 +0.07 p<0.05
Hepatic total glycerides (g/100g wet wt) 0.29 + 0.01 0.446 £ 0.02 p<0.001

Values are means = SEM, n = 10.

Table II': Spontaneous preference of lipid and sweet solutioRsammomys Obesus

Intake Control group Obese group
(9/12 hrs/animal)

Water (xanthane) 0.00 0.12+£0.01
Colza oil (1%, v/v) 0.00 7.55 = 0.06*
Sucrose (4%, wiv) 0.88+0.7 16.5+1.30*

Values are meanszSEM, n=10. The asterisk (*p<0.001) shows the significant differences in obese
group animals, drank a solution containing colza oil or sucrose and compared to those that drank
water (xanthane).
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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PUBLICATION N°4

Obesity alters the gustatory perception of lipids in the mouse: plausible

involvement of the lingual CD36

Chevrot M., Bernard A., Ancel D., Buttet M., Martin 8bdoul-Azize §.Merlin J-F.,
Poirier H., Niot I., Khan N., Passilly-Degrace P., Besnard P.
J Lipid Res.2013 Jul 9. [Epub ahead of print]

Objectif de I’étude

Des données récentes suggerent I'existence de relation entre la sensibilité oro-sensorielle aux
lipides alimentaires, la régulation de I'apport en graisses et |'état de la masse corporelle. Cependant,
les mécanismes par lesquels les changements dans la sensibilité gustative se déroulent demeuren
mal compris. Es que l'obésité en elle-méme peut affecter la préférence pour les alimesgs gras
inconnue. Pour répondre a cette question, contrairement a I’article n°3 ou 1’obésité des animaux
était naturel ; dans cette étude les souris ont été soumises a deux régimes différents obésogénique:
principalement composés de lipides saturés, seuls ou avec du saccharose ajouté en utilisant une

combinaison d'approches biochimiques, physiologiques et comportementaux.
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Article

Objet: JLR/2013/039446 Manuscript Decision
Envoyé: Mardi 9 Juillet 2013 13:01:55
De: "alice lichtenstein" <alice.lichtenstein@tufts.edu>

A: "Philippe Besnard" <pbesnard@u-bourgogne.fr>

MS ID#: JLR/2013/039446
Title: Obesity alters the gustatory perception of lipids in the mouse: plausible involvement of the
lingual CD36

Dear Dr. Besnard:

I'm happy to inform you that your manuscript "Obesity alters the gustatory perception of lipids in
the mouse: plausible involvement of the lingual CD36" (JLR/2013/039446) has been accepted for
publication in the Journal of Lipid Research. Please note that JLR will publish the accepted version
(final revision) of your manuscript online as a Paper in Press (PIP) soon after acceptance. The PIP
date can be used as the publication date. For further information regarding JLR Papers in Press,

please refer to the JLR online Web site at http://www.jlr.org.

Now that your manuscript has been accepted for publication, the redactory office, Dartmouth
Journal Services, requires source files: one Word file, including text and tables, and individual TIFF
or EPS files for the Figures (color files as RGB). Please go to the following Web site to upload

your source files directly to the redactory office: https://quicksubmit.dartmouthjournals.com/jir

Source files for supplemental data are NOT needed at the time of acceptance and should not be sent
to the redactory. We will use the files included in your submission. Supplemental files cannot be

added after acceptance.

Publication of the print version of your manuscript will be delayed until we receive all material in
acceptable format. For detailed information about producing quality Figures, please go to
http://www.jlr.org/site/home/authors/JLR_DigitalArtGuidelines.pdf. If you have any questions,
please contact Lynn McMillan from Dartmouth Journal Services at lynn.mcmillan@sheridan.com.

Thank you in advance for your quick response.
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We strongly encourage you to work with your home institution's media relations office to publicize
your paper. If your institution writes an article or a news release for the media, please send a copy
of it to Angela Hopp at ahopp@asbmb.org. We will be happy to post it on the ASBMB welasite an

share it through our social media channels.

Each month, JLR publishes as its cover a colored illustration relevant to an article in the same issue,
and we invite authors of accepted papers to submit illustrations for consideration. The cover
illustration should be scientifically interesting and visually attractive and should not be a complex,
data-laden Figure. The illustration submitted may be only a portion of a Figure in the paper but

need not be a Figure in the paper as long as it is closely related to the subject of the paper.

To submit an illustration for consideration, please prepare the image in RGB with the following
final dimensions at 300 dpi: 5.75 inches wide by 7.25 inches tall. If the cover image contains a
graphic on top of a solid background, please size the entire background to 5.25 inches wide by 7.25
inches tall. The graphic itself should not exceed 5 inches in width or 5.5 inches in height and
should be centered in that space. After converting to PDF format (5 megabytes maximum), send it
as an e-mail attachment to Lynn McMillan at lynn.mcmillan@sheridan.com. Make sure that the top
of the Figure is clearly indicated. Include an explanatory caption of 50 to 60 words for the table of
contents, a short caption of 6 to 8 words for the cover, and the manuscript number of your article. If
your image is selected for the cover, you will be asked to send to us the original file (saved as EPS
or TIFF, in RGB color format, at 300 dpi in its final dimension of 5.75 inches wide by 7.25 inches
tall).

All further correspondence regarding the status of this accepted manuscript should be directed to
Mary Chang, Publications Manager of JLR, at 240-283-6609 or mchang@asbmb.org.

Thank you for contributing to the Journal.
Sincerely,
Alice Lichtenstein, D.Sc.

Associate Editor
Sent on: July 9, 2013
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PUBLICATION N°5

Ca?* signaling in taste bud cells and spontaneous preference for fat:
unresolved roles of CD36 and GPR120.

Abdoul-Azize S.Subramaniam S., Sadou H., Besnard P. and Khan NA
Biochimie (2013)doi: 10.1016/j.biochi.2013.06.005.

Objectif de I’étude

Des données convaincantes récentes chez les rongeurs et chez 'homme soulévent la possibilité
d'une sixieme modalité de golt supplémentaire consacré a la perception oro-gustative des lipides
alimentaires. Dans cet article, nous avons mis en évidence les récentes avancées sur les mécanisme
qui sous-tendent la détection oro-gustative des lipides alimentaires, en particulier le rble des
protéines CD36 et GPR120.
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Article
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Résultats non publiés

MAP Kinase signaling is involved in oro-gustatory lipid taste perception in mice

Objectif de I’étude

Nous venons de voirdans les articles précédents que la fixation d’un acide gras sur le
récepteur CD36 induit une augmentation rapide [@a?]i suivie par la libération d’un
neurotransmetteur conduisant le message gustatif vers les nerfs afférents lors de la perception oro-
gustative des lipides alimentaires. Dans ce travail, la questidtinggication des MAP kinases

dans cette signalisation cellulaira CD36 a été étudiée.
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Article en préparation

Comme nous I’avons vu dans le chapitre 3 précédant que, les MAP kinases sont des sérines /
thréonine kinases spécifiques qui répondent a des stimuli extracellulaires (stress osmotique, choc
thermique, cytokines pro-inflammatoijest qui modulent les activités cellulaires, telles que la
prolifération, I'expression génique, la différenciation, la mitose, la survie cellulaire, et I'apdiptose.

y a plusieurs cascades de MAP Kinases bien connues comme celle des ERK1/2, celle @¢s JNK
celle des p38 (Lewist coll, 1998). Ces cascades sont activées dés que le CD36 est stimulé dans les
cellules (Cheret coll, 2008, Baranovat coll, 2010).

Le fait que le CD36 soit couplé aux cascades des MAP Kinases dans différents types
cellulaires, il est possible qu’une de ces cascades, c'est-a-dire MEK/ERK1/2/ELK, soit impliquée
dans la signalisation gustative lipidique. De plus, il est aussi possible que cette cascade puisse
influencer les différentes aires cérébrales, impliquées dans la modulation de préférence alimentaire.

Dans cette étude, nous nous proposons d’élucider 'implication d’une cascade des MAP
Kinases (MEK/ERK1/2/ELK) dans la perception oro-gustative des lipides alimentaires.
Ainsi nous nous sommes posé les questions suivantes :
- Les AGLC induisentds, via le CD36, ’activation des MAP Kinases dans les cellules gustatives
des papilles caliciformes ?
- Les aires cérébralegelles que le noyau arqué, I’hippocampe et le noyau du tractus solitaire
(NTS) sont-elles impliquées dans cette siganlisation ?
- Les MAP Kinases sont-elles impliquées dans la libération de la sérotonine dans ces cellules ?
- Quel réle peuvent-ils jouer dans le comportement alimentaire ?

Les expériences ont été réalisées sur les cellules des papilles caliciformes (des souris

sauvages et des souris n’exprimant pas le géne ERKI1) exprimant CD36.

Matériels et méthodes

Matériels

Les souris C57BL/6J agées de 6 a 10 semaines, ont été fournies par Janvier Elevage
(France). Les souris invalidées pour le géne ERK1 (ERK1-/-) de phénotype normal ont été données
par le Professeur Jacques POUYSSEGEUR (Nice). Les anticorps primaires utilisés sont: P-ERK1/2
(réf :4370), ERK1/2 (réf: 4695), P-p38 (réf :4511P), p38 (réf: 9212), P-INK (réf: 4668), INK (réf:
9252), Raf (réf: 9427), P-MEK (réf: 9154), MEK (réf: 9146), RSK (réf: 9333), P-ELK-1 (réf:
9181), ils ont été achetés chez « cell signaling technology ». Les anticorpslP@é&vSc 16408-

R), P-Vav 2 (réf: Sc-16409) ont été achetés chez « Santa Cruz ». Les anticorps secondaires, ont
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aussi été achetés chez « cell signaling technology ». La L-glutamine et les mRt&x1640 ont

été fournis par Biowhitaker, Belgique. La FURA-2/AM par Probes (Eugene, OR, USAgsthse

et la dispase ont été fournies par Serlabo, Bonneuil/Marne, France et Roche Diagnostics, Paris,
France. La collagénase de type I, I’inhibiteur de trypsine ont été¢ fournis par Sigma Chemicals (St

Louis, USA). La phycoérythrine a été fournie par Santa Cruz Biotechnology Inc. (USA). Les
directives européennes concernant 1’utilisation et 1’entretien des animaux ont été respectées. Les
protocoles expérimentaux ont été approuvés par le Comité ministériel d’éthique en Bourgogne. Les
produits nécessaires pour la PCR ont été fournis par Bio-RAD. Le kit de CD36 siRNA, Accell
siRNA ERK1 (E-040126-00-0005), Accell siRNA ERK2 (E-040613-00-0005) et Accell Green Non
target (D-001910-01-05) ont été achetés chez Thermo Fisher Scientific / Dharmacon (USA). Le
PD0325901, ihnibiteur de MEK, a été achété chez Sigma-Aldrich (France).

