N

N
N

HAL

open science

Role de la prokinéticine-2 dans le tissu adipeux

Cécilia Szatkowski

» To cite this version:

Cécilia Szatkowski. Role de la prokinéticine-2 dans le tissu adipeux. Endocrinologie et métabolisme.

Université de Strasbourg, 2012. Francais. NNT: 2012STRAJ136 . tel-01124058

HAL Id: tel-01124058
https://theses.hal.science/tel-01124058
Submitted on 6 Mar 2015

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01124058
https://hal.archives-ouvertes.fr

J"' UNIVERSITE DE STRASBOURG  \/o -

ECOLE DOCTORALE des Sciences de la Vie et de la San té
UMR 7242 Biotechnologie et Signalisation cellulaire

TH ES E présentée par :

Cécilia Szatkowski

soutenue le 26 septembre 2012

pour obtenir le grade de : Docteur de I'Université de Strasbourg
Discipline/ Spécialité : Science du Vivant
Aspect Moléculaire et Cellulaire de la Biologie

Role de la prokineéticine-2 dans le tissu
adipeux

THESE dirigée par :
Mme Canan NEBIGIL-DESAUBRY Docteur, Université de Strasbourg

RAPPORTEURS :
M. Philippe VALET Professeur, Université de Toulouse
M. Zhihong YANG Professeur, Université de Fribourg

AUTRES MEMBRES DU JURY :
M. Philippe BOUCHER Professeur, Université de Strasbourg



REMERCIEMENTS

Je remercie Madame le Docteur Canan Nebigil-Désauba directrice de these, pour
m’avoir accueillie au sein de son équipe et de wmitapermise de faire cette thése grace au
financement gu’elle m’a attribué. Je remercie, lpaméme occasion, mes soutiens financiers, la
Région Alsace et le CNRS.

Je remercie chaleureusement Monsieur le ProfesBéilippe Boucher, Monsieur le
Professeur Philippe Valet et Monsieur le Docteuh@hg Yang, d’avoir accepté de prendre de leur
temps pour juger mon travail de these.

Un grand merci a Monsieur le Docteur Jocelyn CgealiTu m’as initié a la recherche lors
de mon stage de master 2. Merci pour ta patienca g@énérosité. Tu m’as beaucoup soutenu et
conseillé pendant ces 3 années de thése et jedrparcie. Merci aussi de m’avoir conviée aux
repas de Noél du labo. Merci pour tout.

Je remercie tous les membres du laboratoire, Kgaiia, Mounia, Mojdeh, Jean-Philippe et
Valérie, ainsi que tous les étudiants en mastersqat passés par notre laboratoire durant ces 3
années. Un mot en particulier pour Mounia et Mojdefus avons partagé la grande aventure de la
these en méme temps, nous avons été dans la méene, gaais nous avons su nous soutenir et
nous serrer les coudes. Je vous souhaite pleirodieeb choses pour la suite. Un grand merci a
Valérie et JP pour vos conseils et votre aide présg pendant ma rédaction.

Je remercie également tous les membres des aqtrgee de 'UMR 7242 que j'ai cotoyé
de pres ou de loin pendant ces 3 années. Un mengariculier a Fanny, Gregory, Patrick et JP
pour toutes les pauses déjeuners que nous avaaggmrnos pauses café a faire les mots fléchés
du 20 minutes vont me manquer. Merci aussi a Ganispour ton soutien et toutes les nombreuses
discussions que nous avons eu depuis le master.

Je remercie tous les membres du bureau de I'Adsmtiales doctorants et docteurs
d’Alsace. J'ai adoré travailler avec vous durarg deux années. J'espére avoir été une responsable
conviv et une présidente a la hauteur de vos esp&sa Vous avez été une équipe géniale et
travailler a vos cotés a été un réel plaisir. Jaereie Elise qui m’a donné I'envie de rejoindre
'Addal, et merci aussi a Kenneth, Lionel, Olivier Simon (mon poussin) pour votre écoute et
votre réconfort, sans vous le golt du thé ne skra jamais le méme. Un grand merci aussi a
Daniel et Orphée (ma fleur) pour nos barbecuesstdgélires autour d’'une bouteille de rosé. Un
mot en particulier pour ma fleur, merci, merci, oiettu m’as soutenu et encouragé comme
personne durant toute ma rédaction.

Un doctorat c’est 3 ans de travail, mais c’est ianeaucoup de moment de détente. Alors
merci a toute la Canito Team de les avoir partagés moi. Je ne peux plus compter le nombre de
soirées jeux, d'anniversaire, de nouvel an, d’apétosurtout de gueule de bois. Je remercie
particulierement Emmanuelle, depuis 7 ans qu’oocsmait, on en a vécu des choses ensemble, la
liste est bien trop longue pour la citer, mais cleaghoment était mémorable, notamment notre
voyage aux Etats Unis, qui restera un souvenirbhable. Un grand merci a Gaélle, on s’est connu



alors qu’on était en CE2. Notre amitié a évolugrandi en méme temps que nous, il y a parfois eu
des disputes, des larmes, mais surtout des gratats de rire. On s’est parfois éloigné mais jamais
assez pour que notre amitié ne puisse tenir le.d@op réussi a prouver que SEGA c’est plus fort
gue toi. Je te remercie aussi de m’'avoir fait lesfdelle preuve d’amitié qui soit, en me demandant
d’étre témoin a ton mariage. Je remercie égaleRemntain d’avoir souvent sécher mes larmes lors
de ma premiere année de these et de m’avoir éomif@aindre longuement. Philippe, merci, pour
nos apéros et nos parties de Wii, qui m'ont souvean détendu apres une longue journée de
travail. Un merci aussi a Laura (ma cacahuete oélisée), pour ton écoute et ton soutien dans les
moments ou j'en avais le plus besoin.

Merci aussi a tous ce que j'ai oublié de citer.

Un grand merci a mon EeePC. On s’est souvent mdquéi, on a dit de toi que tu étais
trop petit, trop lent, peu performant, trop fragilanais tu as fait un joli pied de nez face a toes c
meédisants. Il est vrai que tu as parfois ramé,tqua’as parfois fait des frayeurs, mais tu ne m’'as
jamais laché et ensemble on y est arrive.

Et enfin, un énorme merci a mes parents. Quandig §tetite vous me disiez que je devais
bien travailler a I'école pour avoir un bon métidée. ne sais pas si jaurais un bon métier, en tous
cas, j'espéere vous avoir fait honneur en réalisatte these. Je sais que vous avez beaucoup donne
pour moi et pour me permettre de faire des étutest donc normal qu’aujourd’hui je vous dédie
ce manuscrit. Il n’est pas parfait, certes, il@sfpeu comme moi, mais vous savez ce gqu’il m’en a
co(té pour arriver jusque la. J'espere donc qu'aut lde ces 3 ans, vous étes fiers du chemin
parcouru et de I'adulte que je suis devenue.



TABLE DES MATIERES

RESUIME ...ttt e et e e et e e et e e e s se e e astee e sseeeaeeeeaseeesaseeeeabeeeaabeeeanseeennneeeanes 7
AB ST RACT ..t e st e e e e h e e e R e e e e R e e e e R e e e be e e Re e e nbe e e nre e e nne e e nreeeas 11
LISTE DESFIGURES ...ttt sttt sttt s sbe e snbe e e sane e e nnne e 13
ABREVIATIONS ...ttt s e st e e sae e e s s e e e ae e e ebe e e ebe e e sabeeesaseeesnseeesnneeeannenans 15
N I (1 L@ I ) S 20

l. L OBESITE .. e e 21
E N © 1] =T =11 (= OO PU PP PPRRPPR 21

) T L= 101 o o SRR 21

122y BN =1 0T =T o170 ] (o o[- SRR 22

1) I @0 1= To [ 1= g (o= PSS U 23

B. Les origines du développement de 'ODESITE. ... ... ceviiiiie e 24

1) La balance ENErgetIQUE .........uiieiiiieeieeeeiiitieee e sttt e e e s ettt e e e e s s ssaeeaaessnstreeeeesannsbaeeaeesansees 25

Q) LES APPOMS ENEIGETIQUES .. .ceei i ettt cccmmmetteeeeeesetteeeeeeessstbereeeesssbaeaeesestaeeeeessastrneeaaesans 26

D) LeS dEPENSES ENEIGELIGUES .........ee o seeeeessstteeeeeesasssaeeeessassseeesessssseeeessansnsneeeens 26

2) Le contrdle hypothalamique de la prise alimaBtai.............cccevvvveeeeeeeiiiiiiiccccceeeeee s 28

C. Le tissu adipeux, acteur de 'ODESITE.......ueee eeiiiiiiiiieiiieec e e e e e 31

) - o 1] 1] 11 o ) o PP PERER 32

2) LeS tyPES CRIIUIAINES .. ...ttt e e e e e e e e e aaa e e e e e e s e s s e s annnnnnnes 34

=) = To 1] o To 103 £ 2 PP 34

o) =N o1 (=T To 11 o To o3 £ 0P RURUUPPRP 35

C) La cellule eNdOthElI@le ............coeeicmmreee e e ettt e e e e e et a e e e eeaeeas 35

d) Le macrophage

1) T I To [ oo [T o 1= TS - PP EEESRRR 36
Q) La determinNation .........coooiiiiiii i cerree e e e e e e e e 37
o) = W {11 £=T (=Y o Tor = o o PRSPPI 37
c) La différenciation adipOCytaire Brune .....ccceeiooiiiiiiieee e 41
4) Le MEtaboliSmMe NPIAIGQUE..........uveies e oo eetteee e e e e ettt e e e e s sttt e e e s s srteeeeesssstaeeeaeessnsbneeaeeeanns 42
o) (1o oL [T o T= Y= PR RRR 42
D) LA lIPOIYSE ...ttt e e e e e e aaaaa s 44
LY = B (o o3 11T g IS Y =] 1 o =P 45
= ) I = 1T o] 1TSS 45
o) I = To 1o Yo 1= Tox 11 - P a7
(o - T 1= 15115 (] = SRR 48
(o ) IR o1 11 = PP PPPPURPTRPTT 49
o) I =T I\ PSPPI 50
) LINEEIEUKING-6 ...ttt e bbb e e e e e e aaaaaeeeas 50
o ) I = Y [ SRRSO 51
6) La contribution du tissu adipeux dans 'ODESILE...............ooov i 52



o) = U] = 1S 1o EESRRRRR 52

D) L'INflammation .........ccuuiiiiiiiiieec e ———————————————————aaaaa e 54
Lo T I 117/ 1o (- SRS 55
D. Une conséquence de I'obésité : la résistantBsRline .................oooooeiiiviiiie s 57
1) L’hOmEOSASI® GIUCIAIGUE ... vvvveiee e eeeeee ettt e e sttt e e s ettt e e e e s et e e e e s entaaaeeeesssnraaaeaeananes 57
2) L'INSUINO-TESISTANCE ... .uiiii e ettt ceeee e ettt e e e e sttt e e e e ettt e e e e s s beee e e e s antbaeeeeeeastbeeeeeesnnnnaes 61
3) La contribution du tissu adipeux dans I'iNSUHMBISTANCE ...........ccoocviiireeriiiiiirieeceee e 62
Q) L'NYPOthESE POMAIE ...coeei et e e e e a e e e neaaes 62
o) I = T 110 T (0 )] od 1 =P 63
[I.  LeS ProKINELICINES ....ccciiiieeeeeee s e ettt e e e e e e e e e e eeaaaaaaaeeeaeeeeeeesnennnnes 65
A. Les récepteurs COUPIES aUX PrOLEINES G ....uuveeiiiiiiiiiee e it e e e e s sttt e e e e strre e e e s snbbae e e e s e sabaeeaeeeennees 65

1) La structure

) I = W ol - 1T | ToT= 4o o PSR 68
a) La famille A : rhodOpSIN-lIKE...........uummmmeeeieeeee e e e e e 68
b) La famille B : SECIEIN-lIKE ............ee it e e e e e e e e e e e e ereeeaeaaaaeaes 69
¢) La famille C : metabotrope-glutamate/pheromone................ccccoiiiiiiiiiiiee e 69
Lo )= 7= 0 11| PP 69
€) LATAMIIE E ...ttt e e e e e e e e e as 69
F) La famille F .. e e e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e anans 70
3) TranSAUCHION AU SIGNAL.......cciiiiiiiie e r e e e e e e e e e e e e e e e e s anannns 70
o) =TSR o] (0] (=] 1= C U UEURRPRR 70
o) =TSR = 1 1= o3 1= U ] £ PR 72
B. Les proKinétiCiNES €t I@UIS FECEPIEUIS. ..cueiieeiiiiie e e ittt e sttt e e st e e e st e e e e s stbae e e e e s s antraeeeeesanes 74
) T =T U] (U] (1] PP 75
Q) LES PrOKINELICINES ... .evveiiie ettt ceeeee et e e e ettt e e s et e e e e s et e e e s anaae e e e s snsnbaeeeeesannnaeeeeas 75
b) Les récepteurs des ProkiNELICINES ... cereeeeiiiurerieesiiirereeessnssereessssnsreeeessasnsnees 75
p22) =10 €30 (0] 1o 1o ] =SSR 76
a) La motilité gastro-iNteStiNGl ............ueeeeeiiiiiiiiii e 76
D) La réponse iIMMUNITAITE ........ccoie i e s e e e e e e e e e e e e e e e s e e s annnnnes 77
¢) L'angiogenése et le systéme cardiovasCUlaIre.............uuvueieeiieiiiereeeeeee e sccciiniveeeees 77
(o )l I= W Lo TodTot=T o) i [0 ] o IR PUPURRPUPURR 80
€) LA NEUIOGENESE ...eeiiiiiiiiiiie e e ettt ieeeeemt e e e sttt et e e s et e e e e e s astbaeeeeesassaeeeessnsasseeeeesanssnneeaens 80
f) La régulation du CYCle CIrCATIEN. ..........oummrreeeeeeiiiiiiieeeseiiiiie e e e s eiireeeeesssreeeeessnnaaeeeeens 81
g) La régulation de la prise alimentaire.....cccceeveeeeeiiiiiiiiiee e e s 82
OBJECTIFS DU PROUJET ...ttt ettt sttt s sse e sne e e snne e snneeennneas 84
MATERIELSET METHODES ... .ottt tee ettt sna e s e s s e e nnnee e 88
U I 1 SRS USR 96
|. Caractérisation des SOUMS PKRT ..........cccoivieueiieieceeeees e eesaes s s en s 96
A. ProblématiqUeSs €1 StratEgIES .....iviiiicccceeeeeieie ittt e et e e e e e e e e e e e e e s e s e a e e e e ere e 96
B RESUIALS .....ceieiieee ittt e e st e e 98