Isolement des cellules CD36-positives a partir des papilles caliciformes

Les cellules CD36-positives ont été isolées comme décrit par Galiardll., (2008); El
Yassimiet coll, (2008). Bri¢vement, 1’épithelium lingual a été détaché par un mix enzymatique de
dispase et d’élastase (respectivement 2mg/mL de tyrode complet) dans une solution de tampon
tyrode sans calcium [140 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM HEPES, 2Mm EGTA, 10 M Na-Pyruvate
et 10 Mm glucose; pH7,4]. Les cellules CDésitives ont été isolées en incubant 1’épithelium
lingual dans du milieu RPMI 1640 complet additionné de 2 mM d’EDTA, 150 pL de collagénase
(2,2 mg/mL), 150 pL élastase (1,2mg/mL), 150 ul de collagénase/dispase Roche (6pg/ml) et 50uL
inhibiteur de trypsine (0,6mg/ml)] a 37°C pendant 10 mn. Les différentes populations de cellules
collectées a partir des papilles caliciformes ont été incubées avec un anticorps anti-CD36 couplé a
la phycoérythrine dans un tampon PBS pendant deux heures puis centrifugées (600 x g ; 10 min) et
re-suspendues dans une solution contenant des microbilles couplées avec un anticorps anti-
phycoérythrine IgG. Les cellules CD36 positives (CD3@t été isolées, formant des complexes
cellulesarticorps anti-CD36-Phycoérythrine-anti-phycoérythrine-microbilles dans une colonne du
systeme magnétique de Miltenyi. Les cellules CD36 négatives (LB@@& celles qui ne subissent

pas la force magnétique.

Western blot

Aprés lisolement, les cellules CD3ént été traitées par ’acide linoléique durant différents
temps et a différentes concentrations (0-30uM) pour déterminer les parametres de phosphorylation
des MAPK. Les cellules (1x2@ellules/ml) ont été lysées avec 800u! d'un tampon de lyse froid (20
mM d'HEPES (pH 7,4), 2 mM d'EDTA, 125 mM de NaCl, 1 mM de DTT, 1mM d'orthovanadate de
sodium, 0,5 mg/ml de benzamidine, 1% de NP40), le tout en présence des inhibiteurs de protéases
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(ImM de phénylméthysulfonyl fluoride, 10 ug/ml d'aprotinine, 2,5 pg/ml de pepstatine, et 5 pg/ml
de leupeptine). Les lysats ont été centrifugés (600 x g ; 10 min) et les protéines ont été séparées
dans un gel SDS-acrylamide (8%). Puis elles ont été transférées sur une membrane PVE#- qui a €
incubée avec les anticorps primaires (dilution: 1/1000) dirigés contre les différentes Kinases qui
sont impliquées en amont et en aval des trois familles des MAPK. Ensuite, la membrane a été lavée
avec TBS/tween-20 (0,05%), incubée avec l'anticorps secondaire (anti-lapin) couplée a une
peroxidase (dilution: 1/1000). La révélation a été faite grace a une solution de révélateur et de

fixateur.

RT-qPCR.

Les ARNm totaux des cellules exprimant le CD36 et des cellules contrbles ont été extraits
par le trisol (Invitrogen technologies Groningen, The Netherlamdis)s d’un traitement par
ADNase sans ARNase (Kit Qiagen). L’ADNc de chaque gene étudié a été produit a partir de 1 pg
des ARNm totaux par Transcription Réverse (Super Script || RNAse H-Reverse Transcriptase) en
utilisant des oligo (dT) selon les instructions du fabricant (Life Technologies, Groningen, The
Netherlands). La technique de PCR en temps réel a été réalisée avec le sysiéteetida en
temps réel, Icycler 1Q (Biorad). L’amplification a été effectuée en utilisant la détection avec le
Syber green 1. Le choix des amorces utilisées pour 1’analyse des ARNm a été basé sur les s€quences
des geénes de souris dans les données de base des genes (Tableaul). L’amplification a été effectuée
dans un volume total de 25ul composé de 12,5ul de tampon supermix de SYBER Green (50mM
KCIl, 20mM Tris-HCI (pH 8,4), 3 mM MgGJ] 0,2 mM de chaque DNTPs, 0,63 U iTaqg ADN
polymérase, SYBER Green 1nM fluoresein), 12,5 pl (0,3uM) de chaque amorce sens et anti-sens et
I’ADNc dilué. Les niveaux d’expression des ARNmM des enzymes: la tryptophane hydroxylase
(TPH1), I’acide amino-L-aromatique décarboxylase (AADC), la tyrosine hydroxylase, et la
dopamine Bhaydroxylase (DBH) ont été normalisés par rapport a la quantit¢é d’ARNm de B-actine.

Les produits de I’amplification des ADNs des génes €tudiés ont été séparés sur un gel d’agarose a

1,5% (0,7g d’agarose, 1ml de TAE 50 fois concentré, 49 ml d’eau stérile et 5 ul du BET).

Geénes Amorce Sens Amorce Anti-Sens
Zif268 5’-GCGAACAACCCTATGAGC3’ 5’-GGTCGGAGGATTGGTC3’
BDNF 5>-TTGGATGCCGCAAACATGTC3’ 5’-CTGCCGCTGTGACCCACTG®’
Glutl 5’>-GCTGTGCTTATGGGCTTCT®’ 5’-CACATACATGGGCACAAAGC3’
TPH-1 5~GAGTTGCTCCACGCTTTGC? 5~ACACTCAGTCTACATCCATCCCS3'
TH 5“AAGCTGATTGCAGAGATTGCC3' 5"TTCCTCCTTTGTGTATTCCACGT3'
BDH 5“GAGAGCCCCTTCCCCTACGC3 5-“TGGAGCTGGAAGTGGATGACTS3'

2 °MePartie : Apports personnels 173



Chapitre 1l : Liste des Publications et Communications

S-Actine 5’-CACCCTGTGCTGCTCAC’ 5’-GCACGATTTCCCTCTCAG-3
ERK1 5- TGCTGGACCGGATGTTAACC -3 5- CCAGCGCTTCCTCTACTGTGA-3
ERK2 5- GCTGAAGCGCCATTCAAGTT -3 5- ACTTACACCATCTCTCCCTTGC-3
PLCb 5- GGCTTGAGTTCATCGTCATT -3 5- ACTCCCCCTGTCTTTTCCTA -3
CD36 5’-GGCCAAGCTATTGCGACATG3’ 5'- CCGAACACAGCGTAGATAGAC -3

a-gustudine 5'- ACACATTGCAGTCCATCCTAGC -3 | 5- ATCACCATCTTCTAGTGTATTTGCC-3
cFos 5-ACTTCTTGTTTCCGGC-3' 5-AGCTTCAGGGTAGGTG-3'

Tableau 1 Séquences des amorces utilisées pour I’étude de I’expression des ARNm de

différents genes.

Transfection des cellules par SIRNA
Les cellules CD36-positives ont été transfectées selon les instructions fournies dans le kit
(Dharmafect), avec le siRNA (25 nM) concu pour bloquer les ARNm de CD36, ERK1 et 2.

Si RNA CD36 Séquence5-AAACCCAGAUGACGUGGCAAAUU-3'
Accell Si RNA ERK1 Accession numbersNM_ 11952
Accell Si RNA ERKZ Accession numbersERK2 : NM_11949

Vingt-quatre heures avant le traitement, les cellules @Lx&0ules/ml) ont été placées dans le
milieu de culture RPMI-1640 (10 % SVF) et sans antibiotique puis transfectées avec le siRNA en
utilisant Dharmafect (Dharmacon) selon les instructions fournies avec le kit. Apres 72 heures
d'incubation, le milieu a été aspiré et remplacé par du milieu frais sans siARN pendant 24 heures
avant les westerns blot. Nous avons obtenu environ 85% de cellules viables apres la transfection par

le kit de Dharmacon. Pour I'étude in vivo des siRNA Accell ont été injectés localement.

Libération de la sérotonine

Les cellules CD36ont été chargées avec de la sérotonine radioattisEHT (2 mCi / 3 x
10° cellules) pendant 1 heure dans le tampon d'incubation contenant (en mM): 40 Tris-HCI (pH
7,4), 25 de glucose, 5 KCI, 150 NaCl; 1,5 CaC12; 1,4 MgSO 4; 1,2 et 0,1 ascorbate amino-
oxyacétique a 37°C. A la fin de I’incubation, les cellules ont été lavées par centrifugation (2000 x g,
5 mn) dans un tampon de lavage (en mM): NaCl 150, KCI 5, 1,2 MgS0O4, 1,0 ascorbate, du glucose
a 10, et 1,3 EGTA. Puis, les cellules ont été remises en suspension dans un tampon de sortie
contenant de la clorgyline (100 uM) et de la pargyline (100 uM) afin de bloquer le métabolisme de
la sérotonine. La composition du tampon de sortie était identique a la solution de lavage, a quelques
exceptions: les 2 mM de CaCl2 ont été remplacées par MgSO4, EGTA a été supprimé, la

concentration de NaCl a été réduite a 75 mM, et les cellules ont été distribuées dans de nouveaux

2 ®MePartie : Apports personnels 174



Chapitre 1l : Liste des Publications et Communications

tubes, puis traitées avec LA en la présence ou absence de SSO pendant 30 mn. Aprés centrifugation
la radioactivité dans le surnageant et le culot a été déterminée. La libération de la sérotiénine a é
calculée en déterminant le pourcentage de cellules non stimulées. Pour cela, la radioactivité dans le
surnageant a été divisée par la radioactivité dans le culot, pour chaque essai (2taowihe

2012).

Le test de double choix
D’une durée égale a 12 heures, ce test consiste a proposer a une souris en cage, deux biberons

contenant deux solutions différentes. Une acclimatation est nécessaire au préalable pour une
meilleure réaction aux solutions lors des expériences. Elle consiste a apprendre aux animaux
I’existence de deux possibilités en leur offrant simultanément deux biberons a contenances égales
ou différentes pendant plusieurs jours. La place des biberons est permutée de maniére a éviter un
conditionnement ou une aversion pour un cote.

Pour étudier la préférence, une solution de xanthane a 0,1 % a été utilisée comme solution
contrdle afin de mimer la texture des lipides. A cette soluti@f additionné de I’acide linoléique a
0,2 % (solution expérimentale). Le double choix entre la solution contrble et la solution
expérimentale a été réalisée sur 12 heures. Chaque biberon a été pesé au début edea la fin
I’expérience et la consommation de chaque solution (en g) a été calculée. Les animaux sont repartis
par groupe de cing. Le test a été réalisé en période nocturne. Ces expériences ont été reproduites a

moins trois fois.

Etudes statistiques

L’analyse statistique a été effectuée par I’utilisation d’un logiciel STATISTICA 4.1. La
signification des différences entre des valeurs moyennes a été déterminée pardanedysance
(variance one way) suivie du test LSD (least-significant-difference). Les différences sont

considérées comme significatives lorsque p<0,5.