1) Caractérisation du tissu adipeux des SOUrNS PKRL...........ccooveveeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeseeee s 98

2) Etude de la balance énergétique des SOUMs PKRL..........cocoveeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeee e, 104

3) Etude des conséquences métaboliques de I'oltsitéouris PKR...........c.ccoceeeveveeeeeen, 108

a) Etude a I'age de 40 SEMAINES ......cceeeeeeiieee e e e e e e 108

b) Etude a '&ge de 15 SEMAINES........uvicceieeeieeeiiiieiee ettt e e st e e e e s enbaeeeae e 112

II. Caractérisation des SOUMS aP2-PKRL ...........ccoceioieeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeese oo 115
F N g1 1o To [0 Tox 1T o PRSPPI ST 115
B RESUIALS ...eeiiiittiiie ettt e e e ettt e e e e ettt e e e e s estbeeeaeeabbeeeeeeessbbeeeaeesantbbeeeaeeansraeeeeeaas 116

1) Etude des souris aP2-PKRa 'age de 24 SEMAINES ...........c.c.ouiveeeeeeeeseeeeeeeeeeeeees 116
lll. Effet de la prokinéticine-2 sur 'adipogenesein VItro ..............ceeviviiiiieeeeeeeeisiiimmmm e 123
y W {1 (0 To [ Tox 1o o PR 123
B RESUIALS ...eiiiiiiieiie e sttt e e e sttt e e e e sttt e e e e s estbeeeeeeabbeeeeeeessbbeeeaeesantbaaeeeeeannreeeeeeaas 124

1) Effet de la prokinéticine-2 sur la différencaatides préadipocytes in Vitro ..............cceeeee.. 124

2) Réle la prokinéticine-2 sur la prolifération qegadipocytes in Vitro ...............c.vvee .. 127

DISCUSSI QN bbb s bbb r e s 133
BIBLIOGRAPHIE ... e sn e 143



RESUME

L’'obésité est un enjeu majeur de santé publiquecea derniéres décennies, la prévalence
de I'obésité a doublé. De ce fait, on dénombredetiment 500 millions de personnes obeses a
travers le monde. L’évolution du nombre de nouvesasine cesse d’augmenter dans de nombreux
pays. Ainsi I'Organisation Mondiale de la SantdA®) estime que d’ici 2015 plus de 700 millions
de personnes seront obéses. L'obésité est un faidetusque pour de nombreuses maladies telles
gue les affections cardiaques, les cancers etdeetk de type 2. De plus, les conséquences du
surpoids sont responsables d’'une augmentationfisi@give de la mortalité, avec 3 millions de
déceés par an, et représentent une fraction impgerthnco(t de santé.

Le tissu adipeux a été longtemps considéré commsimple site de stockage des acides
gras, sans activité meétabolique. Aujourd’hui, il @snsidéré comme un organe a part entiere ayant
une activité endocrine, lui permettant de jouerrdle central dans la régulation du métabolisme
glucidique et lipidique, dans le contrdle de lasprialimentaire et dans l'inflammation. D’apres
'OMS, I'obésité est définie comme un excés anord@imasse adipeuse qui a des effets néfastes
sur la santé. Cet exces de masse adipeuse eshsaqgeence d'un déséquilibre de la balance
énergétique. En réponse a ce déséquilibre, I'agitpocellule sphérique dont 95% du cytoplasme
est occupé par une grosse vacuole lipidique, gsthda d’augmenter considérablement son volume.
Ce phénomeéne est appelé hypertrophie des adipochbesefois, I'adipocyte ayant un volume
maximal, l'augmentation de la masse grasse se daits par l'augmentation du nombre
d’adipocytes. Ce mécanisme, appelé hyperplasidjqo®la prolifération et la différenciation de
préadipocytes au sein du tissu adipeux. De pluisse est richement vascularisé pour assurer les
fonctions de stockage énergétique et endocrinier8esplasticité implique donc une forte plasticité

du réseau vasculaire, qui doit s’étendre en fona® 'expansion de la masse adipeuse.

Les prokinéticines sont une famille de protéinesré&tées et classées en deux types: la
prokinéticine-1 (PK1) et la prokinéticine-2 (PK2)es prokinéticines exercent leurs fonctions
biologiques en se liant a deux récepteurs coupiés @motéines G : PKR1 et PKR2. Les
prokinéticines présentent des affinités différemesr leurs récepteurs ; une affinité plus fortarpo
PK2 a été observée par rapport a PK1. Le systen&PRIRsS est largement exprimé chez les
mammiféres et on les retrouve dans le cerveauadtus gastro-intestinal, les ovaires, les testgul
les glandes surrénales, la prostate, le pancréake etystéme cardiovasculaire. PKR2 est

principalement exprimé dans le systeme nerveuxalesiors que PKR1 'est dans certains organes



du systeme nerveux périphérique. Cette large bligtdn témoigne de [limplication des
prokinéticines dans des fonctions biologiques diesret variées telles que I'hématopoiese, la
motilité gastro-intestinale, la neurogenése, 'aggnése, le contréle du rythme circadien et de la
douleur.

Récemment, la prokinéticine 2 a été décrite commfacteur anorexigene impliqué dans le
contrdle de la prise alimentaire et de 'homéostasiergétiqueia I'activation du récepteur PKR2.
En effet, en 2009, I'équipe du Dr. Gardiner momnjfue I'administration périphérique de PK2 réduit
I'appétit chez des souris et que ce phénomenecestrpagné d’'une perte de poids chez les souris
minces et obéses. Ces résultats confirment cewbDmdulethwa en 2008 qui a montré que
l'inactivation de PKR2 induit des accés de torpaocompagnés d'une réponse physiologique

similaire a une réponse énergétique négative.

Par l'intermédiaire des facteurs qu'il sécretejdeu adipeux est au centre du mécanisme de
régulation de la balance énergétique. D’'une paratiipocytes sécrétent des facteurs qui vont agir
au niveau du systeme nerveux central pour régalepétit. D’autre part, ils vont agir au niveau de
'angiogenése afin de maintenir un niveau de vas@dtion adéquat en fonction de son expansion.
Si cette vascularisation n’est pas maintenue, gevaroduire un stress hypoxique qui contribuera au
développement de complications métaboliques.

Bien que I'équipe du Dr. Masuda en 2002 ait moqtré les adipocytes expriment PKR1, le
réle fonctionnel de PK2 dans le tissu adipeux rémgis été étudié. Nous émettons donc
'hypothese que la prokinéticine-Zjia son récepteur PKR1, pourrait étre impliquée dans

'adipogenése, et aurait des conséquences susitébat ses complications métaboliques.

Nous avons débuté ce projet par I'étude du phérotiptissu adipeux de souris PKR1
dans lesquelles le géne du récepteur PKR1 eseno¢ait inactivé. A 'age de 40 semaines, ces
souris PKR1 présentent une augmentation significative de teasse corporelle comparée aux
souris WT ild typd. Cette derniére est due a une forte croissanda desse grasse des souris
PKR1" Ceci ne semble pas étre la conséquence d’'un a@pergétique excessif, puisque que les
souris WT et PKRT mangent la méme quantité de nourriture. Le tisspeact des souris PKR1
est caractérisé par une hyperplasie comme le méatrgmentation du nombre d’adipocytes au
sein du tissu, qui est due a la prolifération désgipocytes chez les souris PKR1

Le tissu adipeux étant richement vascularisé eprtkinéticine-2 jouant un réle dans
I'angiogenése, nous avons étudié la vascularisatéone tissu dans les souris PKR1l apparait

gue I'expansion de la masse grasse de ces soesspas compensée par une augmentation de la



vascularisation. Un défaut d’angiogenése est eoma@l développement de conditions hypoxiques.
L’activité de la chaine respiratoire mitochondridles adipocytes a donc été mesurée, et semble
diminuée dans le tissu adipeux des souris PKRe résultat est confirmé par 'augmentation de
I'expression du facteur induit par I'hnypoxie Hlk-Hans le tissu adipeux de ces souris. Ce défaut
d’angiogenese et cette hypoxie ont pour conséquienoécrose de certains adipocytes chez les
souris PKRT.

L’'obésité étant un facteur de risque du diabéetéyde 2, nous nous sommes intéressés aux
conséquences de la prise de poids des souris PKRlle métabolisme glucidique des souris. Des
tests de tolérance au glucose et de tolérancasauline nous révélent que ces souris présentent une
forte intolérance au glucose due a une forte inb#its a I'insuline. Avec un régime alimentaire
riche en matiére grasse, les souris WT et PKBEsentent alors la méme masse corporelle due au
fait que la masse du tissu adipeux des souris \&fTganenté pour atteindre celle des souris PKR1
Les souris WT montrent alors une forte tendandasulinorésistance qui conduit a une intolérance
au glucose, comparable & ce qui avait été obsdreé tes souris PKR1 nourries avec une

alimentation équilibrée.

Dans les souris PKR1 le génePkrl étant totalement inactivé, nous ne pouvions pas
exclure que le phénotype observé pouvait étre oneérjuence indirecte du défaut d’angiogenése.
De méme, l'inactivation du gerfekrl peut affecter le fonctionnement d’autres orgatelsque le
foie ou le pancréas, ce qui peut avoir des consegsandirectes sur les fonctions du tissu adipeux.
Nous avons donc étudié le phénotype du tissu adlipes souris aP2- PKR1dans lesquelles
I'expression du récepteur PKR1 est spécifiguemmeattivée dans le tissu adipeux. A I'age de 24
semaines, ces souris présentent une légére audimerta tissu adipeux comparé aux souris WT.
Le tissu adipeux des souris aP2- PKR@st caractérisé par une hyperplasie. Nous avons pu
constater une infiltration de macrophages au seicedissu dont I'organisation est alors modifiée.

L’expansion de la masse grasse des souris aP2-Pk&Icompensée par une augmentation
de la vascularisation, bien que l'activité resming mitochondriale semble |égérement diminuée
dans le tissu adipeux des souris aP2-PKR1

L’expansion de la masse adipeuse ne semble pasquewrde troubles métaboliques, car les
souris aP2-PKR1 présentent le méme profil métabolique que lesisotT lors des tests de

tolérance au glucose et a I'insuline.

Le rbéle de la prokinéticine sur l'adipogenése a étgdié in vitro sur une lignée de
préadipocytes murins, les cellules 3T3-L1, capahles se différencier en adipocytes apres
stimulation par un traitement pro-adipogénique. [Eésence de la PK2, I'adipogenése de ces



cellules est inhibée. Ce résultat est confirmé yae diminution de I'expression des marqueurs
adipogéniques, I'adiponectine et la résistine,iaos par la diminution de I'expression des facteur
de transcription impliqués dans l'adipogenese, PP&tRC/EBFR..

In vivo, l'adipogenése étant précédée par une phase disigpaclonale mitotique des
préadipocytes, nous avons analyseé le réle de la $K2a prolifération des cellules 3T3-L1. La
PK2 est capable d’'inhiber la prolifération des gigacytes, comme le confirme la diminution de
'expression des facteurs impligués dans la rémudatiu cycle cellulaire : Cdk2, c-Myc, les

cyclines D1 et E1.

L’ensemble des résultats de cette étude montrept lguPK2 est capable dinhiber
'adipogenése en inhibant la prolifération des gigacytes. Lorsque le gerigkrl est inactivéin
vivo, le défaut d’action de la PK2 se traduit par urypenplasie du tissu adipeux due a une
prolifération des préadipocytes.

Il serait maintenant important de s’intéresser mécanismes moléculaires par lequels la
PK2 agit au sein des préadipocytes. Au niveau dtesye cardiovasculaire, I'activation de PKR1
stimule la voie de signalisation MEK/ERK. Il a ét@ntré que l'activation de la voie MEK/ERK
par des facteurs de croissance conduit a une va#icin de I'adipogenése. De ce fait, nous pouvons
émettre I'hypothese que la PK2ia PKR1, inhibe I'adipogenéese par l'intermédiaire ldevoie
MEK/ERK.

A I'heure actuelle, I'identification d’'une cible érapeutique permettant de réduire I'obésité
est primordiale. Les récepteurs couplés aux presed étant les cibles médicamenteuses les plus
répandues, les récepteurs des prokinéticines tasstidonc une cible d'intérét dans I'étude de
'obésité. On pourrait ainsi imaginer qu’un défdigxpression de PKR1 et/ou de PK2 pourrait étre
un facteur pronostic de développement de I'obébygerplasique et ['utilisation de PK2

recombinante pourrait étre envisagée comme traiteme
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ABSTRACT

Obesity is a risk factor for various disorders sashtype 2 diabetes and cardiovascular
diseases. Obesity is characterized by expansi@uipbse tissue mass that results from increased
fat cell number (hyperplasia) and/or increaseccédt size (hypertrophy). An increased number of
adipocytes are caused by enhanced differentiafigneadipocytes to adipocytes. An increased size
of adipocytes is due to lipid accumulation. Ideoéifion of factors involved in adipocyte
hyperplasia and adipogenesis is important for dhatoig the pathophysiology of obesity and
adipocyte hyperplasia could be an effective tafgettreating or preventing the development of
obesity.