Resultats
LA induit la phosphorylation des ERK1/2 via le CD36

Nous avons isolé des cellules caliciformes de souris, puis nous avons traité ou non par LA a
durée variable. Nous avons réalisé un western blot avec le lysat cellulaire, et fait une révélation avec
des anticorps anti P-ERK1/2 et ERK1/2 totaux. Les résultats sont présentés sur la Figure 1A. Aprés
5 mn de traitement par LA, le taux de phosphorylation des ERK1/2 a rapidement augmenté, il était
5 fois plus important que dans le contréle puis ce taux a décliné lentement mais était encore 4 fois

plus important a 1&n, et 2 fois plus important & 30 mn.
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Pour déterminer si ce phénoméne est CD36-dépendant, nous avons réalisé un nouveau
western blot & partir de cellules stimulées ou non avec LA, ou avec LA aprés avoir été transfectée
avec des SiIRNA qui bloquent I’expression des CD36 (Figure 1B). Nous observons que le taux des
ERK1/2 phosphorylés est 4 fois plus important aprémt@e stimulation par LA, et en présence
de ARNs anti CD36 I’effet du LA est aboli. Une baisse de la phosphorylation des ERK1/2 en
présence de cette SIRNA signifie que cette phosphorylation est CD36-dépendante.

A B p<0.001

-
<
I

[ty
[

p-ERK1/2
(Fold increases)
p-ERK1/2
(Fold Increases)
(=W XRTON TN

*
*
.
(’ i El 1 T -_l .
- + |PERK P-ERK 1
== P-ERK 2 I T - IP-ERK2
e T (o T-ERK 1
T-ERK 1 TERK 2
— — — o | T-ERK 2 -

Control LA, LA, LA, Control A CDI52+'RNA
5 min 15min 30 min *

Figure 1: Effet de LA sur la phosphorylation des ERK1/2 dans les cellules CD36-positivde souris. Les cellules
CD36 positives et négatives sont isolées suivant des digestions enzymatiguagifi€ées sur une colonne Miltenyi en
présence d’anticorps couplés a des billes magnétiques. La figure represente la détection des proteines ERK1/2 par
Western blot dans les cellules stimulées ou non par LA (20uM) a Bt 238mn enA et, dans les cellules transfectées
par soit ’ARN (contrdle) ou par les siRNA de CD36 enB. Les astérix representent les différences significatives en
comparaison des contréles (non traités par LA, p<0.001))(n=5

LA phosphorylation des ERK1/2 passe par MEK1/2

D’apres les connaisances actuelles sur les voies des MAP Kinases, la phosphorylation des
ERK1/2 est toujours précédée par celle de MEK1/2 (Lewisoll, 1998). Nous avons, pour le
confirmer, réalisé un western blot a partir de cellules CD36-positives (Figure 2A). Le western blot
montre quen présence de LA, le taux de phosphorylation des MEK1/2 est augmenté
significativement par rapport au contréle, un inhibiteur de MEK1/2 (U0126) abolit cette réponse. Le
méme constat peut étre fait avec ERK1/2. Les résultats obtenus ont été mis sous forme
d’histogramme (Figure B). En effet, le taux de phosphorylation des ERK1/2 augmente d’un
facteur 2, et MEK1/2 de facteur 3 en présence de LA. En présence de LA et de U0126, la réponse
de MEK1/2 est abolie et celle des ERK1/2 divisée par 2.
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Figure 2: LA induit la phosphorylation de MEK1/2 en amont des ERK1/2 dans les cellules CD3ositives. A:
represente la détection des proteines MEK1/2 et ERK1/2 par Western blot dans les cellulégesstmnon par LA
(20uM) en présence de U0126 pendanti® B : montre la densitométrie des Western blots de la Figurees
astérix représentent les différences significatives en comparaison de contrbles resg8diiid ) gn=3).

LA induit la phosphorylation du facteur de transcriptionlEK-1 de maniére CD36-dépendante

Nous avons établi les différents éléments de la cascade des ERK, en amont et en aval, qui
pourraient étre impliqués dans la signalisation cellulaire activée par LA (kéwddl, 1998). Nous
avons réalisé un western blot avec les anticorps anti P-raf-1 (Figure 3A).
Ce western blot ne montre aucune différence significative de I’expression des protéines P-c-raf
traitées ou non avec du LA, méme apresntbLa méme expérience a été faite avec P-P9ORSK, un
facteur de transcription en aval des ERK1/2 (Figure 3B). Cette fois eihadye pas de différence
significative entre les cellules traitées ou non avec LA. Nous avons ensuite étudié le facteur de
transcription ELK-1 (Figure @B). Ce blot montre que I’expression des protéines ELK-1
phosphorylées double lorsque les CD36+ sont traitées avec LA pendamt P@ur confirmer les
résultats de la Figure 4C, le western blot a été refait, mais cette fois un contrdle a été ajouté,
certaines cellules ont été transfectées avec le CD36 SiRNA (Figure 3D). Un résultat identique est
obtenu, il permet, de plus, de constater que I’inactivation de 1’expression des récepteurs CD36

annule I’augmentation de la phoshorylation de ELK-1 déclenchée par LA. Le mécanisme de

phosphorylation de ELK-1 est donc CD36 -dépendant.
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Figure 3: Protéines phosphorylées en amont et en aval des ERK1/2 dans les cellules CD36Gipes La figure
represente la détection des proteines c-Raf-1, p-90RSK et, Elk-1 par WestelnBletC: les cellules sont stimulées
ou non par LA (20uM)D : Les cellules sont transfectées par CD36 SiRNA ptisulées ou non stimulées par LA
(20uM).E : Les cellules sont stimulées ou non stimulées par LA (20uM)réseipce d&SSQ Les astérix représentent
les différences significatives en comparaison de contréles respectifs (p<0891) (n

Vav2 semble impliqguée dans la cascade de signalisation
Toujours dans le but d’identifier les différents ¢léments entrant en jeu dans la réponse des
cellules gustatives a LA, nous avons ¢étudié par western blot 1’état de phosphorylation de Vavl et
Vav2, deux protéines en amont de Raf-1/MEK1/2 (Figure 4A et B). Le western blot ne montre pas
une phosphorylation significative apres @t de traitement par LA de Vavl. Seule Vav2 est

phosphorylé&ia CD36 car I'utilisation de SSO dimuinue sa phosphorylation.

B

P

PO E—— Control LA LA+
Control LA
SSO

Figure 4. Effet de LA sur la phosphorylation des proteines Vavl et Vav2 dans cellules CD36-fings. A :
représente le taux de phosphorylation relative de la proteine Vavl dans les celluldéeston non par LA (20uM)
déterminé par Western bloB : Les données représentatives de la teneur en protém¥av2 dans les cellules
stimulées ou non par LA en présence ou non de SSO. Les données teptésemoyenne + SEM (n =5).

ERK1/2 sont impliqués dans la perception lipidique
A partir des résultats précédents, on peut supposer que ERK1/2 jouent un réle primordial
dans la perception gustative des lipides. Pour vérifier cette hypothése,avons d’abord

caractérisé nos soun®ur montrer qu’elles présentent un phénotype normal comme le montre les
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Figure 5A, B et C pour certains de nos génes cibles. Ensuite, des BaHfi§ et WT ont été
soumises a un test de préférence a double choix. Comme prévu, les souris WT ont montré une forte

préférence pour la solution enrichie en LA (@)2plutot qu’une solution de paraffine Figure B.

A Langue
CD36 Gust PLCb
2 - 15 4 ——
e 5 "W =
1,5 1 NS 112 J
2] | ]
1 08
06 -
05 0t ] 05
02 -
0 0 0 ,
wT ERK1-KO WT ERK1-KO . k1Ko
B C Intestin D
Coeur D
cp36 9 - p<0.001
CD36 8 O Vehicle (paraffine)
1"21 ] NS 7 7 W LA (0,2%)
1 e | , 5
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3 0 8 i ﬁ 5 o
0,6 0’6 ;3 4 -
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T ERIIHO wT ERK1-KO Wilde type ERK KO

Figure 5: Effet de l'invalidation du géne ERK1 sur la préférence gustative pourels lipides chez la sourisA :
represente 1’expression des ARNm des génes CD36, a-gustudine, et PLCb dans la papilles caliciforio@xpression de
CD36 dans le ceeur enB et, dans ’intestin enC. D: les souris de type sauvage et ERKant été soumises a 12 heures
de test de préférence a double choix. La paraffine a été upliséenimer pour la texture des lipides. p <0,001 indique
la différence significative par rapport a la solution contrdle chez les axiwiile type (WT) * montre le manque de
préference pour LA chez les animaux ERK®-par rapport aux animaux control&S : pas de différence significative
constatée entre les deux groupes. Les données représentent la moyenne + SEM (n = 6)

Effet de Papplication de LA sur I’activation des génes et la phosphorylation de MEK et ERK

En voulant confirmer ces resultats précédemments décrits conéanénition des MAPK
par LA, nous avons entrepris cette étunlevivo qui consistait a déposer une goute de LA sur la
langue plus précisement sur la papille caliciformes deux fois a intervalle de 30 mn et puis étudier
’activation des MAPK dans ce processus. Les résultats mongeeh présence de LA, le taux de
phosphorylation des MEK1/2 et des ERK1/2 augmente par rapport au contréle. Et ce dépot de LA
sur la langue naffecte pas I’expression de CD36, de gustudine et de PLCb.
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Figure 6 : Effet de I’application de LA sur la papille caliciforme chez la souris sauvage et ERK1KO : A : montre
I’expression des ARNm des génes CD36gustudine, et PLCb dans la papille caliciforme des souris sauvages et
ERK1KO. B : représente le niveau de phosphorylation des proteines MEK1/2 et ERK1/2am@mpiéstion de LA sur

la papille caliciforme des souris sauvages et ERKIL-NS: pas de différence significative constatée entre les deux
groupes. Les données représentent la moyenne + SEM (n = 6).

Le NTS, ’hippocampe et le noyau arqué sont activés par ’application linguale du LA
Afin de mettre en évidence ’activation de ces trois aires cérébrales lors de 1’application

linguale des lipides, nousons étudié I’expression des ARNm de trois génes.

Zif-268

Le Zif-268 est un facteur de croissance qui est impliqué dans la plasticité neuronale et dans
I’apprentissage et dans la mémoire a long terme. Dans le cerveau, son expression est induite par
I’augmentation des ions calcium dans le neurone. Il a été démontré que ce géne est hautement
exprimé lors de la mémorisation (Bozencoll, 2002). On se demande alors ce qui se passe lors de

la perception du golt du gras chez les souris ERKfA comparaison aux souris sauvages. La
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Figure 7 montré’expression du Zif-268 lors de 1’application linguale du LA chez les souris ERK1

et chez les souris sauvages.

(a): NTS

- I L
tn tn tn

-y

=
n

Expression relatives des ARNm
[ %]

(=]

(]
L

p=0.001
1

WT WT+LA

ERKI-/-

ERK1-i-
+LA

(b} : Noyau arqué

3.5 q

2.5

1,5

0.5

p=0.001

-

WT WT+LA  ERK1--

ERK1-/-
+LA

1.8
1,6 1
1.4 4
1.2

0.8 A
0.6 1
0.4 1
0.2 4

(c): Hippocampe

WT

WT+LA  ERKI1--

p=<0.001

ERK1--
+LA

Figure 7 : Expression de PARNm du géneZif-268 dans les ates du cerveau a la suite de I’application de LA sur

la papille caliciforme des souris savuges et ERKKO. a : montre 1’expression des ARNm des génes Zif268 dans le
NTS, b) dans le noyay arqué etf) dans ’hippocampe des souris sauvages et ERK1-KO. Les expériences ont été
reproduites au moins trois fois. * montre la différence siginificativeeate stimulation de LA chez les animaux ERK1-
KO par rapport aux animaux contrdles (p<0,001). Les données représentepetamenst SEM (n = 6).

En effet, dans ces trois aires, on remarque une augmentation de 1’expression du Zif-268 aussi
bien chez les sourBRKI" que chez les souris sauvages en présence de LA. Cette augmentation de
I’expression du Zif-268 parLA est plus induite dans le NTS et I’hippocampe des souris sauvages en
comparaison aux sourBRK1I". Dans le noyau arqué, il n’y a pas de différence significative de
I’expression du Zif-268 entre les souris sauvages et les sdaR& 1" aprés application du LA. En
présence du LA, les aires cérébrales des souris sauvages sont plus activées que celles des souri
ERKI".

BDNF

Le BDNF est une protéine qui agit sur les neurones du SNC. Il est nécessaire a
I’apprentissage du goiit et la mémoire a long terme, sa suppression entraine la perte du gott chez la
souris (Wanget coll, 2007). La Figuré décrit I’expression du BDNF lors de lapplication linguale

du LA chez des sourlSRK1 en comparaison avec les souris sauvages.
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Figure 8: Expression de PARNm du géne BDNF dans les aires du cerveau 2 la suite de application de LA sur

la papille caliciforme des souris savuges et ERKKO. a : montre ’expression des ARNm des génes Zif268 dans le
NTS, b) dans le noyay arqué ef) dans ’hippocampe des souris sauvages et ERK1-KO. Les expériences ont été
reproduites au moins trois fois. * montre la différence siginificatiteeate stimulation de LA chez les animaux ERK1-
KO par rapport aux animaux contrdles (p<0,001). Les données représententiaenoBEM (n = 6).

Les résultats montrent que la perception gustative lipidique induit I’expression du BDNF dans le

noyau arqué des souris sauvages et des sBRE. En effet, dans cette aire, I’expression du

BDNF passe de 1 a 3 chez les souris sauvages alors qu’elle passe de 1,2 a 2,2 chez les souris ERKI

" Dans le NTS, I’expression du BDNF n’a pas changé aprés application du LA. Au niveau de

I’hippocampe, I’expression du BDNF n’a augmenté que chez les souris sauvages (elle passe de 1 a

1,5), la variation n’est pas significative chez les souris ERK1". L’application du LA stimule donc

I’expression du BDNF dans le noyau arqué et I’hippocampe chez les souris sauvages. Chez les

sourisERK1", le BDNF a été stimulé uniquement dans le noyau arqué (Figure 8).

Glutl

Le Glutl est un transporteur du glucose dont la présence au niveau du cerveau reflete

I’intensité de I’activité cérébrale. Choeiri et coll, (2005), ont démontré qu’il améliore la mémoire et

I’apprentissage d’autant plus que sa quantité est €levéécar ’activation neuronale exige une forte

demande en glucose. La Figure 7 montre les résultats de son expression dans les aires cérébrales de

souris sauvages ERK1".
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Figure 9: Expression de PARNm du géne Glutl dans les aires du cerveau a la suite de ’application de LA sur

la papille caliciforme des souris savuges et ERKKO. a : montre 1’expression des ARNm des génes Zif268 dans le
NTS, b) dans le noyay arqué etf) dans I’hippocampe des souris sauvages et ERK1-KO. Les expériences ont été
reproduites au moins trois fois. * montre la différence siginificatiteeate stimulation de LA chez les animaux ERK1-
KO par rapport aux animaux contrdles (p<0,001). Les données représententtanend\SEM (n = 6).

La Figure 9 montre que léslutl est stimulé par le LA aussi bien chez les souris sauvages
que chez les sourBRKI". Cependant, il est & noter que ’expression des ARNms du Glutl dans le
noyau arquéa la suite de ’application du LA, est passée de 1 a 1,7 chez les souris sauvages alors
qu’elle n’a pas varié chez les souris ERK1". Dans I’hippocampe, cette expression est passée de 1 &
2,8 chez les souris sauvages alors qu’elle est passée de 1,1 a 1,7 chez les SsERKT". A la suite
de la stimulation par le LA, I&lutl est plus induit chez les souris sauvages que chez les souris
ERKI".

En conclusion, I’expression du Zif-268 duBDNF et duGlutl est induite par le LA chez les
souris sauvages &RK1 dans les trois aires cérébrales. Mais, ces génes sont plus exprimés chez
les souris sauvages que chez les sdBR&I". Aussi, on a remarqué une faible activation des

génes dans I’hippocampe des souris ERKT"-en comparaison des souris sauvages.

Effet de PD0325901, inhibiteur de MEK sur la perception gustative

Pour confirmer ces résultats nous avons utilisés une apprpihest 1’inhibition des
ERK1/2 par lutilisation d’un produit chimique des MEK (protéine aciiteur d’ERK1/2)
(Henderson et coll., 2010), le PD0325901. Les animaux ont été gaves pendant une semaine par

PD0325901 (20mg/kg/jour). Nos observations précédantes ont été confirmées par le PD0325901.
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Figure 10: Effet de PD0325901 sur la perception gustativées animaux ont été gavés ou non pendant une semaine
par PD0325901 (20mg/Kg/jour) dissous dans tamon de citrate (@9 ¥mmol/L) A : representd’expression des
ARNmM des genes ERK1, ERK2, CD3&.gugudine et PLCB en présence ou non de PD0325901et de LA dans les
papilles caliciformes de [mngue, le cceur et Iintestin. B, C, D : represente chacufexpression des ARNm des genes

Zif, BDNF, et Glutd en présence ou non de PD0325901 et de LA ddits N NA et I’'Hippocampe respectivement.

E : L’effet de PD0325901 sur la préférence lipidque. * montre une différence significative (p<0,001) des animaux
traités par LA et/ou PD0325901 par rapport aux animaux contflgsas de différence significative constatée entre
les deux groupes. Les données représentent la moyenne + SEM (n = 6).

Effet d’administration ERK1/2 siRNA Accell dans la papille circumvallate

Une approchen vivo a été utilisée pour confirmer ces résultats qui est 1’inhibition des
ERK1/2 par2 par I’administration sur la langue du siRNA Accell (Nakajima et coll, 2012). Nous
observons les mémes résultats obtenus soit par les animaux ERK1-KO soit par le PD0325901.
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pERK ~ b o 1
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LA
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35 c
ERK1 00l (2%)
ERK2 3
3
35 25
25 3 R
2 25
15 2 15
1 15 1
1
05 05 05
0
Cir AccellsiRNA  Ctr+ LA Acoell siRNA + ctr AccellSRNA  Ctr+LA  AccellsRNA+ O
LA LA Control Accell SIRNA ERK1/2

Figure 11: Enlctuc ALtcininiNA U LARLIZ our 1w MUILLpUUL yuotuuve ~ccell siRNA d’ERK1/2 ou Accell siRNA
contréle (0,5ug/souris dans 5pl) a été injecté dans la papille calicif@smodris pendant 7214 : montre les papilles
calicformes injectées par Accell siRNA contrdle détecté par Western blot et vissiai@ée microscope confocal en
utilisant un Non-target fluorescei.: represente I’expression des ARNm des génes CD36 et PLCJ en présence ou non
d’Accell siRNA d’ERK1/2 et de LA dans les papilles caliciformes de la lanGuerepresente 1’expression des ARNm
des geénes ERK1/2 en présence ou non d’Accell siRNA ERK1/2 et de LA dans les papilles caliciformes de la langue. D :
I’effet de Accell siRNA d’ERK1/2 sur la préférence lipidque. * montre une différence significative ,qi¥0 des
animaux traités par LA et/ou Accell siRNA ERK1/2 par rapport aux animaoxdtes. $: pas de différence
significative constatée entre les deux groupes. Les données représentent la m@ENN@ = 6).

Effet d’administration ERK1/2 siRNA Accell dans la papille circumvallate sur l’activité cérébrale
L’administration sur la langue du siRNA Accell (Nakajima et coll, 2012) nous a permis

aussi d’observer les mémes résultats obtenus avec les animaux ERK1-KO et le PD0325901.
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Figure 12 : Effet d’ERK1/2 siRNA Accell surP’activité cérabrale. Accell siRNA d’ERK1/2 ou Accell

siRNA contrble (0,5ug/souris dans 5ul) a été injecté dans la papille calieidemsouris pendant 72H. La figure 12
montrel’expression des ARNm des génes Zif268, BDNF et de Glutl dans les papilles calicformes aprés injection par
Accell siRNA contréleAcell siRNA d’ERK1/2 par RT-qPCR dans le NTS, NA et ’hippocampe. p<0,001et* montrent

une différence significative des animaux traités par LA et/ou Accell sSiRRKI1E par rapport aux animaux

contrdlesNS : pas de différence significative constatée. Les données représentent la nio8&hnén = 6).

LA active différentes enzymes nécessaires a la synthése des monoamines bieigkendsration
de la sérotonine via la cascade des ERK1/2.

De précédentes expériences ont déja établi que les cellules gustatives communiquaient avec
le systeme nerveux par dépolarisation et libération de neurotransmetteurs. Un lien clair entre la
stimulation des cellules gustatives par LA et la libération de la sérotonine a déja été établi dans de
précédents travaux (El-Yassimt coll, 2008). La Figuredémontre les enzymes impliquées dans la

synthéese de la sérotonine et de la noradrénaline.
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Synthése de la Sérotonine (5-HT) et de la Noradrénaline

Tryptophane Aromatique L-amino acide . ..
Tryptophane » 5-hydroxytryptophane > ;él‘otonine
Hydroxylase (TPH) Décaroxylase (AADC)
Tyrosine DOPA-AADC
Tyrosine » DOPA » Dopamine

Hydroxylase (TH) Dopamine-béta-

Hydroxylase (DBH)

Noradrénaline

Figure 13: Voies de syntheses de neurotransmetteuSchéma présentant les étapes clefs de la
synthese des neurotransmetteurs (noradrénaline et sérgtdhpreemet d’observer les roles joués
par les enzymes TPH1, TH, et DBH.

Deux expériences ont été réalisées, la premiére est une analyse de I’expression des enzymes
des voies de synthése de la sérotonine et de la Noradrénaline par RT-PCR pour confirmer ce lie
une nouvelle fois (Figure B). Nous constatons clairement I’augmentation de 1’expression des
enzymes des voies monoaminergiques en présence de LA, d’un facteur 1,5 pour la Tryptophane
Hydroxylase (TPH), 1,6 pour la Tyrosine Hydroxylase (TH), et 2 pour la Dopamine- béta-
Hydroxylase (DBH). Ces inductions sont abolies lorsque MEK1/2 est inhibé par U0126. Par la
suite, nous avons étudié la libération de la sérotonine, la FigBranbtre une augmentation d’un
facteur 5 de la libération de la sérotonine en présence de LA. Cette augmesgitibolie par
U0126. Ce résultats indique que la stimulation par LA des cellules gustatives induit la synthése et la

libération de neurotransmetteurs, en particulier la sérotovimies MAPK.
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Figure 14: Lien entre la voie des MAP Kinases ERK1/2 et les neurotransmetteurs sérotonine et ndrénaline. A,
Histogramme présentant la variation de 1’expression de diverses enzymes impliquées dans la synthése des
neurotransmetteurs stimulés avec LA (20uM) ou LA avec UOTHHL (tryptophan hydroxylase) permet la synthése
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de la sérotonine. TH (Tyrosine hydroxylase), et Dopamine Beta hydroxykseettent la synthése de la
Noradrénaline. B, Histogramme obtenu a partir de résultats obtenus parapdiegavec des cellules gustatives de
papilles caliciformes traitées ou non par LA (20uM), ou traitées par WO&P6. Les astérix représentent une baisse
dans I’expression des ARNm des enzymes en comparaison avec les cellules traitées par LA (p<0,001). Dans la &igure
B I’astérix représente la différence significative par comparaison du contrdle (p<0,001) (n=3).