The prokineticins, prokineticin-1 and prokineti@nbind two similar G protein-coupled
receptors, PKR1 and PKR2. Prokineticin-2 is the tmpstent agonist of both receptors.
Prokineticins have been shown to be widely distedun mammalian tissues and involved in many
divergent effects. Prokineticin-2 is a potent aggitic factor that induces angiogenesis and
neovascularization in the heart. Prokineticin-als an anorexigenic hormone that plays a role in
appetite regulation and energy metabolism. Its ectar effect is mediated by PKR2 signaling via a
direct hypothalamic mechanism. Since adipocytesesspmainly PKR1, we investigated the role of

PKR1 in adipocyte functions.

At the age of 40 weeks, PKR1-null mutant mice ekhitzcreased body weight that is due to
an increased visceral fat mass. Mutant adiposeetisscharacterized by adipocyte hyperplasia due
to an increase in number of proliferating preadypecImpaired angiogenesis in mutant adipose
tissue leads to hypoxia and mutant adipocytes é@xtidwnregulation of insulin signaling that is
associated with glucose and insulin tolerance. Hagldiet blunts differences between mutant and
wild-type mice due to rise in body weight and digisdike rise in glucose and insulin tolerance in
wild-type mice.

At the age of 24 weeks, adipocyte-specific aP2-PH&®Rbckout mice present also an
increased visceral adipose tissue that lead tagatsincreased body weight. Fat mass is also
characterized by an hyperplasia and an increasstljpocyte proliferation. Expansion of fat mass
is accompanied by capillary expansion. We obseraeraphage infiltration in adipose tissue from
aP2-PKR1 null mice. This mice present slight melialmhanges.

Utilizing 3T3-L1 murine preadipocytes, our studyeals that prokineticin-2 exerts an anti-

adipogenic function in murine cells as determingdiriiracellular lipid accumulation assay and

11



guantitative analysis of adipocyte marker gene esgion. Inhibition of adipogenesis mediated by
prokineticin-2 is abolished by knock-down of PKRfpeession, indicating PKR1 involvement.
Prokineticin-2 also inhibits proliferation of prepdcytes that was confirmed by quantitative

analysis of cell cycle-regulating proteins generegpion.
These results suggest that prokineticin-2 via PKdgnaling plays a crucial role in

adipogenesis and adipose tissue hyperplasia. Gasitgbmodel is an ideal tool for research on the
pathogenesis and therapy of obesity.
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ABREVIATIONS

AC : adénylate-cyclase

ACC : acétyl-CoA carboxylase

acétyl-CoA: acétyl-coenzyme A

Acrp30: adipocyte complement-related protein of(38k
acyl-CoA: acyl-coenzyme A

ADD-1/SREBP-1 : adipocyte determination and difféi&tion-dependent factor 1/sterol regulatory
element binding protein

ADNCc : acide désoxyribonucléique complémentaire
ADP : adénosine diphosphate

ADRP: adipocyte differentiation related protein

AG : acide gras

AGNE : acide gras non estérifié

AGPT : acylglycerol phosphate acyltransferase
AgRP : agouti-related peptide

AMPc : adénosine monophosphate cyclique

aP2 : adipocyte protein 2

apM1: adipose most abundant gene transcript 1
ARNmM : acide ribonucléique messager

ATCC : American Type Culture Collection

ATGL : adipose triglyceride lipase

ATP : adénosine triphosphate

BAN : 4-bromoanisole

BMP4 : bone morphogenetic protein 4

BV : capillaire sanguine

Bv8 : Bombina variegata 8

C/EBB3 : CAAT/enhancer binding protein-beta
C/EBR : CAAT/enhancer binding protein-delta

CA : cocktail adipogénique

CAP : c-Chl-associated protein

CART: cocaine and amphetamine-regulated transcript
Cbl : casitas B-lineage lymphoma

CCK :cholécystokinine

Cdk: cyclin-dependant kinase
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CMV : cytomégalovirus

CREF : corticotropin-releasing factor

Crk : CT10 regulator of kinase

Ctl : controle

DAG : diacylglycérol

DEPC : diéthylpyrocarbonate

DGAT : diacylglycerol acyltransferase

DHAP : dihydroxyacetone phosphate

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Medium

DTT : dithiothreitol

EG: epidermal growth factor

EGF : epidermal growth factor

EG-VEGF : endocrine gland-derived vascular endahgtowth factor
EPDC : epicardium-derived progenitor cells

ETA : effet thermique des aliments

FADH; . flavine adénine dinucleotide

FAS : fatty acid synthase

FAT : fatty acid translocase

FATPA4: fatty acid translocase protein 4

FCS : feetal calf serum

FGF : fibroblast growth factor

FOXC2 : forkhead box C2

FSH : follicle-stimulating hormone

FSV: fraction stroma-vasculaire

G3-P : glycérol-3-phosphate

G3PDH : glyceraldehyde 3-phosphate deshydrogenase
GABA : gamma-aminobutyric acid

GBP-28 :gelatin-binding protein 28

GDNF :glial cell line-derived neurotrophic factor
GDP : guanosine diphosphate

GEF : guanine exchange factor

GHRH : growth hormone releasing hormone
GHSRL1 :growth hormone secretagogue receptor 1
GIP : gastric inhibitory polypeptide

GIRK : G protein-coupled inwardly-rectifying potass channels
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GLUT4 : glucose transporter 4
GOAT: ghrelin O-acyl transferase
GPAT: glycerol phosphate acyltransferase

GRAFS : Glutamate, Rhodopsine, Adhésion, Frizzéeti#2 et Sécrétine

GTP : guanosine triphosphate

GTT : test de tolérance au glucose

HDL : high density lipoprotein

HFD : high fat diet

HIF-1 : hypoxia inducible factor

Hyp Lat : hypothalamus latéral

IFABP: intestinal fatty acid binding protein
IL-6 : interleukine-6

IMC : indice de masse corporelle

IMG: indice de masse grasse

IP : gouttelette lipidique

IP3: inositol 1,4,5 triphosphate

IR : insulin receptor

IRS : insulin receptor substrates

ITT : test de tolérance a I'insuline
KH,PQ, : dihydrogénophosphate de potassium
LDL : low density lipoprotein

LHS : lipase hormono-sensible

LP : gouttelette lipidique

LPA : acide lysophosphatidique

LPL : lipoprotéine lipase

MAPK : mitogen-activated protein kinase
MC4R : melanocortin 4 receptor

MCH: melanin-concentrating hormone
MCP-1 : monocyte chemotactic protein-1
MEK : MAPK/ERK kinase

MGL : monoglycéride lipase

MIT-1 : mamba intestinal toxin

MTC : mitochondrie

Myf5 : myogenic factor 5

NaHPQO, : dihydrogénophosphate de sodium
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NADH : nicotinamide adénine dinucleotide

NC : noyau

NFD : normal fat diet

NPY : neuropeptide Y

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

ORX : orexine

PA: acide phosphatidique

PACAP : pituitary adenylate cyclase-activating papytide
PAI-1 : plasminogen activator inhibitor-1

PAP : phosphatidic acid phosphohydrolase

PBS : phosphate buffer saline

PCR : polymerase chain reaction

PDK1 : phosphoinositide dependant kinase-1
PECAM-1 : platelet endothelial cell adhesion moleel
PEPCK : phosphoenolpyruvate carboxykinase
P1-3K: phosphoinositide 3,4,5-triphosphate kinase
PI3Kinase : phosphatidyl inositol triphosphate kma
PIP2: phosphatidylinositol 4,5-diphosphate

PIP3 : phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate

PK1: prokinéticine 1

PK2: prokinéticine-2

PKA :protéine kinase A

PKB: protéine kinase B

PKC : protéine kinase C

PKR : prokineticin receptor

PLCB : phospholipase ¢

POMC: proopiomélanocortine

PPARu : peroxisomal proliferator activated receptor alph
PPARy : peroxisomal proliferator activated receptor gaanm
PRDM16 : PR domain zinc finger protein 16

Pref-1: preadipocyte factor-1

PTP1B : protein-tyrosine phosphatase 1B

PVN :noyau paraventriculaire

PYY3.36-peptide YVYz.36

RAIG : retinoic acid-inducible orphan GPCR



Rb: rétinoblastome

RCPG : récepteurs couplés aux protéines G

RGS: regulator of G-protein signaling

SDH : succinate déshydrogénase

siRNA : small interfering ribonucleic acid

SOCS-3 : suppressor of cytokine signaling 3

SOS : son of sevenless

Tam : tamoxifene

TG : triglycérides

TGFp : tumoral growth factor beta

TNFa : tumor necrosis factor alpha

TRH: thyrotropin-releasing hormone

TRPV1 : transient receptor potential vanilloid 1
TUNEL : terminal deoxyribonucleotidyl transferasedrated dUTP nick end-labeling
UCP-1 : uncoupling protein-1

VEGEF : vascular endothelial growth

VEGFR2 : vascular endothelial growth factor receto
VIP : vasoactive intestinal polypeptide

VLDL: very low density lipoprotein

WT : wild type

a-MSH : alpha-melanocyte stimulating hormone
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|. L'OBESITE

A. Généralités

1) Définition

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) défirgt durpoids et I'obésité comme une
accumulation anormale ou excessive de graisse @l@aui peut nuire a la santé. Cet exces de
masse grasse est dd a un déséquilibre de la badarrgétique en faveur des apports et/ou en
défaveur des dépenses (WHO, 2000).

Pour estimer le degré de surpoids et d’'obésité thdamlte, I'indice de masse corporelle
(IMC) est une mesure simple du poids par rappdat taille de I'individu. L’échelle est la méme
guels que soient le sexe et I'age du sujet, biéih mgi correspond pas forcément au méme degré
d’adiposité d’'un individu a l'autre. L'IMC correspd au poids divisé par le carré de la taille et est
exprimé en kg/rh Un IMC entre 18 et 25 kg/torrespond & une charge pondérale normale, entre
25 et 30 kg/rh I'individu est considéré en surpoids, puis obésang I'lMC est supérieur & 30
kg/m? (Figure 1).

Il

Figure 1 : Corpulence d'un individu en fonction del'IMC.

Au dessus d’un IMC de 30 kgfnf'individu est considéré comme obése.

En complément, l'indice de masse grasse (IMG) pedaguger de la proportion de masse
adipeuse en mesurant le pourcentage de tissu adiged’organisme par rapport a la masse
musculaire (Peltet al, 2010). La mesure de I'IMG est possible gracesaliddances a impédance-
metre. L'IMG doit prendre en compte le sexe etd’@g I'individu. Par exemple, entre 20 et 50 ans,
un IMG dit normal est de 20 a 30% chez la femnaeetO a 20% chez I’homme.
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Toutefois, il a été montré que I'accumulation dsui adipeux viscéral est fortement corrélée
avec le développement de pathologies métaboliglies tgue le syndrome métabolique, le diabéte
de type 2 et les maladies cardiovasculaires (Dlahlamd Welborn, 2009). Cette propriété a été
prise en compte pour la mesure de I'obésité. Alasmesure du tour de taille divisé par le tour de
hanches est utilisée pour évaluer les risques aagtaboliques d'un individu. Cet indice doit étre

inférieur a 0,85 chez la femme et inférieur a 1zdhemme (Figure 2).
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- |
_____/ Fls s
Hllr_|||-1| | 'I rrvebilialinguss
BNLC = 25 | IMC =30 Laibrles
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Figure 2 : Accumulation de tissu adipeux et risqueassociés.
L'accumulation de masse grasse au niveau viscénmaribue au développement de troubles métaboligD&spres
(Gesta eal., 2007).

2) Epidémiologie

A I'échelle mondiale, le nombre de personnes sanff d’obésité a doublé depuis 1980. En
2008, I'OMS estimait que plus d’1,4 milliard d’indilus agés de plus de 20 ans étaient en surpoids.
Parmi eux, plus de 200 millions d’hommes et prés3@d@ millions de femmes étaient obeses.

Aujourd’hui, 'OMS estime que d’ici 2015 plus de@fillions de personnes seront obeses.

Le surpoids touche également les enfants, aveciliérna d’enfants en surcharge pondérale
en 2010, ce qui laisse présager une forte augn@emidés maladies métaboliques dans les années a
venir. L’obésité a été longtemps considérée comneepathologie des pays industrialisés, pourtant
elle semble toucher aussi les pays en voie de a@veinent. Ces derniers comptent 35 millions
d’enfants obéses, agés de moins de 5 ans, contiidhs dans les pays industrialisés. Les enfants
consomment des aliments riches en graisses, ep sti@n sel, trés caloriques mais pauvres en

micronutriments, qui sont habituellement moins sheCe régime alimentaire, associé a la
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sédentarité, entraine une augmentation marquéelsité chez I'enfant alors que les problemes

de malnutrition ne sont toujours pas résolus (Relin2008).

3) Conséquences

L’'obésité entraine un bon nombre de complicatiomi@eau de la santé, quelles soient
métaboliques, physiologiques ou psychologiquesné’ules plus importantes conséquences de
'obésité est le développement du syndrome métqibeliCe dernier n'est pas considéré comme
une maladie en soi, mais comme un probleme métplmotiénéral. Il est caractérisé par différents
parametres tels qu’'une hypertriglycéridémie et dysipidémie, c’est-a-dire une augmentation de
la concentration du mauvais cholestétoiM density lipoproteinLDL) associée a une diminution
du taux de bon cholestérdligh density lipoproteinHDL). Il est également associé a une obésité
abdominale, une résistance a l'insuline, une indmiée au glucose et une augmentation de la
pression artérielle. La présence de trois de cesciistiques suffit a poser le diagnostic. Le
syndrome métabolique constitue un stade précopdudeurs maladies comme le diabéte de type 2
et les maladies cardiovasculaires (Wilbetral, 2005).

Il est clairement établi que I'augmentation de I@Mnduit une augmentation du risque de
développement du diabéte de type 2 et que ce rdigquiaue avec la perte de poids (Williams and
Kelley, 2000). Pour une femme obése, le risqueédeldpper un diabéte de type 2 est multiplié par
dix et par huit pour ’'homme obese. Ainsi, il estimé que 75% des personnes diabétiqgues sont

obeses.

Les maladies cardiovasculaires sont responsabl@se dpart importante de la mortalité
mondiale. L'apparition des risques cardiovascutaest fortement corrélée avec I'augmentation de
I'adiposité viscérale (Buchholz and Bugaresti, 200bexiste donc un lien étroit entre obésité et
complications cardiaques. De plus, I'obésité s’aggagne d’'une augmentation du volume sanguin,
qui a alors une répercussion sur la structure domation cardiaque. Les affections les plus
courantes sont I'arythmie, I'hypertension, la dysftion endothéliale, I'athérosclérose et la
thrombose (Agenet al, 2006).

L’obésité entraine d’autres complications tellese qles problémes respiratoires. Les
personnes obéses peuvent aussi présenter desnpeshdgticulaires tels que I'arthrite du fait de la
surcharge pondérale qui augmente les contrainteaniggies au niveau des articulations. L'obésité

est aussi un facteur de risque tres important [@odéveloppement de stéatose hépatique et pour les

23



cancers colorectaux, de la prostate, du rein, du s col de l'utérus et des ovaires. Elle est
également a l'origine de troubles de sécrétionsnbogales, responsables de troubles de la fertilité
(Wilborn et al, 2005).

Le surpoids et ses comorbidités sont responsabliee caugmentation de la mortalité des
individus obéses. Des 1999, il avait été établiagp Etats-Unis, le surpoids et I'obésité étaient
responsables de 280 000 morts par an (Alletoal, 1999). Lorsque I'IMC d’un sujet est supérieur
a 30 kg/m, le risque de mortalité précoce est multiplié parEn effet, les personnes obéses
présentent une espérance de vie diminuée de 5anf{Hensrud and Klein, 2006). Avec 2,8
millions de déces par an, le surpoids est devemintpiieme facteur de risque de déces au niveau

mondial.

lIs représentent également une fraction importahtecolt de santé, puisque 44% de la
charge du diabete, 23% de la charge des cardiegatchémiques et 7% a 41% de la charge de

certains cancers sont attribuables au surpoid$ @ésité.

Du fait de I'image de minceur et de perfection eélée par les médias dans notre société,
I'obésité conduit a I'exclusion et a l'isolementsdeersonnes obéses. Ces personnes souffrent alors
de complications psychologiques telles que la d&ioa, I'anxiéte, la phobie sociale et les troubles

obsessionnels compulsifs (Rosik, 2005).

B. Les origines du développement de I'obésité

L’'obésité est causée par une interaction complexiee ela prédisposition génétique,
I'environnement et le comportement social. Cepetdarcontribution de chaque facteur est encore
mal définie. La prédisposition génétique joue ue aé dans le développement de I'obésité, tandis
gue les facteurs environnementaux influencent rioete cette prédisposition en renforgcant ou en

diluant le terrain génétique (Cheung and Mao, 2012)
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Figure 3 : La régulation énergétique.

Ce diagramme montre les principes fondamentausédeilibre et de la régulation énergétique. Le padt régulé par
une série de processus physiologiques qui ontgacii de le maintenir dans des limites relativenémites (poids
stable). Toutefois, des forces sociétales et enm@#mentales importantes influent sur I'apport etdi&pense
énergétique. La sensibilité des individus a cese®iest fonction de facteurs génétiques et biolegidels que le sexe,
I'age et I'activité hormonale, sur lesquels on a p@ pas d’action. On estime que les facteurs titi¢is et I'activité
physique sont les facteurs intermédiaires modiéigdl travers lesquels les forces favorisant |& pléspoids s’exercent.
ETA : Effet Thermique des Aliments. (WHO, 2000).

1) La balance énergétique

La survenue de I'obésité résulte d’'un déséquildeda balance énergétique dd a un exces
d’apport énergétique ou a une diminution des déggmenSe déséquilibre peut avoir des origines
multiples, qu’elles soient génétiques, environndiades ou sociales. De nombreux facteurs
complexes et tres divers peuvent donner naissancebélan énergétique positif. Ce dernier serait
causé par l'interaction entre un certain nombrecet facteurs, et non par I'influence de I'un ou
l'autre facteur en particulier (WHO, 2000) (Figdke
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Du fait de I'évolution des comportements sociauxetravail des femmes, la composition
des repas a changé. Des repas essentiellement s@mpaéréales et de Iégumineuses ont laissé la
place a des plats cuisinés plus riche en sucne gtaasse animale. Bien que la taille des portaihs
diminué, ce type de repas apporte de plus grandetitgi d’énergie (James, 2008). Toutefois, il est
incontestable que de nombreux cas d’obésité sdight une prise alimentaire excessive. De plus,
la robotisation et la mécanisation ont diminué k&penses énergétiques domestiques et
professionnelles (Brownsaet al, 2005).

a) Les apports énergétiques

lIs correspondent aux glucides, lipides et prot®iapportés par la boisson et la nourriture.
Chaque nutriment est caractérisé par une valeugétigue. Les glucides et les protéines apportent
4 kcall/g, tandis que les lipides apportent 9 kcdligteneur énergétique des fibres est de l'orére d
1,5 kcal/g. Elles subissent une dégradation ba&ctee dans le gros intestin libérant des acides gras

volatils qui sont ensuite absorbés et utilisés $ouse d’énergie.

b) Les dépenses énergétiques

La dépense énergétique totale, seconde variablpayaiet le calcul du bilan énergétique,
renferme les trois principaux éléments suivants mkétabolisme de base, la thermogenése post-

prandiale (production thermique induite par lesagpet I'activité physique.

Le métabolisme de base correspond a la dépensgéénee d’'une personne au repos a la
neutralité thermique. Il ne faut pas le confondrecde métabolisme minimal qui a lieu au cours du
sommeil durant lequel le tonus musculaire est as phs. Cette dépense énergétique correspond a
la consommation d’énergie nécessaire aux fonctittates de I'organisme. Elle est due en grande
partie a I'activité du foie, du cerveau, du coews ceins et des muscles. Elle varie principalement
en fonction de la masse musculaire, ce qui expligaevariations de métabolisme basal dues au
sexe et a I'age (Johnstoee al, 2005). Ainsi, le métabolisme de base pour un herdm 20 ans,
mesurant 1,80 m et pesant 70 kg est d'environ kbBal3. Celui d'une femme de 20 ans, mesurant

1,65 m et pesant 60 kg est d'environ 1300 kcals.

La thermogenése adaptative correspond a I'énengsipde sous forme de chaleur en
réponse a la prise alimentaire, au froid et atsstphysiologique.
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Lors de la prise alimentaire, la thermogenése pisidiale obligatoire est due a la
transformation des nutriments et a leur stockabexisterait une thermogenése post-prandiale
facultative qui aurait lieu en réponse a une sonatitation afin de dissiper cet excés d’énergie Ell
est essentiellement observée chez la souris qeapsble d’augmenter sa thermogenése au niveau
du tissu adipeux brun lors d’'un régime hypercalogiq

La thermogenése liée au froid se fait au niveaudishu adipeux brun chez la souris par
'action de la protéine découplante UCP-In¢oupling protein-1 localisée au niveau de la
membrane interne de la mitochondrie. La princidalection des mitochondries est d’assurer la
phosphorylation oxydative qui permet la productidiadénosine triphosphate (ATP) a partir
d’adénosine diphosphate (ADP) grace a un gradienopique. Lg3-oxydation des acides gras et le
cycle de Krebs conduisent a la production de camesy réduits, le nicotinamide adénine
dinucléotide (NADH) et le flavine adénine dinucléet(FADH,). La phosphorylation oxydative de
ces coenzymes va libérer des électrons qui voattétnsférés a I'oxygéne en passant par la chaine
respiratoire. Ce flux d’électrons conduit a un $fent de protons de la matrice vers l'espace
intermembranaire, ce qui crée un gradient élecinticue de part et d’autre de la membrane
interne. La production d’ATP se produit lors duoret des protons dans la matrice en passant par
I'ATP synthase. L’adipocyte brun possede une seemaie de retour des protons vers la matrice a
travers UCP-1, ce qui produit de la chaleur. Cetlie court-circuite celle de I'ATP synthase et il
n'y a plus de production d’ATP (Cannon and Nedemdae004). Chez I'Homme, cette
thermogenese se fait au niveau du muscle gracdremsons car le tissu adipeux brun est peu
représenté a I'age adulte. Cependant, I'absencissieé adipeux brun chez I'Homme adulte est
sujette a discussion. En effet, I'acide ribonualéignessager (ARNm) de 'UCP-1 peut étre détecté
dans le tissu adipeux blanc humain (Digityal, 1998). De ce fait, il est estimé qu’un adipocyte
brun est présent pour cent adipocytes blancs aanidu tissu adipeux viscéral, ce qui sous-entend
un réle du tissu adipeux brun dans la régulatiotadealance énergétique, méme si son réle exact

reste inconnu (Cinti, 2006).

La mesure dans laquelle chaque élément contridaedépense énergétique totale varie en
fonction de la régularité et de lintensité de tiaité physique. Chez l'adulte sédentaire, le
meétabolisme basal représente pres de 60% de lagskEpaergétique totale, la réponse thermogéne
environ 10% et 'activité physique les 30% restafisez les personnes exergant un travail manuel
difficile, la dépense énergétique totale augmenmtta groportion de la dépense due a l'activité
physique peut atteindre 50%. La thermogenese pastijmle semble rester constante a 10%,
laissant au métabolisme basal 40% de la dépensgéfinee totale. Si le métabolisme basal peut

présenter des variations intrinséques d’un indivadiiautre pour un méme poids (de l'ordre de +
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25%), il est strictement contrélé chez chaque persoChez un individu, la variable clé de la
dépense énergétique est donc le degré d'activigdigane (WHO, 2000). Au cours des derniéres
décennies, l'activité physique a diminué du faitldenécanisation domestique et industrielle. Il
semble que les dépenses énergétiques aient dindi@u@00 kcal entre 1920 et 1990, ce qui
concorde avec une augmentation de la prévalentelsisité (Prentice and Jebb, 1995). Toutefois,
la pratique d’'une activité physique réguliére edinprdiale pour prévenir I'apparition de I'obésité
et de ses comorbidités (Warburteinal, 2006).

2) Le contréle hypothalamique de la prise alimentaire

L’hypothalamus, par l'intermédiaire de la voie lepimélanocortine, est au centre de la
régulation de I'appétit. La leptine, libérée patibsu adipeux, va agir sur ses récepteurs situés a
niveau de deux populations neuronales dites deripr ordre ». lls sont localisés dans le noyau
arqué de I'hypothalamus, région impliguée dansolgréle de la prise alimentaire. A ce niveau, la
leptine stimule I'activité des neurones anorexigeagroopiomélanocortine (POMC) etacaine
and amphetamine-regulated transcr{@ART). Elle agit négativement sur les neuroneéxigienes
qui fabriquent le neuropeptide Y (NPY) et l'agotdlated peptide (AgRP). Elle induit la
conversion de POMC ealpha melanocyte stimulating hormo@SH), qui va alors se lier a son
récepteur a la mélanocortine de type 4 (MC4R),&oepteur couplé aux protéines G (RCPG), afin
d’inhiber la prise alimentaire. NPY et AQRP ont poale d’activer la prise alimentaire. L'AgRP est
un antagoniste du récepteur MC4R et s’oppose ddiactton de I' tMSH, tandis que le NPY va
agir au niveau du récepteur NPY-Y1R couplé auxgmmes G. Ces récepteurs sont exprimés au
niveau du noyau paraventriculaire (PVN) et de ltty@alamus latéral (Hyp Lat). Dans ces
structures se trouvent les neurones dits de « demaine », constitué des neuronasoéticotropin-
releasing factor(CRF), thyrotropin-releasing hormon€TRH), les neurones orexines A et B et
melanin-concentratinpormone(MCH). Ces neurones sont alors chargés d’intégrde @listribuer

les signaux oréxigenes et anorexigéne vers dedwstes tertiaires (Luquet, 2008) (Figure 4).

28



= vhmdaon
e rhihibiare

Figure 4 : Le réseau neuronal du noyau arqué.

Les neurones orexigenes fabriquent le Neuropeptid®IPY) et I'agouti-related protein (AgRP), et les neurones
anorexigénes a pro- opiomélanocortine (POMC) faleny notamment |‘anelanocytestimulating hormondo-MSH).
Ces deux populations neuronales interagissent efie'® de maniére antagoniste et projettent déseafEes vers les
neurones de « second ordre » dans d’autres réd@lisypothalamus, comprenant le noyau paravensii@ (PVN) ou
le noyau de I'hypothalamus latéral (Hyp Lat). Ainsge ces structures les neurones NPY/AgRP et P@kétcent une
action opposée sur d'autres populations neurongies dans la régulation de la balance énergétigueme les
neurones &orticotropin-releasing facto(CRF) etthyrotropin-releasing hormonéTRH) du PVN, ou les neurones
orexines A et B (ORX) @nelanin-concentratingormone(MCH) de I'Hyp Lat (Luquet, 2008).