LA induit la phosphorylation de p38 de maniere CD36-dépendante

Apres avoir étudié la voie des ERK1/2, des expériences ont été faites pour déterminer si les
autres voies de MAP Kinases sont également activées par le LA. La méme méthode que pour ERK
est utilisée, des cellules de papilles caliciformes ont été isolées, traitées ou non a temps variable
avec LA, et un western blot est pratiqué (Figure 15A). Les résultats concordent avedeseux
ERK1/2. Apres 5mn de stimulation, la phosphorylation de p38 était 2,5 fois plus importante que
dans le contréle. Elle était de 1,5 aprésrirbet était revenue a la normale apresr80 P38 répond
2 fois moins intensément et moins longtemps que ERK1/2, mais la réponse est significative. Pour
déterminer si cette réponse est CD36-dépendante une autre expérience a été tatkeldsesnt
été traitées ou non avec LA pendantmif ou traitées pendant Xfn apres avoir été transfectées
avec CD36 SiRNA (Figure 15B). Comme précédemment, p38 est phosphorylé en réponse a LA.
Cette phosphorylation de p38 est abolie par I’inactivation de CD36, elle est donc CD36-dépendante.

A B

*
g *
o - W W= ==
0 +—

— - P-p38 - I —

T T eeeeee smmm | 7030 Control LA LA+
SiRNA
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Figure 15: LA induit la phosphorylation des MAP Kinases p38 dans les papilles caliciformes des souri4,
western blot de p38 phosphorylé, p38 totaux stimulés ou nonLavé20uM) pendant 5, 15, ou 3@n. B, western

blot de p38 traité ou non avec LA pendantd ou traité par LA avec des cellules transfectées avec un CD36 SiRNA.
Les astérix représentent les différences significatives en comparaison de contréléi$srgspe®01) (n=3).

LA induit la phosphorylation de JNK de maniere CD36-dépendant
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De la méme facon que pour ERK et p38, I’expression des protéines JNK phosphorylées a été
étudiée par western blot (Figure 16A). Cette Figure permet de tirer les mémes concluspmg que
ERK et p38. Néanmoing,augmentation de la phosphorylation de JNK1/2/3 est plus importante
gue dans les deux cas précédenia facteur 5 a 5 mn et est plus soutenue dans le temps. En effet,
apres 30mn, le taux de protéines JNK phosphorylées est encore 4,5 fois supérieur au contréle. Pour
savoir si la phosphorylation de JNK est CD36 dépendant un autre western blot a été fait (Figure
16B). Les cellules ont été traitées ou non avec LA pendaninl@ne partie des cellules avait été
transfectée avec un siRNA anti CD36. Comme précédemment, la phosphorylation de JNK en
présence de LA est tres importante. La dimunition de la bande en présence de CD36 SiRNA prouve

la nécessité de la présence du récepteur CD36 dans ce phénomene.
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Figure 16: LA induit la phosphorylation des MAP Kinases JNK dans les papilles caliciformes desouris. A,
Western blot de JNK 1/2/3 phosphorylés et JNK totaux stimulés ou noh.AV@OUM) pendant 5, 15, ou 30n. B,
western blot de JNK 1/2 phosphorylés, les cellules sont stimuléesro(contrdles) avec LA (20uM) et traggavec
CD36 Si RNA. Les astérix représentent les différences significatives en compataisontrbles respectifs (p<0.001
(n=3).

Discussion et conclusion

Dans cette étude, nous avons demontré que la stimulation des cellules gustatives des papilles
caliciformes des souris par LA déclenche la phosphorylation de plusieurs protéines appartenant a la
cascade des MAP Kinasdsactivation des ERK1/2 par LA est trés rapide et diminuerait en
fonction du temps. Et cette phosphorylatuion de la voie ERK est CD36-dépendant. En effet,
I’utilisation de Sulfo-N-succinimidyl Oleate (SSO), un inhibiteur de CD36, ou de CD36 siRNA

diminuait de fagon significative I’activation des ces MAPK induite par LA. Ces observations sont
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en concordance avec ceux suggéré par Baraepedl. (2010) qui stipule que 1’activation des
proteines ERK1/2 est CD36 dependant dans les cellules HEH293.

Nous demontrons aussi que la protéine Vav2 et le facteur de transcription Elk-1 sont activés
dans cette voie de signalisatioia CD36 dans ces cellules gustatives de souris. Les protéines p-c-
raf, ainsi que Vavl et Vav2 sont situées en amont de la voie des ERK1/2 dans les macrophages
(Lewis et coll, 1998). Nous n’avons pas observé une modification de phosphorylation de la proteine
Vavl, et il nous a été difficile de determiner la phosphorylation de p-c-raf et celle de P9ORSK (un
facteur de transcription activitéa la voie des MAPKs). Cette étude a aussi démontré la
phosphorylation de p38 et JNK en réponse a LA. Nos résultats sont conformes a ceux observeés par
Chenet coll. (2008) postulant que 1’activation de CD36 est associée a la phosphorylation de p38
MAP Kinase dans les cellules endothéliales microvasculaires et de JNK dans les macrophages.
Dans la méme année une étude suggére que I’EGF régule la différenciation des papilles fungiformes
en activant MEK/ERK, p38 (Litet coll, 2008)les cellules gustatives. D’une maniére similaire
notre étude confirme la phosphorylation des MAPK p38, et JNK dans les cellules gustatives
caliciformes.

Nous avons observé que la stimulation par LA déclenche la synthese et la libération de la
seérotoninegrace a ’activation de la voie des ERK1/2. Il est probable que cette libération de la
sérotonine transmet vers le cerveau, plus précisement vers le NTS le message gystatif lors de la
perception du godt lipidique. Ceci induira forcemé&attivation des neurones. Pour cela, nous
avons étudié I’expression des ARNm de trois génes Zif-268, BDNF et Glutl dans le NTS, le noyau
arqué et 1’hippocampe. Ces geénes sont impliqués dans 1’activité et la plasticité cérébrale. Nos
résultats montrent quehez les souris sauvages, I’application linguale du LA a induit une forte
activation de I’expression du Zif-268, du BDNF et du Glutl dans les trois aires. Chez les souris
ERK1', I’effet du LA sur ’activation des aires est moindre comparément aux animaux sauvages.

En effet, nous constatons ufaéble expression d’ARNm du BDNFdans le NTS et I’hippocampe et

celle d’ARNm de Glutl dans le noyau arqué. Par contre nous avons observé une augmentation
importante de I’expression de Zif-268 chez les souris ERK1 Ces résultats ont été confirmés
guand on utilise deux autres approches, qui consisteraient a diminuer les génes ERK1/2 par
I’administration sur les papilles caliciformes du siRNA Accell (Nakajimaet coll, 2012) ou par
gavage des souris par le PD0325901, un inhibiteur chimique de MEK (protéine activateur
d’ERK1/2) (Henderson et coll, 2010).Nos données confirment I’importance des protéines ERK1/2

dans I’activité neuronale suggeérée par Silingardt coll, (2011).Cette augmentation de 1’expression

de Zif-268peut s expliquer par le fait que le géne Zif-268 est un géene exprimé peu de temps apres
l'activité neuronale et que I’invalidation du gene de Zif-268 chez la souris conduit a des déficits

dans la mémoire (Jones coll, 2009).
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Nous demontrons également que la voie de cascade de signalsiation d’ERK1/2 est
indispensable pour la perception @umstative des lipides car non seulement 1’invalidation d’ERK 1
mais aussi la diminution par siRNA et par PD0325901 des genes ERK1/2 chez la souris diminuent
la préférence spontanée pour les lipides alimentaires observée chez les animaux controles dans ur
test de double choix. Cela peut expliquedi@munition de 1’expression de BDNF observée chez
les souris ERK®. En effet, la suppression du géBBNF entraine une baisse de la pris alimentaire
chez la souris (Wanet coll, 2007).

Nos résultats suggérepbur la premiére fois 1’implication de la voie ERK1/2 dans la
signalisation des cellules gustatives induite panisACD36 en activant des aires cérébrales et par

conséquent module la prise alimentaire lipidique.
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La perception oro-sensorielle des lipides alimentaires est multiparamétrique. Les travaux
actuels indiquent qu’il existe, parallélement a la texture et a I’olfaction, une dimension gustative a
ce phénomene chez le rongeur et foobable chez I’Homme. Ce sont les AGLC qui sont détectés
par des molécules réceptrices spécialigtdscalisées au niveau des bourgeons du godt. Chez la
souris, le CD36 et probablement certains récepteurs de la famille GPCR comme le GPR120 jouent
le role de lipido-récepteurs gustatifs participant a la couverture des besoins énergétiques de

I’organisme en sélectionnant et en favorisant la digestion des nutriments lipidiques.

Activation des récepteurs du goQt par les AGLC

Les acides gras activent de maniéres différentes les cellules réceptrices de bourgeons du
godt de la papille caliciforme qui expriment la protéine CD36. Cette activation dépend de la
structure, de la longueur de la chaine carbonée et du degré de saturation. Elefasdim{2008)
ont étudié lesnteractions de différents acides gras avec le CD36 dans des cellules fraichement
purifiées dans des papilles caliciformes de souris. lls ont testé deux acides gfas 1satide
caprylique (CA, 10:0) et’acide palmitique (PA, 16:0), deux acides gras polyinsaturés a longue
chainecarbonée, 1’acide docosahexaenoique (DHA, 22:®-3) et I’acide linoléique (LA, 18:3n-6). Il
a été observé que, les AGLGaturés et insaturés induisent des réponses rapides, en augmentant
differemment le calcium intracellulair&t 1’induction de I’acide linoléique est la plus importante.
Partant du mécanisme de signalisation précédemment déitit,a 1’activation de CD36 par
I’acide linoléique, nous avons cherché a comprendre les phénomenes qui avaient lieu en amont du

déclenchement de cette signalisation, pendant cette signalisation et en aval de la signalisation.

Réles des PLA et ses produits dans la signalisation calcique

Nous avons observé que LA induit une augmentation significative d§i[Caqui n’a pas
été le cas a moyen terme, dans un milieu extracellulaire pauvre en caloitmantSgue LA induit
une augmentation de [€%, par la production d’IPs, suivi par l'influx de calcium dans les cellules
CD36-positives (El-Yassinet coll, 2008), nous avons cherché a élucider I'effet de I'activation des
PLA: par LA, en présence ou en I'absence de calcium dans le milieu de dosage. Nous avons observé
que I’activation induite par LA, des sPLAet cPLA est plus importante en présence de calcium
dans le milieu extracellulaire, comroda est indiqué dans les cellules HepG2 (Caro et Cederbaum,

2007). Comme prévu, l'activation induite par LA des iRlaPaussi été accrue lorsque le calcium a
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¢té chélaté par EGTA dans le milieu extracellulaire comme 1'ont d’ailleurs démontré Smani et coll,.
(2004). Plusieurs auteurs rapportepic 1’augmentation de [C&']);, par certains agonistes est
contr6lée par les PLAet la libération d’AA (Tsumoda et Owayng, 1993; Tornquist et coll.,1994).
Nos résultats sont en accord avec les observations det®oh. (2008) qui ont montré que LA
induit des augmentations de fCR, et I’activation des cPLA2 dans les hépatocytes de poulet. LA
recrute aussi du calcium a partir du pool du réticulum endoplasmique (El-Ya$ginil, 2008).
Nous avons observé que LA induitlibération d’AA-[H] dans les cellules CD36-positives et que,
l'acide aristolochique et BPB, les inhibiteurs des PIBEL et ATK) inhibent, de maniere
significative,la libération d’AA-[3H] induite par LA dans les cellules CD36-positives. Ces résultats
suggerentjue la libération d’AAinduite par LA est PLA> dépendante. Par ailleurs, LA exerce son
action en se liant a CD36, une liaison qui est diminuée par BSkhération d’AA-[*H] est aussi
diminuée par SSO.

Nos observations suggérent que les cellules CD36-positives expriment les trois isoformes de
PLA>, et qu’elles sont activement impliquées dans la catalyse de 'AA. 1l est a noter que LA n'a pas
exercé son action sur la libération de d’AA-[3H] via ses métabolites, car I'indométacine, un
inhibiteur de la voie de la cyclo-oxygénase, NGDA, un inhibiteur de la voie de la lipoxygénase, et
1-aminobenzotriazole (ABT), un inhibiteur de la cytochrome P450 (CYP450 epoxygenases), n‘ont
pas réussi a influencer 'action de cet acide gras.

Pour compredre I’effet que peut jouer I’AA dans la signalisation calcique, nous avons
effectué des expériences dans un tampon ne contenant aucurt’io @acalcium a été remplacé
par ’EGTA. Dans un tampon 0% €al’AA seul n'a pas induit une augmentation de?ffzaEn
appliquant un protocole CFCR (Calcium Free/Calcium Reintroduction), en présence de TG, un
inhibiteur des pompes calciques ATPasiques dulR# exogéne a une action dose-dépendante
sur les augmentations de fCJadans les cellules CD36-positives. Dans un tampon contenant du
Ca", les inhibiteurs des trois isoformes de Bli&duisent l'influx de calcium induit par TG dans
les cellules CD3fpositives. Ces observations suggerent que 1’AA est responsable de 1'influx de
calcium dans ces cellules. Nos résultats corroborent les conclusions de plusieurs chercheurs qui ont
montré que cet acide gras induit I'influx de calcium dans différentes lignées cellulaires (Hithami
coll., 2002). Rappelons que l'influx de calcium, provoquélp®f, n'a pas été influencé par ses
meétabolites, ce qui a été confirmé par Migregncoll. (2003). Puisque l'action des PLAst
associée a Dl’apparition d’AA libres dans le milieu extracellulaire et a la production de lyso-
phospholipides dans les membranes plasmiques, nous nous sommes intéréssés &soRCdu
dont nous avons observé sa production dans les cellules CD36-positives. Lyso-PC induit un influx
de calcium dans ces cellules, mais aussi, Lyso-PE et Lyso-PIl, dans une moindre proportion par

rapport a lyso-PC. Ces résultats corroborent les conclusions de &mati(2004) qui ont montré
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gue les lysophospholipides, y compris [Y&G; induiraient I'ouverture de canaux calciques dans les
cellules musculaires lisses de souris. Boktircoll. (2010) ont récemment démontré que Lyso-PC a
déclenché I'entrée du calciura les canaux SOG{ored operated calcium chanhelans les fibres
dystrophiques.

Nous avons observé que l'addition d’AA aprés lyso-PC et vice-versa a induit une réponse
additive sur l'influx du calcium. Ceci suggére que les canaux ouverts par ces deux agents sont
différents. L'influx decalcium stimulé par I’AA n'est pas contr6lé par des mécanismes classiques.

Des inhibiteurs comme le diltiazem @tconotoxine, inhibiteurs respectifs des canaux calciques de
type L et de type N, n’ont pas pu bloquer 1'influx de calcium induit par I’AA dans nos cellules. En
outre, il a été démontré que Lyo-PC ouvrira les canaux SOC formés par Orail ¢SowinR004;
Bolotina, 2008). L'influx de G4 via les canaux SOC (Orail) entrainera une forte augmentation de
[Ca?*]i qui participera a l'activation de sPkAet cPLA tel que cela a été proposé par Bolotina
(2008). En effet, ces chercheurs s’accordent avec le fait que I'influx de Ca?* est fortement impliqué
dans l'activation de ces isoformes de PLA2.

De nombreux travaux récemment publiés sont en accord avec notre hypothése @lignen
coll., 2001; Migneret col., 2009). IIs ont montré I’existence d’un courant ARC (Arachidonic acid
Regulated Calcium channealpécifiqie a I’AA, dans les cellules HEK293.

Nous nous proposonihypothése, lors de l'activation des cellules CD36-positives, que LA va
induire la mobilisatiordes réserves intracellulaires de calcium par la voie de I’IP3 (El-Yassimiet

coll., 2008) et, par conséquent la production de CIF. CIF activerait iPLA2 Type VI en aépéaca
calmoduline comme le décrivent Smaeti coll. (2004). Nous avons observie 1’action de
I’inhibiteur dela calmoduline, CMZ, et la déplétion du calcium libre intracellulaire par activation de
BAPTA (1,2-bis (2-aminophenoxy)-éthane-N, N, N', N'-tetraacetic agidjyit 1’activité d’iPLA2

dans ces cellules.

Notre hypothése est étayée par les observations de Chang et Parekh (2004) qui ont montré
que, dans cellules les RBL-Ientrée de G4 par la voie SOC, induit I'épuisement des réserves
intracellulaires de CA& et ’activation de cPLA2. Alors, on se demanderait si les réserves
intracellulaires étaient capables d’activer ces enzymes. La réponse est non, méme si il y avait un

fort signal intracellulaire de Ca

Role des canaux Orai 1 et 3 dank signalisation calcique

Les canaux SOC se composent de quatre unités codées par des genes Orai (Baggshnikov
coll., 2009). Les canaux calciques Orail sont des constituants maléculail’activation de

courants drac En effet, I’invalidation du geéne d’Orail produit une inhibition spectaculaire de Icrac
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et I’activation de I’influx SOC (Bolotina, 2008). Dans un premier temps, nouS avons cherché a
savoir si les cellules CD36-positives possedent ces canaux. Nous avons observé que ces cellules
expriment a la fois I’ARNm et la protéine des canaux Orail et Orai3. Nous avons aussi provoqué la
diminution de I'expression des canaux Orail et Orai3 grace a la techreRgi®. Sans surprise,
la réponse de lyso-PC sur I'entrée du calcium a été significativement réduitesdegltules dans
lesquelles Orail est diminué, mais I’influx calcique induit par ’AA n’a été que faiblement diminué
dans ces cellules. Précisons que l'influx calciqueiingr I’AA a été considérablement réduit dans
les cellules CD36-positives transfectées a la fois avec les protéines Orail et Orai3. Pargllélemen
linflux de calcium induit par Lyo-PC ou CIF a été complétement réduit dans les”OEaiTe qui
concene l'influx de calcium induit par I’AA, il a été aussi trés réduit dans ces cellules.

De méme, les canaux ARC seraient formés par un ensemble heteropentameric d’Orail et
Orai3, dans une proportion de trois sous-unités Orail et de deux sous-unités Orai3 @Viapiien
2009). Les canaux SOC et ARC, sont totalement distincts et peuvent coexister dans les mémes
cellules (Shuttleworttet coll, 2004). L’AA peut ouvrir divers canaux calciques en particulier les
canaux ARC (Shuttlewortét coll.,2004).

STIM1 et signalisation des lipides

STIM1 (Stromal Interaction Molecule 1) est une protéine transmembranaire, localisée dans
la membrane du RE, qui interagit avec des protéines Orai dans la membrane plasmique pour initier
I’entrée du calcium via les canaux SOC et puis, le remplissage de réserve du RE (Betbtiok,
2008). Lors de la déplétion de calcium du RE, le STIM1 perd le calcium de ses motifREits «
hands» est, en suite, localisé a la proximité (10-25 nM) de la membrane plasmique pour contrble
I’ouverture des canaux SOC. Si le STIM1 ouvre les canaux calciques, le facteur qui controle
I’entrée sélective, nécessaire pour remplir la réserve du RE restait inconnu. C’est en 1993 que
I’équipe de Ramdriamampitat coll, puis celle de Victoria Bolotinat coll, (2008) ont démontré
qu’un facteur nommé CIF (Calcium Influx Facteur) est impliqué dans la détection du calcium qui
est nécessaire pour remplir la réserve intracellulaire. Nous démontrons que STIM1 déclenche la
libération du CIF a partir du RE lors de la mobilisation du calcium intracellulaire. En effet, les
cellules qui sont déficientes en STIM1 ne peuvent pas produire le CIF et par consénflext
calcigue SOC. ClIFinduit I’activation d’une phospholipase A2 (PLA2) calcium-indépendante
(iPLA2). Il est intéressant de noter que les cellules réceptrices du golt appelées TRC (Taste
Receptor Cells) de souris expriment abondamment iP\/% qui joue un réle clé dans la
régulation de I’'influx SOC dans différents types cellulaires (Bolotinet coll, 2008). Dans des
conditions normaled,iPLA2 VIb se trouve associée avec la calmoduline (CaM), donc, inactive.

Ainsi, nous avons démontré que le CIF, ainsi produit, permet 1’¢limination de la CaM et rend cette
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enzyme active qui, ultérieurement, va tifxél’AA et lyso-phosphatidylcholine (Lyso-PC) a partir
de membrane plasmique. A leur tour, le lyso-PC ouvre les canaux calciquesstQraiA, les
canaux calciques hétérodimériques Orail/3. En effet, la réponse de(ysm1’augmentation du
[C&']i est complétement supprimée dans ces cellules gustatives lipidiques de©saidris

L’activité du CIF est sous contrdle stricte de STIM1 car le CIF purifié a partir des cellules
réceptrices du godt, provenant des so@®MI”, n’active pas cette enzyme. En utilisant la
technique d’électrophysiologie, nous avons démontré que le CIF exerce son action a la face
intérieure de la cellule.