Une dérégulation au niveau de cette voie de canfyélt donc conduire a une dérégulation
de la prise alimentaire, ce qui peut avoir desn@ssions sur le développement du tissu adipeux.
Les études sur les souris transgéniques ont pedmisdécouvrir de nombreux genes de
prédisposition pour I'obésité, impliqués dans lagutation de I'appétit et de I'homéostasie
énergétiquevia la voie leptine/mélanocortine. Par exemple, legrisp dans lesquelles le gene
codant pour la leptine (sourisb/ob ou celui pour son récepteur (soudb/db est inactive,
présentent une hyperphagie et une obésité séverbe@et al, 2001). De plus, chez I'Homme,
guelques mutations du géne pour la leptine et poarrécepteur ont été identifiées. Les patients
porteurs d’'une mutation homozygote sur le genadeptine sont caractérisés par une hyperphagie,
conduisant a I'obésité. Le traitement de ces p&tienec de la leptine recombinante permet de
normaliser la prise alimentaire (Faro@gial, 2002). Chez la souris, I'inactivation du géneamd
pour MC4R induit une hyperphagie, ainsi qu'une hiysilinémie associée a une hyperglycémie
(Huszaret al, 1997). Chez 'Homme, une obésité sévere a étic@esa des mutations au niveau
du géne du récepteur MC4R (Dubeen al, 2001). De plus, une déficience au niveau du

neuropeptide POMC, le ligand de MC4R, est aussiciésau développement de I'obésité (Krade
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al., 2003). Une mutation du géne humain codant pouRTA été identifiée et associée a une
dépense énergétique réduite, conduisant a un plpEndtobésité (del Giudicet al, 2001). Chez la
souris, I'expression ubiquitaire de AgRP induit wigsité (Ollmanret al, 1997), tandis que chez
'Homme, des mutations dominantes du gene codaat pgouti ont été identifiees dans des
syndromes d'obésité (Moussa and Claycombe, 199@).ni#me, un polymorphisme sur le
promoteur du gene AgRP humain serait impliqgué darm®veloppement de I'obésité (Mayfieid
al., 2001).

Ce systéme de régulation au niveau central esttm@plexe, car il interagit en permanence
avec de nombreux organes en périphérie, tels quesleadipeux, I'estomac, I'intestin, le pancréas,
mais aussi avec I'environnement extérieur. En effieypothalamus recoit des signaux provenant
du tractus digestif et du tissu adipeux en répanie prise alimentaire. Ces signaux, qui peuvent
étre neuraux ou hormonaux, sont alors intégrésdtié's signaux centraux ou périphériques afin de
réguler I'appétit et la satiété. Par exemple, avastrepas, I'estomac sécrete la ghréline. Apres
fixation sur son RCPQrowth hormone secretagogue receptdGHSR1), elle agit sur la motilité
gastrigue, la sécrétion d’insuline au niveau ducp&as et la prise alimentaire. La ghréline joue le
réle d’hormone oréxigéene capable d’activer la pabmentaire en activant les neurones NPY. Au
niveau de lintestin, la cholécystokinine (CCK) esipable d’inhiber la prise alimentaire tout en
facilitant la digestion des triglycérides en agmissur I'estomac, le pancréas et la vésicule bdiai
(Cummings and Overduin, 2007). Le peptide 3%y (PYY3.3¢) est, lui aussi, sécrété par I'intestin
lors de la période postprandiale afin d’induire wemsation de satiété. De plus, les nutriments
circulants dans le sang peuvent, eux méme, rédaleoie leptine/mélanocortine. En effet, le
glucose et les acides gras a longue chaine petrayarser la barriere hémato-encéphalique afin
d’agir sur I'hypothalamus et réguler ainsi la prédienentaire (Obici and Rossetti, 2003) (Figure 5).

Toutefois, s’il est possible que les effets d'umgeéinique ou de genes multiples puissent
étre directement a l'origine d’'un surpoids ou d'wigésité, ce qui est effectivement le cas chez
certains sujets, cela ne semble pas I'étre damsjarité des cas. On estime plutét actuellement que
les genes impliqués dans la prise de poids augmtelgtaisque ou la prédisposition d’'un sujet a
'obésité lorsqu’il est exposé a un environnemegfadorable. Il N’y a que dans le cas de certains
troubles génétiques qu’il existe des effets palitcsl des genes nécessaires a I'expression de
I'obésité (WHO, 2000).
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Prise alimantaire Price alimentaire

Figure 5 : La régulation de la prise alimentaire.

Le tronc cérébral (TC) est un relais viscérosengiti inteégre des signaux périphériques de natergeuse, comme la
distension gastrique issue des mécanoréceptedaspibehe gastrique ou les afférences vagales tgient les signaux
anorexigénes de la cholécystokinine (CCK) par exeniphypothalamus (Hyp) est un relais métaboligue integre
des signaux circulants anorexigéenes comme la kmin circule de maniére proportionnelle a la masdipeuse,
l'insuline ou le peptide YY 36 La ghréline, produite par I'estomac, représente gour la seule hormone circulante
orexigéne, l'acylation de la ghréline est nécessaiison activité et implique hrelin O-acyl transferas€GOAT).
L'intégration de ces signaux nerveux et hormonapxésente la majeure partie de la régulation & edlwng terme de

la prise alimentaire (Luquet, 2008).

C. Le tissu adipeux, acteur de I'obésité

Il existe deux types de tissus adipeux, le tisspeack blanc et le tissu adipeux brun. Le tissu
adipeux brun est a l'origine de la formation delebasans frisson. La masse adipeuse blanche est
la plus abondante chez 'Homme. Le tissu adipeandla été longtemps considéré comme un
simple site de stockage des acides gras, sang@atigtabolique. Aujourd’hui, il est vu comme un
organe a part entiére ayant une activité endochinggermettant de jouer un réle central dans la

régulation du métabolisme glucidique et lipidigdans I'appétit et dans l'inflammation.
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1) La distribution

Chez 'Homme, la masse grasse blanche se divise@ntypes, le tissu adipeux de support

et celui de stockage énergétique.

Le tissu adipeux de support est constitué de tsyonctif lache caractérisé par une
abondante matrice extracellulaire. Il est locatiséniveau des orbites, de la plante des pieds let de

paume de la main. Il sert donc de tissu de soetiele protection.

Le tissu adipeux de stockage correspond donc a&u ddtréserve énergétique dont le
développement est fonction de la balance énerggtifjast lui-méme divisé en deux types selon sa
localisation : le tissu adipeux sous-cutané estutadipeux viscéral (Figure 6).

La masse grasse sous-cutanée, comme son nomquligyd@st localisée entre les muscles et
la peau. Elle est davantage présente chez la fequeechez 'homme. Malgré une répartition
commune au niveau de la face par exemple, il ptésme distribution anatomique différente selon
le sexe et I'age des individus. Chez 'lhomme, $sttiadipeux sous-cutané prédomine au niveau de
la nuque et des épaules, ainsi qu’au niveau dégiam lombaire. Chez la femme, on le retrouve au
niveau de la poitrine, des hanches et de la zannégfémorale.

Le tissu adipeux viscéral est un tissu profond wmientourer les visceres. Il sert, entre
autres, de protection aux contraintes mécaniquagualles les organes sont soumis. Ce tissu
adipeux est deux fois plus abondant chez I'homneedipez la femme, puisqu’il constitue 10 a 20%
de la masse grasse totale chez 'homme et 5 a 1% la femme. Toutefois, ce chiffre tend a
augmenter chez la femme apres la ménopause (Lafanth Girard, 2008). Il est retrouvé dans la
cavité péritonéale au niveau mésentérique, omemtambilical, dans I'espace rétropéritonéal au
niveau aortique et rénal, ainsi que dans l'espatrapelvien au niveau gonadique et urogénital.
L’accumulation de tissu adipeux viscéral est foeaincorrélée avec le développement de
pathologies métaboliques telles que le syndromealmétiue, le diabete de type 2 et les maladies
cardiovasculaires (Dhaliwal and Welborn, 2009).dhes, il existe un autre tissu adipeux profond
mais non viscéral qu’on retrouve au niveau intraculasre et du coeur. Ce tissu adipeux est de plus
en plus étudié car il pourrait étre impliqué damsléveloppement de certaines maladies associées a

I'obésité.
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Figure 6 : Répartition du tissu adipeux chez I'Homne.
Le tissu adipeux blanc est retrouvé au niveau coitesaé et au niveau viscéral. (D'aprés Gestd. £2007).

Chez le rongeur, le tissu adipeux blanc est égailenigisé en tissu adipeux sous-cutané et
viscéral. Le tissu sous-cutané est localisé auamivieguinal, entre la peau et le péritoine, ainsi
gu’'au niveau des pattes postérieures. La masseegvéscérale est essentiellement concentrée au
niveau des gonades, mais on retrouve aussi gEgsdéomentaux, mésentériques et périrénaux
(Cinti, 2005).

Le tissu adipeux brun se retrouve principalememizdies animaux hibernants tels que les
rongeurs, du fait de son activité de productiorchigeur. Il est peu représenté chez 'Homme, sauf
chez le foetus et le nouveau-né, ou il est présenfveau des gros vaisseaux, des reins, du cceur et
dans la région interscapulaire. Cette différencpragortion de tissu adipeux brun s’explique par le
fait que la dispersion thermique chez I'Homme dsis (faible que celle de la souris et qu'il
nécessite donc moins de tissu adipeux brun. Cepénchez environ 10% de la population adulte,
du tissu adipeux brun est retrouvé au niveau calrvétipraclaviculaire, paravertébral, médiastinal,

paraaortique et suprarénal (Nedergagrdl, 2007) (Figure 6).

33



2) Les types cellulaires

Le tissu adipeux blanc est composé principalemealigbcytes, regroupés en petits lobules,
sépares par de fines cloisons conjonctives contetenfibrilles de collagene, des fibroblastes, des
macrophages et des mastocytes. Entre les adiposgté®uvent également des préadipocytes a
différents stades de différenciation. Les cellident séparées les unes des autres par des fibres de
réticuline, un grand nombre de capillaires sangwhgpar des fibres nerveuses amyeéliniques
représentant des fibres sympathiques noradrénegiq®n distingue ainsi deux grandes
populations, les adipocytes matures et la fraction-adipocytaire ou fraction stroma-vasculaire
(FSV). Il est possible de séparer les adipocytesims des cellules contenues dans la FSV, aprés

digestion du tissu adipeux avec de la collagérRsdlgell, 1964).

a) L’adipocyte

L’adipocyte mature est la principale cellule quimgmse le tissu adipeux. Cette cellule
sphérique est remplie d’une volumineuse vacuolgiipe qui peut représenter jusqu’'a 95% du
cytoplasme et qui repousse ce dernier contre labrem plasmique. Dans cette mince couche
cytoplasmique se trouve un noyau aplati, ainsilgresemble des autres organelles. L'adipocyte a
donc pour fonction de stocker les réserves éngugedi sous forme de triglycérides afin de les
restituer aux autres cellules de I'organisme erogdérde jelne. Ainsi, selon les besoins en stockage
ou en dépense énergétique, la taille de cetteleedlst capable de varier de 20 a 200 um de
diamétre. Cette variation de taille de l'adipocyterait a I'origine de la sécrétion de facteurs
capables d’influencer le développement du tissypeadi. En effet, la vacuole lipidique est
recouverte de périlipines, associées a une graadét& de protéines, qui pourraient participer a
I'évaluation du stock de triglycérides au sein 'ddipocyte (Blouinet al, 2006). En fonction de la
réserve en lipides, I'adipocyte sécrete alors @esebirs influencant le métabolisme énergétique
(Skurket al, 2007) (Figure 7).