Les cellules réceptrices du golt de souris expriment aussi lesd@lddum dépendantes
(cPLA2 et sPLA), principalement le sPLAV, le sPLA lla et le cPLA Vc. L’influx calcique, a
nouveau, va activer ces deux familles des Pifi, a leur tour, vont agir en synergie sur la
phosphatidylcholine membranaire et produire un influx calcigue massifAA et Lyso-PC. Les
siRNA, destinés a ces deux familles de PLloquent les mécanismes en aval de la signalisation
cellulaire. Il faut rappeler que le CIF n’a aucune action sur le cPLA> et SPLA, et que son action est
doncspécifique en ce qui concerne I’iIPLA2VD.

Cette augmentation massive du {Qia via le CD36, est impliquédans ’exocytose de la
sérotoning(5-hydroxytryptamine, 5-HT) qui va permettre le transfert du message gustatif vers le
nerf afférent qui apporte I’information au cerveau pour déclencher les mécanismes d’anticipation,
tels que la sécrétion d’hormones responsable pour la digestion.

La signalisation calcique, régulée par le STIM1, est indispensable a la perception oro-
gustative des lipides cdtinvalidation du géne de STIM1 chez la souris diminue la préférence
spontanée pour les lipides alimentaires dans un test de double choix. Les souris invalidées pour le
géne de STIM1 sont des animaux de phénotype normal, excepté des signes de spléndioagali
avons démontré que cette pathologie n’a aucun effet sur la perception gustative lipidique car
I’induction de splénomégalie, en injectant le chlorure de cadmium chez la souris, n’influence pas ce

phénoméne.

La perception gustative des lipides et la signalisation cellulaire médiga CD36 sont
modifiées lors de l'obésité.

Bien que l'origine de I'épidémie de I'obésité soit clairement multifactorielle, les habitudes
alimentaires, en particulier la surconsommation d'aliments a forte densité énergétique, agréables au
golt, semble jouer un réle important dans cette situation. Plusieurs éléments indiquent que les
rongeurs de laboratoire et les humains montrent une préférence pour les aliments riches en lipides
par des mécanismes mal connus (Mattiesoll, 2011 ; Gaillarcet coll, 2008). Toutefois, si la

préférence pour les lipides est la cause et / ou la conséquence de l'obésité, cela reste a élucider
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Nous avons mené notre études sur deux types de moldelgremier modele e®esammomys
obesus(rat des sableshin modéle de rongeur unique de l'obésité, de I’insulino-résistance et du

diabete de type 2. Son habitat naturel est les régions désertiques du Moyen-Orient, ou il est
maintenu a un régime de sel brousse et reste maigre avec une glycémie normalee(Stwlfrir

1993). Toutefois, lorsqu’il ed transféré dans des conditions de laboratoire et n@ufi/ibitum, un

régime sur lequel de nombreuses autres espéeces de rongeurs restent en bonne santé, une gamme
réponses métaboliques ont été observées entre autres : une hyperinsulinémie, une hyperglycemie,
associés a un gain de poids (Kalderat coll, 1996 ; Barnett et coll., 1994 ; Marque¢ coll,

1984).Et I’autre modéele est des souris rendues obeses par un régime obésogéne. Nos résultats
montrent que le®Psammomysbeses présentent une forte préférence pour les solutions de lipides
dans un test de double choix comparés aux animaux normaux. Les mémes résultats ont été observé:
chez nos souris rendues obeses suite au régigneésultats peuvent s’expliquer par un manque de

sensibilité des animaux en fasse des solutions gras ce qui les pousssoinaner d’avantage. En

effet, les souris obeses ne sont pas seulement incapables de détecter correctement les faibles
concentrations d’huile (0,02%), mais également elles affichent une préférence plus faible pour des
concentrations élevées (2,0% d'huile) que chez les souris témoins, ce qui démontre que les régimes
obésogéniques augmentent le seuil de détection orale (c-a-d diminuer la sensibilité) pour les lipides.
Les mémes résultats sont observés dbgzats rendus obeses par un régime obésogéne €5hin

coll.,, 2011). Bien que l'activité des lipases par voie orale soit particulierement efficace chez la
souris (Kawaiet coll, 2003) et est impliqué dans le seuil de détection des lipides chez 'homme
(Pepino.et coll, 2012), une diminution de I'expression et/ou l'activité de la lipase linguale chez les
souris obéses semble peu probable. En effet, les animaux rendus obéses affichent également une
attraction faible pour des solutions contenant un acide gras libre (AGL). Ces résultats nous ont
incités a explorer le mécanisme responsable de la diminution de la détection orale des graisses
induite par l'obésité. CD36, une molécule candidate responsable de ce phénomene, a été étudiée
En effet, CD36 lingual est connu pour jouer un réle majeur dans la préférence pour les matiéres
grasses. Enfin, une diminution du niveau d'expression de CD36 a été recemment rapportée dans la
mugueuse gustative des rats rendus obéses (#&haail, 2011). Nous avons observé les mémes
résultats chez le®Psammomys obesusomparés aux animaux contrbles. En revanche un tel
changement n'a pas été observé chez les souris obeses quels que soient les régimes obésogéniqu
utilisés. Cette différence pourrait étre due a des différences expérimentales (pae glenhypiee

du traitement, la composition du régime alimentaire) qui pourrait conduire a un état inflammatoire
différent. En effet, l'inflammation interfere avec le renouvellement des cellules du golt€Cohn

coll. 2010). Le fait que le nombre des papilles soit clairement diminué dans les celules caliciformes

de rats obéses (Zhamg coll. 2011), contrairement a ce qui se trouve souris obéses, est compatible
3 émepartie : Discussion générale et perspectives 198



Discussion générale
avec cette hypothese.

Nous avons montré que, dans les cellules caliciformes de la souris, les AGPI déclenchent
via CD36 une cascade de signalisation complexe produisant une augmentation dé'fiagiGa
serait a l'origine de la libération des neurotransmetteurs (Draetarod., 2012). Conformément a
cette idée, une réduction de la mobilisation du?*@aduite par LA a été observée en utilisant
I'imagerie calcique dans les cellules du bourgeon de golt a CD36-positives fraichement isolées de
souris obéses, en comparaison avec leurs contrdles. En revanche, é¢remmiesomy4£A induit
une augmentation de [G4] i dans les cellules du bourgeon geid CD36, et il était plus élevé
chez les animaux obéses que les rongeurs contréles. Une explication plausible sur 'augmentation de
Ca&* signalisation chez les animaux obéses n'est pas disponible. Il est possible que d'autres protéines
comme GPR120 [Cartonet coll, 2010], également considéré comme un lipido-récepteur,
participent également a la mobilisation calcique induite par LA. Cependant, Iimplication de

GPR120 dans ces cellules reste a évaluer plus tard.

Activation de la voie MEK/ERK1/2 /EIk-1 en réponse au LAvia CD36

L’implication de la voie des MAPKSs dans la perception du gott lipidique n'est pas connue.

En revanche I’activation de ces protéines Kinases par les acides gras libres a été suggérée par
Sharmeet coll (2013), montrant que les signalisations des protéines JNK1/2, p38 et ERK1/2 sont
activées de maniére dose-dépendante dans les celfgil@ donadotropes par les AGL tels que

I'AA, l'acide laurique, l'acide linoléique, I'acide myristique, I'acide oléigque. Ceci a été confirmé par
Jianget coll. (2013), dont I’administration orale du DHA active la voie GDNF-MAPK-CERB dans
I’hippocampe chez les rats. Mais aucune étude n’est disponible quant-a 1’activation des MAPK par

les acides gras libres dans les cellules gustatives lipidiques. Dans ces cellules, un facteur de
croissance (epidermal growth factor) régule le nombre des papilles gustatives en activant
MEK/ERK, p38 Kinase, et PI3K (Liet coll, 2008).

Nos résultats montrent que la stimulation des cellules gustatives des papilles caliciformes des
souris par le LA déclenche la cascade de phosphorylation des MAP Kinases MEK/ERK1/2/EIK-1.
L’activation des ERK1/2 par LA est trés rapide et diminuerait en fonction du temps.Nous
démontrons également, que cette cascade d’activation de la voie ERK est CD36-dépendant. En
effet, 1’utilisation de Sulfo-N-succinimidyl Oleate (SSO), un inhibiteur de CD36 ou de CD36
siRNA diminuait de fagon significative I’activation des ces MAPK induite par LA. Il a été suggére
gue, dans les cellules HEH293 transfectées par un plasmide contenant CD36, l'activation par
le serum amyloid A (SAA, une famille d'apolipoprotéinés CD36 induit I’activation des ERK1/2,
ce qui augmente l'expression de cytokines comme ['lL-8 (Barastosmall, 2010). De méme, dans

des cellules Hela transfectées avec CLA-1 (un récepteur membranaire contribuant au métabolisme
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des lipideset I'athérogenese), la fixation de SAA provoque CD36 I'activation des ERK1/2, par
I’intermédiaire de MEK1. Le méme phénomene est observé dans les mémes conditions avec des
cellules monocytaires (Baranoea coll, 2005). Une autre étude sur des cellules CHO, tranfectées
par des plasmides contenant CD36, la phospholipasestAactivée par une phosphorylation des
MAP Kinases de la famille des ERK1/2 de facon CD36-dépendante @€wdél, 2011).

En ce qui concerne le couplage des MAPK en amont
et en aval, les différentes cascades des MAP Kinases ont déja été étudiéest(tellyis998), les
précédentes études ont montré que les protéines p-c-raf, ainsi que les Vavl et Vav2 étaient
généralement en amont de la voie des ERK1/2 dans les macrophages. Apres sa phosphorylation,
ERK1/2 active généralement des facteurs de transcription,qtel.K-1, ou p90RSK. Nos
résultats indiquent que dans les cellules gustatives de sdiuig; part seule le facteur de
transcription Elkt serait impliqué et non pas P9ORSK et, d’autre part, en amont de la voie ERK,
seule la protéine Vav2 serait impliqueéa CD36. Il a été suggéré que le signal émis par une
famille de protéine Vav1/2/3 est indispensable pour I’activation des MAPK impliquées dans le
développement et la maturité des cellules T (Fujiket@oll, 2003).

Des études ont mosktrjue dans les cellules endothéliales microvasculaires, I’activation de
CD36 est associée a la phosphorylation de p38 MAP Kinase (€henll, 2008). Dans les
macrophages, c'est INK qui est actngCD36 (Cheret coll, 2008). Dans les plaquettes, le CD36
activé par les LDL-oxydés recrute vers la membrane plasmique Fyn et Lyn qui vont induire la
phosphorylation de c-jun kinase kinase (JNKK)], puis de JNK2, une isoforme de JNK €Chen
coll., 2008). Dans les macrophages de rats, SAa\le CD36, phosphoryle les 3 familles de MAP
Kinases, principalement JNK, ce qui induit la production d’une cytokine (Baranova et coll, 2010).
Le SRBI (récepteur des lipoprotéines de haute densité) présent dans l'intestin a été identifié comme
jouant un role dans le "sensing" des micelles postprandiales. Leur activation entraine I'activation de
différentes protéines Kinases: MEK1/2, ERK, et p38. Ces protéines Kinases vont aboutir a la
sécrétion de triglycérides riches en lipides (Béastasoll, 2009). Dans les cellules gustatives,
I’EGF régule la différenciation des papilles fungiformes en activant MEK/ERK, p38 éLicoll,
2008). D’une maniére similaire notre étude confirme la phosphorylation des MAPK p38, et JNK

dans les cellules gustatives caliciformes.