Contrairement a l'adipocyte blanc, I'adipocyte brm@ contient pas une grande vacuole
lipidigue mais de nombreuses petites, réparties dancytoplasme qui contient également de
nombreuses mitochondries. Le noyau de la cellulelesc en position centrale et la taille de la
cellule n"'excede pas 60 um. La couleur de I'adip@gyrovient des mitochondries qui contiennent

des cytochromes oxydases.
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Figure 7 : Représentation schématique d'un adipocgtblanc et d'un adipocyte brun.
L'adipocyte blanc contient une grosse vacuole gédéi et peu de mitochondrie. L'adipocyte brun, ledntient

plusieurs gouttelettes lipidiques et de nombreusézchondries.

b) Le préadipocyte

Les adipocytes proviennent de la différenciatios gecadipocytes, dite adipogenese. Le
préadipocyte est un type cellulaire relativemenmature qui est capable de se difféerencier en
adipocyte en réponse a une stimulation proadipggéni Le préadiocyte est caractérisé par
I'expression dypreadipocyte factor-1Pref-1), qui est fortement exprimé dans les ppEsytes et
dont I'expression diminue au fur et a mesure dgffarenciation, jusqu’a ne plus étre exprimé dans
les adipocytes matures. Pref-1 appartient a laliamiotéiqgue Notch/Delta/Serrate et posséde des
répétitions similaires a ceux du facteur de croissaépidermale (EGRpidermal growth factgr
Pref-1 est synthétisé sous la forme d’'une protéamesmembranaire, puis il est clivé en une forme
soluble capable d’'inhiber I'adipogenése. Ainss,deuris n’exprimant plus Pref-1 sont caractérisées
par une masse grasse abondante, tandis que las sotexprimant la forme soluble de Pref-1
présentent une réduction du tissu adipeux (Villehal, 2002).In vitro, la différenciation des
cellules 3T3-L1 en adipocytes peut étre inhibée |pasurexpression de Pref-1 ou augmentée
lorsque I'expression de Pref-1 est abolie pasomall interfering ribonucleic acigsiRNA) (Wang
et al, 2006).

c) La cellule endothéliale

Les cellules endothéliales sont caractérisées'@gression du marqueur CD31 platelet

endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1). Le tissu adipeux est un des tissus les p
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vascularisés puisque chaque adipocyte est entaurdgs capillaires. Cette grande vascularisation
est nécessaire pour assurer les fonctions de sgfeckmergétique et endocriniennes. La
vascularisation du tissu adipeux joue donc un irdjgortant dans le développement et le maintien
du tissu adipeux. En effet, des analyses en cytmnéé flux montrent que le pourcentage de
cellules endothéliales dans la FSV est proportiban&ugmentation du volume du tissu adipeux
(Miranville et al, 2004). Des expériences d’'implantations sous-égsnéalisées chez la souris
montrent que l'implantation de préadipocytes traasfs par une forme dominante négative de
peroxisomal proliferator activated receptgamma(PPARy), inhibant I'adipogenese, induit une
inhibition de l'angiogenese. Tandis que [lutiligati d'un anticorps neutralisant anascular
endothelial growth factor receptor(¥ EGFR2) pour inhiber I'angiogenese conduit a urtehition

de I'adipogenése (Fukumuea al, 2003).

d) Le macrophage

Le tissu adipeux contient un grand nombre de m&eawges. Il est caractérisé par
'expression du marqueur CD68 (Di Gregoriet al, 2005). Ce nombre augmente
proportionnellement a la quantité de masse grdssegine de ces macrophages au sein du tissu
adipeux a été longtemps discutée. Des expériemteseht penser que les macrophages peuvent
provenir de la différenciation de préadipocytes. difet, les préadipocytes et les macrophages
présentent tous deux une activité de phagocytoadlaitBarreauet al, 2003). Toutefois, les
expériences de transplantation de moelle osseuggant que les macrophages du tissu adipeux
proviennent de monocytes sanguins circulants (Véegset al, 2003) De plus, le tissu adipeux
produit un grand nombre de chimiokines, telleslguenonocyte chemotactic protein{MCP-1),
capable de participer a l'attraction des monocgBeriloumieet al, 2005). Le rdle du macrophage
au sein du tissu adipeux est encore peu connua&ovité de production de cytokines lui permet de
participer a la régulation de I'adipogenése et d@tiaimolisme énergétique.

3) L’adipogenése

Les adipocytes proviennent d'une cellule soucheentdg/mateuse multipotente, qui est a
l'origine des ostéoblastes, des myoblastes et dg®ldastes. Les adipoblastes se différencient

ensuite en préadipocytes qui se différencierorgd@pocytes (Gestet al, 2007) (Figure 8).
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a) La détermination

La détermination, ou I'engagement de la cellulechkeumésenchymateuse dans I'une ou
I'autre de ces lignées, est dépendante d’'une stioal appropriée. Lors de cette phase, la cellule
souche s’engagera dans la lignée adipocytairerdtgpeon potentiel de différenciation en d’autres
lignées cellulaires. Le processus de déterminati@st pas encore trés bien compris pour le
moment. En effet, la majorité des études sur l'agimése se font sur des lignées cellulaires
immortalisées, telles que les fibroblastes embrgoes de souris 3T3-L1 et 3T3-F442A, qui sont
déja engagés dans la lignée adipocytaire. Cesle®llne permettent donc pas d’étudier les
mécanismes moléculaires de la détermination. Toistefles études sur la lignée de cellules
souches multipotentes C3H-10T1/2 ont permis de rapmjue labone morphogenetic protein 4
(BMP4), membre de la superfamille tumoral growth factor betdTGF-3), serait responsable de
la détermination des cellules souches en adipockesffet, I'inactivation de ce facteur dans les

cellules souches ne permet plus I'expression dequears adipocytaires (Tamg al, 2004).

b) La différenciation

La différenciation des adipocytes est composée ditapes : un arrét de la phase de
croissance des adipoblastes, une expansion cloniddgique des préadipocytes, une phase de
différenciation précoce, suivi d'une différenciatiderminale. Au cours de l'adipogenése, le
préadipocyte va acquérir les caractéristiques edigbcyte mature, tels que I'expression des
protéines impliquées dans le transport et la swetlues lipides, le développement de la sensihilité
I'insuline et la sécrétion d’'adipokines. La suceessle ces étapes est orchestrée par une cascade

d’évenements transcriptionnels bien connue.

La différenciation des adipoblastes en préadipaciyterivo nécessite un arrét de la phase de

croissance exponentielle par inhibition de contlacsque les cellules arrivent a confluence
(Gregoireet al, 1998).

Au stade de préadipocyte, linitiation de la di#faciation en adipocyte est caractérisée par
une phase d’expansion clonale mitotique. Cettegobasessentielle a la poursuite de l'adipogenése
car le blocage de l'expansion mitotique conduit e unhibition de la différenciation des
préadipocytes (Tangt al, 2003). Elle est marquée par I'expression de sdguts du cycle
cellulaire et de marqueurs adipogéniques précatesjtie la lipoprotéine lipase (LPL), la protéine

associée a la difféerenciation adipocytaire ADRHligocyte differentiation related protejnje
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facteur de détermination et différenciation adigatce ADD-1/SREBP-1ddipocyte determination
and differentiation-dependent factor-1/sterol reggaly element binding proteinylet les facteurs
de transcriptionCAAT/enhancer binding proteins be{&€/EBR3) et CAAT/enhancer binding
proteins delta( C/EBR) (Rosenret al, 2000).

Ces derniers facteurs sont tres importants ponitiition de I'adipogenése et sont activés
par les inducteurs de la voie de l'adénosine moaogpiate cyclique (AMPc) et les
glucocorticoides (Yehet al, 1995). Des souris, dans lesquelles C/EBR 6 sont inactivés,
présentent une masse adipeuse réduite et les |iBtep issus de ces souris mutantes sont
incapables de se différenciearvitro. Ces deux facteurs ont pour réle de bloquer l&f@ration des
préadipocytes en activant la protéine p21. En gifes de I'initiation de I'expansion mitotique sle
cyclin-dependant kinase(Cdk) vont phosphoryler le géne suppresseur deetumRb
(rétinoblastomg afin de le rendre inactifA I'état actif, Rb a pour réle de séquestrer letdar de
transcription E2F. Une fois Rb inactif, E2F estralbéré et actif, permettant I'entrée en phase S
du cycle cellulaire. Lors de la fin de I'expansiconale, les facteurs de transcription C/BBRS
vont induire I'expression de p21, qui va inhibes @dk. Sans ces derniers, Rb va étre dans un état
hypophosphorylé qui va le rendre actif. Ce changerd&tat de Rb va permettre la séquestration
de E2F et le blocage du cycle cellulaire (Cazhpl, 2002).

Le facteur pro-adipogénique ADD-1/SREBP-1 semblkdergent impliqué dans cette étape
de l'adipogeneése. En effet, son inactivation do des cellules 3T3-L1 prévient la différenciation
terminale. Il participerait a I'induction de I'adigenése en induisant 'activité transcriptionnelée
PPARy (Kim and Spiegelman, 1996). Il régule I'expressuba genes codant pour des protéines
impliquées dans le contréle du métabolisme et l#h&ge des acides gras. L'expression de ce
facteur ne semble pas étre sous la dépendanceERPCEt 6 car il agirait en amont (Farmer,
2006).
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Figure 8 : L'adipogenése.

La détermination des cellules souches mésenchysateers la lignée adipocytaire implique I'expressite labone
morphogenetic protein 4BMP4). L'initiation de Il'adipogeneése débute pareumphase de prolifération dont
'engagement dans le cycle cellulaire dépend detiVeé de E2F. Puis, les facteueslipocyte determination and
differentiation-dependent factor-1/sterol regulatoelement binding protein-{ADD-1/SREBP-1), CAAT/enhancer
binding proteins bet4C/EBF) et CAAT/enhancer binding proteins del{@/EBFS) sont exprimés afin de mettre fin &
la prolifération des cellules et pour initier 'enggsion dyperoxisomal proliferator activated receptgamma(PPARy)

et CAAT/enhancer binding proteins alpH&/EBRx). Ces derniers seront a l'origine de I'expressimn facteurs

impliqués dans la synthése et I'accumulation dgk/térides. (D'aprés Féve and Mercier, 2007).

Une fois I'arrét de I'expansion clonale mitotique différenciation terminale des adipocytes
est caractérisée par une progressive accumuldéoracuoles lipidiques dans le cytoplasme, qui
vont fusionner pour finalement créer une vacuoliguas Ce phénomene est di au développement
d'une capacité lipogénique du fait de I'expressidienzymes spécifiques telles que la
glyceraldehyde 3-phosphate deshydrogen@®PDH), lafatty acid translocas€FAT), l'acétyl-
Coenzyme A (acétyl-CoA) et la LPL, mais aussi xpiession du transporteur 4 du glucose
(GLUTA4, glucose transporter Met des récepteurs a I'insuline (liRsulin receptoy. En parallele, se
met en place la voie lipolytique par I'intermédéide I'enzyme spécifique, la lipase hormono-
sensible (LHS), ainsi que par I'expression de @dine de transport des acides gras alpOcyte

protein 2, dont le réle est de prévenir un éventuel effgptoxique des acides gras libres. Enfin,
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I'adipocyte développe sa capacité a sécréter aésuis qui agiront de facon autocrine, paracrine et
endocrine. Cette phase de l'adipogenése est casgetépar I'expression des facteurs de
transcription PPAR et C/EBR:.. Leur expression serait induite par C/BBEt 5, puisque les
fibroblastes embryonnaires de souris déficientag @EBM et 6 n’expriment plus ces facteurs
(Tanakaet al, 1997). Il a été montré que I'expression de C/eBBgmente directement apres celle
de PPAR (Rosen and MacDougald, 2006). Toutefois, il a @gaint été montré que I'expression
de PPAR dans des cellules fibroblastiques déficientes #BB€u induit I'adipogenése, mais
l'inverse n’est pas vrai, ce qui sous-entend queBB4 induirait I'expression de PPARFarmer,
2006). Ces résultats divergeant laissent donc pegese PPAR et C/EBR controleraient

réciproquement leur expression, mais que PPgdrait le facteur dominant.

PPARy est exprimé tout au long de la vie de l'adipocyte est le facteur clé de
'adipogenese. Son expression est nécessaire Bsasié pour induire la différenciation des
préadipocytes, puisque cette derniere est inhilbedabsence de PPARet qu’a linverse son
expression suffit a induire I'adipogenése. Il exigieux isoformes de PPARIO a un promoteur
alternatif, PPAR-let PPAR-2. Bien que les deux isoformes soient expriméess da tissu
adipeux, seul PPAR2 est considéré comme un marqueur spécifiqueadigpbcyte. Toutefois, les
souris déficientes en PPAR possedent encore du tissu adipeux, suggéranPBédy-1 peut
compenser légérement la perte de PRRRGestaet al, 2007). PPAR participe a la fois aux
processus d'adipogenése, au maintien du métabolipidgiue et aux fonctions endocrines de
l'adipocyte mature. En effet, PPARest responsable de I'expression de plusieurs marsu
spécifigues des adipocytes tels que la protéine tdmsport des acide gras aP2, la
phosphoenolpyruvate carboxykina@@EPCK) et la LPL (Chawl&t al, 1994). PPAR jouerait
également le rble de capteur sensoriel de la rédgndique de I'adipocyte par interaction avec des
acides gras libres, qui peuvent ainsi modifier aotivité (Grimaldi, 2001). Dans la famille des
PPARs, il existe aussi PPARet PPAR, qui sont également exprimés par l'adipocyte. lls
joueraient un réle moindre dans l'adipogenése rsaraient essentiellement impliqgués dans le
métabolisme des lipides.

C/EBRu est, lui aussi, exprimé tout au long de la viel'ddipocyte et est impliqué dans
I'adipogenese. Son réle préedominant est d'indueepression de protéines impliquées dans la voie
de signalisation de I'insuline, et plus particutiérent le transporteur du glucose GLUT-4. En effet,
I'inactivation de C/EBR dans les adipocytes conduit a une insensibilii@suline de ces cellules,

mais sa réexpression rétablit ce phénomenediél, 1999).
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c) La différenciation adipocytaire brune

Bien que les étapes de l'adipogenese soient bieundentées a I'’heure actuelle, le
mécanisme transcriptionnel régissant la différdimavers un phénotype d’adipocyte blanc ou
brun est mal connu. Il semble que I'innervation pgthique jouerait un réle dans la différenciation
des préadipocytes en adipocytes brun. L’existerioe @grécurseur commun n’est pas encore
clairement définie. Il existe des facteurs de ttaption communs a la différenciation blanche et
brune, tel que PPAR par exemple. Il semble que C/HBPsoit aussi impligué dans la
différenciation des adipocytes bruns (Karamanlidisal, 2007). PPAR est principalement
exprimé dans le tissu adipeux brun comparé au aspeux blanc. Il semble intervenir dans la
différenciation des adipocytes bruns en induisémplession de génes impliqués danspia
oxydation (Kamijoet al, 2007). Le déterminisme de I'adipogenése vershémptype d’adipocyte
brun dépendrait du facteur de transcripti domain zinc finger protein J8RDM16), puisque la
surexpression de ce facteur au sein de preadipooydeit I'expression de marqueurs spécifiques
de I'adipocyte brun et supprime celle des génesifigpdes de I'adipocyte blanc (Seaeal, 2007).

Il apparait également que le facteur de transongtirkhead box CZFOXC2) soit impliqué dans
la différenciation des adipocytes brun. En effes, $ouris déficientes pour son géne sont maigres.
Elles ont un tissu adipeux qui ressemble a du tesipeux brun et leurs adipocytes blancs

possedent une activité thermogénique (Davial, 2004).

Certaines études ont pu montrer des points comruine le tissu adipeux brun et le tissu
musculaire. En effet, ils contiennent tous dewndmbreuses mitochondries, capables d’utiliser la
phosphorylation oxydative pour consommer de l'éigergt la thermogenese adaptative pour
produire de la chaleur. De plus, le tissu adipewx ket le tissu musculaire auraient en commun une
cellule progénitrice qui exprimerait le facteurtdenscriptionmyogenic factor §Myf5). Au sein de
ce progéniteur, I'expression du facteur de trapsom PRDM16 induit une différenciation en
adipocyte brun, alors que linactivation de ce dact conduit a un développement vers un
phénotype musculaire. De méme, des myoblastes pureant PRDM16 sont capables de se
différencier en adipocytes bruns (Seaieal, 2008).
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4) Le métabolisme lipidique

a) La lipogenése

La principale fonction du tissu adipeux est de lsdocles acides gras sous forme de
triglycérides lors d’un apport énergétique. Cesiggs sont synthétisés par un mécanisme appelé la

lipogenese. Elle fait intervenir des acides gradueglycérol-3-phosphate (G3-P).

Les acides gras proviennent de la circulation siaegat sont donc, en partie, issus des
lipides alimentaires. Au niveau de I'estomac, lagytcérides de 'alimentation commencent a étre
dégrader par les lipases gastrigues. La dégrada@orpoursuit au niveau de lintestin par
lintermédiaire des enzymes pancréatiques et dbs lskaires. On aboutit a la formation de
molécules d’acides gras et de monoglycérides, pkibles dans I'eau, qui vont s’associer avec les
sels biliaires pour former un mélange de micelles acides gras a courte chaine, parviennent a
entrer directement dans la circulation sanguinédsoseront transportés par I'albumine sérique. Les
micelles, elles, vont étre dissoutes au niveaunderovillosités des entérocytes grace a un gradient
de pH créé par des pompes a protons. Les acidedilggéaés peuvent franchir les membranes des
entérocytes et étre ainsi absorbés par diffusi@sipa ou par l'intermédiaire de transporteurs tels
que la protéine de liaison des acides gras intstifIFABP,intestinal fatty acid binding protein
la fatty acid translocase protein @ATP4) ou CD36 (Tsat al, 2004). Une fois dans la cellule
épithéliale intestinale, les acides gras sont astpar I'acyl-CoA synthase pour former des acyl-
coenzyme A (acyl-CoA). Dans le réticulum endoplagrei un monoglycéride, associé a deux
molécules d’acyl-CoA, va étre ré-estérifié par lanoglycéride acyltransférase pour former un
triglycéride. Ce dernier va s’associer a des liptgines de type ApoA et ApoB48 pour rejoindre la
circulation sanguine sous forme de chylomicron®{ki al, 2009).

Les acides gras de la circulation sanguine peus@ssi avoir une origine endogene et
provenir de la lipogenés#e novodu foie. Cette derniére permet la formation d’asigras a partir
du glucose. Ces acides gras vont alors formerraggcérides par association avec du glycérol. lls
vont alors se lier a des apolipoprotéines pour &rdes lipoprotéines de trés basse densité (VLDL,

very low density lipoprote)n

La synthese des triglycérides adipocytaires uttigec, soit les acides gras liés a I'albumine
circulant dans le sang, soit les triglycérides @nés dans la circulation sous forme de lipopro&ine
de type chylomicrons et VLDL. A la surface des wle¥ endothéliales est localisée la LPL

synthétisée par les adipocytes, qui hydrolyse tegytérides en glycérol et acides gras non
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estérifies. Ces derniers vont alors diffuser daadipocyte ou ils vont étre activés en acyl-CoA

(Thompsonet al, 2009). Le glycérol va, soit étre redirigé verddee ou il sera métabolisé, soit

pénétrer dans I'adipocyte ou il sera transform&e3P par la glycérol kinase (Figure 9).

Toutefois, les acides gras présents dans l'adipoggtuvent aussi provenir d'une synthése

endogene d’acides gras a partir du glucose. Leogupénétre dans la cellule par I'intermédiaire du

transporteur GLUT4, dont la translocation a la meanb est contrdlée par l'insuline. La réaction de

glycolyse transforme alors le glucose en pyruviitentre dans la mitochondrie ou il sera converti

en acétyl-CoA par la pyruvate déshydrogénase. €ekst transformé en citrate afin de sortir de la

mitochondrie. Dans le cytoplasme, le citrate estvedi en acétyl-CoA. Ce dernier est alors

transformé en malonyl-CoA par I'acétyl-CoA carbasgg. La réaction s'achéve par la formation

d’acyl-CoA par lafatty acid synthas@AS). De plus, la réaction de glycolyse du glectmurnit le

G-3P nécessaire a la formation des triglycéridegu(e 9).
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Figure 9. : La lipogenése.
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Le principal réle du tissu adipeux est de stocksiréservés énergétiques sous forme de triglys®(ide). Ces derniers

proviennent de la circulation sanguine. Avant lentrée dans l'adipocyte, le®ry low density proteifVLDL) sont

hydrolysé par la lipoprotéine lipase (LPL) afin fiemer des acides gras non estérifié (AGNE). Cauwent étre

convertis en acide gras (AG). Le glucose entres dladipocyte par I'intermédiaire du transporteerglucose GLUTA4.

Il est transformé en dihydroxyacétone phosphate APHpuis en glycérol-3P, nécessaire a la synthés@@. La

synthése d’AG peut aussi provenir de la transfaomalu glucose en AG grace a I'acétyl-CoA carbosgléACC) et a

la fatty acid synthaséFAS) (Féve and Mercier, 2007).
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La synthése des triglycérides a partir de G-3Pastides gras au sein de I'adipocyte débute
par la conversion du G-3P en acide lysophosphatdigLPA) par la glycerol phosphate
acyltransferase (GPAT). Le LPA formé va ensuite &tnsformé en acide phosphatidique (PA) par
I'acylglycerol phosphate acyltransferase (AGPT).atemsphatase de I'acide phosphatidique (PAP)
va déphosphorylé I'acide phosphatidique pour forchediacylglycérol (DAG). Ce dernier va alors
étre transformé en triacylglycérol, ou triglycésdear la diacylglycerol acyltransferase (DGAT).

Ce mecanisme est régulé par les catécholaminegreflipsuline. Les cathécholamines
exercent une action anti-lipogénique du fait d@raduction d’AMPc. L’activité de I'acétyl-CoA
carboxylase est inhibée par la protéine kinasekAjPtandis que I'insuline s’oppose a cet effet en

augmentant la translocation du transporteur awgIGLUT4.

b) La lipolyse

Lorsque les cellules de l'organisme ont besoin efge, celui-ci doit étre capable de
mobiliser les graisses de réserve pour que lesnesgpuissent en disposer. La lipolyse est le
phénomene par lequel les triglycérides sont hydéaslyen acides gras et glycérol. Elle fait intenveni
trois enzymes différentes : la lipase hormono-$dasi’adipose triglyceride lipas¢éATGL) et la
monoglycéride lipase (MGL). La LHS est capable diojyser les triglycérides et les diglycérides.
Sous sa forme inactive, elle est localisée dawmytgplasme. Une fois activée par phosphorylation,
elle migre a la surface de la vacuole lipidiquedigt al, 1992). L’activation de cette enzyme est
stimulée par les catécholamines. L’ATGL est capdtigdrolyser uniquement la premiére fonction
ester des triglycérides. Son existence a été siéspeapres la génération de souris déficientes en
LHS qui présentaient une lipolyse de base consestvaae accumulation de diglycérides au niveau
des adipocytes (Haemmend¢ al, 2002). Enfin, a MGL hydrolyse la derniére fonatiester des
monoglycérides.

La lipolyse aboutit donc a la formation d’acidesget de glycérol. Le glycérol est libéré
dans la circulation sanguine et redirigé vers lie ffin d’étre métabolisé en glucose lors de la
néoglucogenese. Les acides gras sont eux aussdid@ns le sang, sous forme non estérifiés, et
transportés par I'albumine jusqu’aux organes cilbdds que le foie et le muscle. La protéine de
transport des acides gras, aP2, favorise I'exporntates acides gras vers I'extérieur de I'adipocyte
Elle est capable de lier la LHS pour prévenir liaoalation des acides gras issus de la lipolyse au

niveau du cytoplasme (Baat al, 2005).
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Au niveau des cellules cibles, I'oxydation des asidjras au sein des mitochondries va
permettre la synthése d’énergie sous forme d’ATdp-oxydation des acides gras et le cycle de
Krebs conduisent a la production des coenzymesitseBlADH et FADH, La phosphorylation
oxydative de ces coenzymes va libérer des électiongont étre transférés a I'oxygene en passant
par la chaine respiratoire. Ce flux d’électronseané gradient électrochimique di a un transfert de
protons de la matrice vers I'espace intermembrandie retour des protons dans la matrice en
passant par 'ATP synthase entraine la productiamfe.

Toutefois, une partie des acides gras libérés 'pdipbcyte va étre recapturée par les
adipocytes et réestérifiée pour former des trigigas. || semble donc que la quantité d’acides gras
libérés dans la circulation est due a un équilédmtee la lipolyse et la réestérification (Zimmerman
et al, 2003).

Les catécholamines sont les effecteurs essentela tipolyse. Leur action lipolytique est
relayée par les récepteyrsadrénergiques, récepteurs a sept domaines trarisauesires couplés a
une protéine Gs de type stimulateur et a l'adéngyglase. A linverse, les récepteussa-
adrénergiques présentent un effet antilipolytiothe,fait de leur couplage a une protéine Gi a

activité inhibitrice de I'adénylyl cyclase (Langat al, 2000).

5) La fonction sécrétrice

Le tissu adipeux est capable de sécréter un gramibre de molécules bioactives d'origine
lipidiques mais surtout protéiques. Ces moléculmsvent étre produites par les adipocytes, mais
aussi par les cellules de la FSV. Les adipokinggotgent une cinquantaine de molécules
différentes et peuvent avoir des actions endocripagacrines et autocrines. Elles contrblent le
métabolisme, 'hnoméostasie énergétique, mais #asa inflammatoire du tissu adipeux (Trayhurn
and Wood, 2004). Nous allons résumer le role dexipales adipokines et citer leurs implications

dans I'obésité.

a) La leptine

La leptine est le produit du ge, dont la séquence est relativement bien consemtie
les especes (80% entre 'Homme, la souris et Je Edie est produite dans différents organes tels
gue le muscle, le foie, 'estomac, la glande mamenei le tissu adipeux brun. Cependant le tissu

adipeux blanc, par ses adipocytes, reste la pafeigource de leptine. Sa concentration
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plasmatique dépend donc de la masse adipeusendévitiu (Trayhurn and Beattie, 2001). La
production de leptine est contrélée par la commmsiet I'apport calorique des repas. Toutefois, ce
contrble se voit plus clairement chez la sourissquiapres un repas, le taux de leptine augmente,
alors que chez I'Homme, il faut appliquer un régihypercalorique pendant plusieurs jours pour
observer une augmentation de ce taux (Korbatitd, 1997). Ce contrble serait di a I'insuline, car
une augmentation du taux plasmatique de leptinelestrvée apres injection d’'insuline chez la
souris (Saladiret al, 1995). D’autres facteurs sont capables de stinkalproduction de leptine, tel
gue le glucose, les glucocorticoides, les cestragdedgumor necrosis factor alph&TNFa) et
l'interleukine-1. En revanche, sa production pdtg énhibée en réponse au jelne ou au froid, ainsi
gue par le systeme nerveux sympathique, les agidsdibres et les PPARs.

La leptine agit au niveau de son récepteur, ObBRé qar le gen®b. Il est exprimé dans
'ensemble des tissus périphériques, ce qui sugtgEsections diverses et variées afin de contréler
le métabolisme lipidique. Au niveau du systéme eexvcentral, la leptine est une hormone de la
satiété qui exerce un rétrocontrole hypothalamigel®n la masse adipeuse. Comme expliqué
préecédemment (Chapitre 1.B.2), elle agit au niveaunoyau arqué de I'hypothalamus, région
impliquée dans le contréle de la prise alimentditie stimule également la dépense énergétique en
agissant sur le systeme nerveux sympathique etisavutilisation des lipides par rapport aux
glucides, afin d’aboutir a un bilan énergétique at#g(Reidy and Weber, 2000). De ce fait,
I'injection de leptine chez le rat entraine une raagtation des dépenses énergétiques et une
diminution de l'appétit, conduisant a une réductotm la masse adipeuse et du poids corporel
(Rajala and Scherer, 2003). Au niveau périphériceles peut inhiber I'expression de ADD-
1/SERBP-1 dans le tissu adipeux et d’autres titsgsque le foie et le pancréas, afin d’inhiber la
lipogenese (Kakumat al, 2000). Elle augmente la lipolyse au niveau degaagtes (Martinezt
al., 2000). Elle stimule I'oxydation des acides grasslle muscle, mais aussi le transport du
glucose dans le muscle et contrble sa sensibilitésuline. Elle peut également agir au niveau des
cellulesp des ilots de Langerhans du pancréas afin d’inHédbesécrétion d’insuline (Laet al,
2001) (Minokoshiet al, 2002). Enfin, la leptine est capable de stimliéargiogenése nécessaire a

'expansion de la masse grasse (Boulouatial, 1998).