ERK1/2 sont impliqués dans la préférence gustative lipidique

Nos résultats ont montrés que 1’invalidation du geéne codant pour ERK1 diminue de fagon
drastique la préférence spontanée pour les AGLC chez la souris. Ces résultats ont été confirmés par
deux autres tesin vivo dans lesquels nous avons diminué les génes ERK1/2 par I’administration

sur la langue du siRNA Accell (Nakajimat coll, 2012) ou par gavage des souris par le
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PD0325901, un inhibiteur chimique de MEK (protéine activateur d’ERK1/2) (Henderson et coll,
2010).11 est important de noter qu’aucune étude n’est disponible quandt-aux roles des MAPKs dans

la préférence gustative lipidique.

ERK1/2 jouent un rdle important dans I’activation des aires cérébrales lors de la
perception gustative

L’implication des ERK1/2 dans la consolidation de la mémoire de reconnaissance a été
suggéréepar deux études employant 1’administration intraventriculaire ou systémique des
inhibiteursd’ERK1/2 (Kelly et coll, 2003). Plusieurs expériences effectuées dans les neurones ont
identifié son role central dans la plasticité synaptique et dans la consolidation de la mémoire a long
terme impliquant I'hippocampe, I'amygdale (Goeldetenoll, 2008; Dupontet coll, 2011). Otsubo
et coll, (2011), ont montré, pour la premiere fajsg I’administration intragastrique de glutamate
monosodique, de sucre ou encore de NaCl active les aires cérébrales, telles que le noyau arqué
I’induction de I’expression du Zif268 duBDNF et duGlut 1 Le BDNF joue un role trés important
dans I’activité neuronale. En effet, la suppression du géne BDNF entraine une baisse de la prise
alimentaire chez la souris (Wamg coll, 2007). Nous avons voulu savoir si les mémes constats
pourront étre observés lors de la perception gustative lipidique. Pour cela, nous avons étudié
I’expression des ARNm de trois génes (Zif-268 BDNF et Glutl) dans le NTS, le noyau arqué et
I’hippocampe. Nos résultats montrent que chez les souris sauvages, 1’application linguale du LA a
induit une forte activation de I’expression duZif-268, du BDNF et duGlutl dans les trois aires.
Chez les souriERK1", I’effet du LA sur I’activation des aires est moindre. Chez ces souris ERK1"
, on remarque aussi quedpression d’ARNm du gene BDNF n’est exprimée ni dans le NTS, ni
dans I’hippocampe et que 1’expression d’ARN du gene Glutl n’est pas exprimée dans le noyau
arqué. LeGlutl est un transporteur du glucose dont la présence au niveau du cerveau refléte
I’intensité de D’activité cérébrale. Nos données confirment I’importance des protéines ERK1/2 dans
I’activité neuronale suggérée par Silingard@t coll, (2011). Ce manque d’activité neuronale
observée chez les souBRK 1", peut entrainer la transcription des certains génes a réponse tardive.
Cette hypothese est probable car nous constatons une augmeniptinante de 1’expression de
Zif-268chez les souriERK1". Zif-268 est un géne qui est principalement induit peu de temps aprés
l'activité neuronale et que I’invalidation du géne de Zif-268 chez la souris conduit a des déficits
dans la mémoire des préférences alimentaires (&roedl, 2009). La particularité de notre travalil
réside dans le fait que nous avons utilisé plusieurs approches pour mettre en évidence le role des
ERK1/2 dans I’implication des aires cérébrales dans la perception gustative : hormis les souris
invalidées pour le génERKI". Ces résultats ont été confirmés par deux autresitestso dans

lesquels nous avons diminué les génes ERK1/2 par I’administration dans les papilles caliciformes
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du siRNA Accell (Nakajimaet coll, 2012) ou par gavage des souris par le PD0325901, un
inhibiteur chimique de MEK (protéine activateur d’ERK1/2) (Henderson et coll, 2010). Nos
résultats suggérent aussi que I’implication des ERK1/2 dans I’activation des ces aires induite par

LA s’effectue via CD36. En effet, Il a été démontré qu’un dépot oral d’AGLC entraine chez la
souris une forte activation neuronale, au niveau du NTS (Gadlacdll, 2008). Ce phénomene
est strictement dépendant de la présehc€D36 car il n’est plus reproduit chez les animaux
invalidés pour le gene de CD36 (Gaillaetl coll, 2008).Enfin, nos résultats montrent pour la
premiére fois I’implication de la voie des MAP kinases (ERK1/2) dans la signalisation cellulaire qui

contribuera probablement dans le futur a't8%modalité de golt dediée aux lipidiques.
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Dans cette étude nous avons, pour la premiére fois mis en évidence un module de
signalisation cellulaire en réponse a un acide gtasgue chaine (acide linoleique, LA) impliquant
CD36, le calcium, STIM1 et les MAPK dans les cellules caliciformes de souris. Nos résultats
obtenus démontrent que ces voies appartenant a ce module de signalisation concourent a la
transduction d’un signal spécifique qui favoriserait la perception oro-gustative des lipides
alimentaires. Concernant notre travail, plusieurs perspectives pourraient étre envisagées. Vu
I’importance de STIM1 dans cette nouvelle modalité gustative, il serait intéressant tout d’abord, de
savoir, siles sujets possédant un polymorphisme du géne STIM1 présentent-ils une modification de
la perception gustatiuve des lipides alimentaires ?

En ce qui concerne les MAPK, la voie de signalisation ERK1/2 a été la plus étudiée dans ce
travail. Des résultats préliminaires pour les autres voies des MAPK, telles que la voie JNK et
P38 semblent étre activées par LA. De ce fait, une perspective consisterait a agpndir le
réle des ces voies dans la perception gustative des lipides.

D’autres acides gras polyinsaturés sont biologiquement plus puissants que I’acide linoléique,
notamment le DHA]l serait par conséquent intéressant de déterminer son action dans cette
signalisation cellulaire gustative.Des études sont en cours et laissent penser qu’il y aurait une
signalisation calcique induitejais via quel récepteur et quel mécanisme cellulaire en découlent
? Toujours dans le méme ordre d’idée, est-ce que d’autres systémes de senseurs lipidiques
sensibles, par exemple, aux acides gras a chaine moyenne ou a chaine courte, sés¢nts au
niveau des papilles gustatives?

La connaissance des mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans la perception
oro-gustative des lipides alimentaires est un enjeu majeur trés important pour la prévention et le
traitement de 1’obésité. Imaginons a 1’avenir, si on pouvait synthétiser des molécules, dites « faux
lipides» qui vont déclencher la méme sensation que des lipides alimentaires mais qui n’auront pas
d’apports énergétiques. Ces agents pourront étres utilisés dans le traitement de 1’obésité et dans les
pathologies liées a ce fléau mondi@lest pour cela qu’il sera important d’effectuer des études
chez I’homme similaires a celle effectuées chez la souris non seulement sur des cellules
gustatives humaines mais aussi, des tests de préférences gustatives qui seraient plupletsn
En effet, ’homme pourrait facilement faire le choix des aliments et leur appréciation. A ce
sujet précisément, des études récentes ont démontré que le polymorphisme du géne de CD36,

aboutissant a une baisse de I’expression de celui-ci, est responsable d’une baisse du seuil de
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sensibilité gustative des lipides alimentaires chez les obéeses (epwih 2012). C’est pour cette
raison que les obéses, en partie, consomment les lipides en grande dbdamtii€n’y a plus de
doute du rble majeur que joue CD36 dans le comportement alimentaire lié a la consommation
d’aliments gras. Il serait donc tres intéressant d’étudier en profondeur le polymorphisme de ce
gene, sorte "d'anomalie” génétique qui pourrait avoir un impact sur la perceptioren bouche
des lipides, notamment chez 'homme.
Des études sur le polymorphisme du gene de CBB6grrélation avec 1’obésité, devraient
étre un objet d’étude en Afrique : en effet, dans le nouveau rapport’dedanisation des Nations
Unies pour I’agriculture et 1’alimentation (FAO) en date du 4 juin 2013 (ltalie), le surpoids et
I’obésité touchent de plus en plus I’Afrique. En 1980, moins de 20% de la population africaine
souffrait de surpoids @étpeine 5% d’obésité, par contre, en 2008, ¢’est un tiers du continent qui est
concerné par le surpoids et 10% par 1’obésité.
Pour accepter 1’existence du goit du gras il faut la présence d’un vrai systéme oro-intestinal
de détection des lipides, partant des bourgeons du godt (la ou sont détectés chimiquement les
aliments) pour aller jusqu'aux centres nerveux, avec une production de neuromédiateurs avertissant
de la présence de lipides. Selon Richard Mattes de 1’Université de Purdue (Indiana, USA), six
conditions de base sont requises pour définir un godt primaire. Il faut :
1- une classe unique de molécules sapides,
2- un systeme de réception spécifique couplé a une cascade de signalisation localisé au niveau des
cellules gustatives,
3- une réponse physiologique,
4- une implication des voies nerveuses gustatives,
5- un avantage adaptatif,
6- la production d’une sensation unique.
Les études présentées dans cette these, renforcent I’hypothese de I’existence de cette sixieme
modalité gustative, destinée a la perception orosensorielle du godt du gras et, permettent aussi de
répondre a certaines questions concernant ce meécanisme de détection. Cependant il nous reste
encore du chemin a parcourir car cet axe de recherche suscite encore de nombreuses interrogations.
Les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) sont des protéines membranaires intégrales
avec sept domaines transmembranaires (Von Zastrow, 2003). Les récepteurs des gouts comme
sucreé, amer et umami sont médiés par des liaisons spécifiques aux GPCR (par exemple, les
hétérodimeres T1R2/T1R3 pour le godt sucré) (Lindemann, 2Q@lyécepteur GPR120 est
devenu une molécule candidate comme senseur lipidique ou lipido-efteur dans la
perception des lipides.En effet, ’activation de GPR120 au niveau intestinal déclenche une

signalisation cellulaire impliquant la secrétion de GL&-du’il agit comme un récepteur au AGPI
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(Hirasawaet coll, 2005), et que les souris GPR12Perdraient la reconnaissance des acides gras
alimentaires (Cartoret coll.,2010). Par ailleurs Martiet coll. (2011) ont montré que les cellules
réceptrices du godt (papilles caliciformes) expriment GPR120. Toutefois, aucune description du
mécanisme n’a été proposée jusqu’a ce jour mais On peut se poser la questides roles respectd
de CD36 et GPR120 au niveau des papilles gustatives. Peut-il y en avoir deux récepteurs ou
deux proteines pour un méme golt ? La question reste posée. Toujours en perspectives :

- Est-ce que la détection orale des lipides influence la perception d’autres saveurs?

- Existe-t-il une relation entre la consommation d’aliments gras, le seuil de détection
des lipides, et I’obésité?

Une meilleure caractérisation des mécanismes moléculaires et des conséquences
physiologiques de ce systéeme de détection pourrait déboucher, a terme, sur des stratégies
nutritionnelles et/ou pharmacologiques inédites visant corriger des comportements alimentaires a

risque pour la santé.
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