Dans le cas de 'obésité, la concentration enreptist augmentée et semble caractéristique
de I'hypertrophie adipocytaire (Friedman, 2002)r Bas effets sur la régulation de la prise
alimentaire et sur le métabolisme énergétiquegpdiie pourrait étre utilisée dans les traitements
contre l'obésité. En effet, l'utilisation de leptirecombinante chez des patients, sujets a une
déficience en leptine, est efficace contre l'olgs{Gordon, 1997). Toutefois, l'une des

caractéristiques de l'obésité est le développerdanmie résistance centrale a la leptine a partir
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d’'une certaine concentration plasmatique. Les raigte I'apparition de cette résistance ne sont pas
encore entierement élucidées. Elle pourrait pravdnin défaut de transport de la leptine, d’'une
diminution de I'expression de ses récepteurs on dé&faut de la voie de signalisation du récepteur
(Bankset al, 1999).

La leptine semble jouer un réle dans I'état inflamtoire du tissu adipeux au cours de
I'obésité. Elle stimule I'inflammation par I'inducin de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire
au niveau des macrophages (Fantuzzi and Faggiaon)2

b) L’adiponectine

L’adiponectine est connue sous différents nomsfailude sa découverte simultanée par
différentes équipes ; elle porte donc les nonadigiocyte complement-related protein of 30kDa
(Acrp30) ou d’AdipoQ chez la souris et delatin-binding protein 28§GBP-28) ou dadipose most
abundant gene transcript (apM1) chez 'Homme. Elle est produite au niveautidsu adipeux et
représente 0,01% des protéines plasmatiques tolalagefois, elle semble étre plus exprimée dans
le tissu adipeux sous-cutané que dans le tissiéralkgLihn et al, 2004). L'adiponectine est
sécrétée uniguement par les adipocytes différenci#me s'il a été observé une sécrétion
d’adiponectine par les cellules de la FSV. En ef& cellules de la FSV semblent capables de la
capter puis de la libérer ultérieurement (Fain,&00

L’adiponectine agit au niveau de ses récepteurpdRiil et 2. Dans le foie et le muscle,
'adiponectine est capable d’augmenter la sentbifi I'insuline, de stimuler I'utilisation du
glucose, d’augmenter le transport et I'oxydatiors deides gras du muscle et de réduire la

production de glucose par le foie (Fruebisal, 2001) ; (Combet al, 2001).

Il existe une corrélation inverse entre le tauwddanectine et le degré d’obésité, puisque le
taux d’adiponectine est plus faible chez les suptdes souris obeses (Aritat al, 1999).
L’apparition du diabete de type 2 serait précédéyme diminution du taux d’adiponectine. Ce
résultat suggere que la baisse de l'adiponectin@miserait pas la conséquence mais la cause du
développement de la résistance a linsuline (Ligdst al, 2002). L’injection d’adiponectine
recombinante chez des souris insulino-résistarsiesapable de rétablir les anomalies métaboliques
(Yamauchiet al, 2001). De méme, l'utilisation des thiazolidinetés dans le traitement de
l'insulino-résistance conduit a une augmentatioriadix d’adiponectine (Kershaw and Flier, 2004).

Il semble que les glucocorticoides et les agons@drénergiques, connus pour étre impliqués dans
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le mécanisme de résistance a l'insuline, partidigefiinhibition de I'expression d’adiponectine
(Fasshaueet al, 2001) ; (Fasshauet al, 2002).

L’adiponectine semble jouer un rble dans la modutate l'inflammation de la masse
adipeuse en expansion. Elle induit la sécrétiorydekines anti-inflammatoires, tout en inhibant
I'expression de cytokines pro-inflammatoires. Desplelle peut réduire I'expression des molécules
d’adhésion de I'endothélium afin d’inhiber le relenmment des monocytes (Tilg and Moschen,
2006)

c) La résistine

La résistine est principalement sécrétée au nideatissu adipeux, mais elle I'est aussi au
niveau du cerveau, du muscle squelettique, desplnicréatiques, du tractus digestif et des glandes
surrénales. Dans la masse adipeuse de sourigd@de est responsable de la sécrétion de résistine
(Steppanet al, 2001). Chez I'Homme, certaines études montrenrellgu proviendrait des
macrophages du tissu adipeux (Cwetatl, 2006). Tandis que d’autres observent une séorétio
niveau des adipocytes (Pagagipal, 2005). Une augmentation de I'expression de |astiése est
observée au cours de I'adipogenése. La résistipderde métabolisme glucidigue en modulant la

sensibilité a I'insuline du foie et du muscle setiedue.(Steppaet al, 2001)

Son réle métabolique serait a I'origine du déveppnt d’'une insensibilité a I'insuline.
Chez des souris obéses, le taux plasmatique ddimésest augmenté. Elle réduit la capture des
acides gras dans le muscle, ainsi que leur métabeli Cet effet serait alors responsable d’une
insulino-résistance au niveau du foie (Satoal, 2005). L'utilisation d’anticorps neutralisants la
résistine permet 'amélioration de la sensibilitér@gsuline (Rajala and Scherer, 2003). A l'inverse
I'injection de résistine recombinante chez la s®yriovoque une production accrue de glucose au
niveau du foie, ce qui induit alors une insulineiséance hépatique (Rangwata al, 2004).In
vitro, la résistine est capable de perturber la voisigiealisation de I'insuline, ce qui entraine une
insensibilité a I'insuline des cellules 3T3-L1.

La résistine joue un réle dans linflammation asSeca l'obésité. Elle augmente
I'expression de molécules d’adhésion au niveauatelbthélium afin d’accroitre l'infiltration de
macrophages (Tilg and Moschen, 2006). Elle jouesiaus rdle direct sur ces macrophages en
stimulant la sécrétion de cytokines pro-inflammawitelles que le TNFet I'interleukine-6 (IL-6)
(Silswalet al, 2005).
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d) L’apeline

L’apeline est retrouvée dans le systeme nerveukaeminsi que dans divers organes au
niveau périphérique tels que le cceur, les reinstebtin, les poumons, les ovaires, la glande
mammaire en lactation, les testicules et le tisdypeax. En niveau du tissu adipeux, elle est
principalement sécrétée par les adipocytes, mast Hussi par les cellules de la FSV. Elle est le
ligand du récepteur APJ. Ce dernier est localises da systéme nerveux central, la rate, le thymus,
le colon, le systéme cardiovasculaire, les ovalesstesticules et le tissu adipeux (Kawarnreital,
2001). La large répartition de I'apeline et de sécepteur au sein de I'organisme témoigne de leur
implication dans divers phénomeénes biologiquesjolient, par exemple, un réle dans le systéme
cardiovasculaire ou ils régulent la pression agtiériet la fréquence cardiaque (Castan-Lawetll
al., 2005).

Au niveau du métabolisme énergétique, I'apelineldenouer un réle dans le contrdle de la
prise alimentaire (Taheet al, 2002). Il semble exister une régulation récipmda I'expression de
I'apeline et de I'insuline. L'expression de I'ap®di est, en partie, sous la dépendance de I'insetine
son taux plasmatique varie en fonction de celul'idsuline. En effet, la destruction des filots de
Langerhans du pancréas producteur d’insuline inchatbaisse de I'expression d’apeline au niveau
des adipocytes (Bouchet al, 2005). D’autre part, I'apeline semble inhibesécrétion d’insuline
au niveau du pancréas apres une injection de gludwez la souris (Sorhede Winzetlal, 2005).

De plus, elle améliore I'action de l'insuline aweau du muscle squelettique et du tissu adipeux. Ce

mécanisme induit 'augmentation du stockage duageau sein des tissus (Detyal, 2008).

Au cours de l'obésité, la masse grasse et le tansuline augmentant, le taux d’apeline
plasmatique augmente. Toutefois, la régulation'@gtession de I'apeline et de son récepteur par
linsuline semble modifiée au cours du développendm I'insulino-résistance, et ce de facon
différente selon le tissu. Dans le muscle, I'expi@s d’APJ est diminuée chez les souris insulino-
résistantes et diabétiques, alors que celle dellldiminue seulement chez les souris diabétiques
L’expression d’APJ et de son ligand sont augmedas le tissu adipeux de souris présentant une
insensibilité a I'insuline due a un régime hypeadique, mais pas chez la souris diabétique. Ces
résultats laissent penser que I'expression dellimdevient moins sensible a I'insuline au cowrs d
développement du diabete (Draal, 2010). De plus, son expression est régulée pBNFk, qui
est connu comme un acteur important dans la miggaee de l'insulino-résistance (Daviaatial,
2006).
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e)Le TNFx

Le TNFu soluble est obtenu aprés clivage de sa forme namabe. |l est défini comme une
cytokine pro-inflammatoire et est principalementréée par les cellules du systéme immunitaire.
Au sein du tissu adipeux, il est produit par lefutes de la FSV et particulierement par les
macrophages (Fain, 2006). Il est également hommigectine ou cachexine, pour son rdle dans la
cachexie (état se caractérisant par la faiblesséa emalnutrition) et est impliqué dans le
métabolisme lipidiqueln vitro, le TNFu est exprimé dans les préadipocytes et son expresst
peu augmentée au cours de l'adipogenése (ldulbg, 1999). Il inhibe I'adipogenése en modulant
l'activité de PPAR et de certains médiateurs anti-adipogéniques geés GATA2 et GATA3
(Cawthornet al, 2007). Il est aussi impliqué dans la dédiffération des adipocytes. Au niveau du
tissu adipeux, il est capable d’inhiber I'expressite genes impliqués dans la lipogenése et dans le
stockage des acides gras, tout en activant ceubiguéis dans la lipolyse. Dans le foie, il inhibe la
capture du glucose et I'oxydation des acides grass active la synthése d’acides gras (Sethi and
Hotamisligil, 1999). Il permet ainsi de limiter Xpansion du tissu adipeux en augmentant le taux
d’acides gras circulants.

by

Au cours de l'obésité, 'augmentation de masse sgrasonduit a l'augmentation de
'expression du TNE& Son role physiologigue normal est alors exaceeébéparticipe a
I'établissement de l'insulino-résistance, du faat lhccumulation d’acides gras libres. De plus, le
TNFa, est capable de moduler la sensibilité a l'ingulifi inhibe la voie de signalisation de
'insuline en déphosphorylant le récepteur a I'limmi (Lang et al, 1992) et diminue ainsi la
translocation du récepteur au glucose (Rearal, 2002). En effet, les souris obeses insulino-
résisantes présentent un fort taux plasmatique MRoT A l'inverse, les souris obéses, dans
lesquelles le géne codant pour le TNJu pour son récepteur est inactivé, sont caraégsipar une
meilleure tolérance au glucose due a I'amélioratienleur sensibilité a I'insuline (Kershaw and
Flier, 2004).

Au niveau de linflammation, il induit I'expressiot’autres cytokines pro-inflammatoires

comme l'IL-6 (Langin and Arner, 2006).

f) L'interleukine-6

L’IL-6 joue un rble dans l'inflammation et la régtilon des cellules T et B. Elle est entre
autre secrétée au niveau du tissu adipeux, parelades de la FSV et par les adipocytes. Il a été

observé une différence de sécrétion d’IL-6 selolodalisation du tissu adipeux. Le tissu adipeux
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sous-cutané serait le site principal d’expressidbh-@l sauf dans les cas de forte obésité ou la
sécrétion du tissu viscéral devient plus importgRten, 2006). Elle posséde les mémes propriétés
physiologiques que le TN#Elle joue un rdle inhibiteur sur 'adipogenésgig une action paracrine
des adipocytes sur les préadipocytes (Sopasakis 2004). Elle active la lipolyse du tissu adipeux
et inhibe la lipogenese, augmentant ainsi les t@axides gras circulants. Son expression est
induite par le TNE, les glucocorticoides, les cathécholamines maissiapar les PPARs
(Klimcakovaet al, 2007). En plus de son réle périphérique, ellebderagir dans la régulation du

meétabolisme énergétique au niveau du systeme neopegural (Walleniugt al, 2002).

Par son action stimulatrice de la lipolyse et paugmentation de sa concentration
plasmatique chez le sujet obése, I'lL-6 particifiesia développement de la résistance a l'insuline.
Tout comme le TNE&, elle diminue la sensibilité a l'insuline en maoatui la voie de signalisation de
'insuline et en augmentant I'expression slippressor of cytokine signaling(S80OCS-3) (Senmt
al., 2003). Toutefois, au niveau du muscle son rabebde différent. En effet, le muscle en exercice

sécrete de I'lL-6 et sa sensibilité a I'insuliné @sgmentée (Rudermaet al, 2006).

g) Le MCP-1

MCP-1 est une chimiokine produite et sécrétée geanitre, au niveau du tissu adipeux. Les
macrophages la sécréte afin d’'induire le recruténdennouveaux monocytes. Elle augmente la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par lecnophages dont elle stimule le recrutement
(Shoelsoret al, 2006).

Son expression est augmentée dans les modelessiiébElle participe activement a
linflammation du tissu adipeux obése. Dans ce igernelle inhibe la différenciation des
préadipocytes en réprimant I'expression des fastdartranscription impliqués dans I'adipogenese.
Son réle physiologique dans le tissu adipeux 'y dans la mise en place de linsulino-
résistance. En effet, elle jouerait aussi un r@lesda sensibilité a I'insuline en modifiant la @aie
signalisation de I'insuline et la translocation@eUT4 (Sartipy and Loskutoff, 2003).

MCP-1 est aussi sécrétée par le tissu adipeuxgsenNaire et pourrait donc jouer un role

dans le développement des maladies cardiovasailaire
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6) La contribution du tissu adipeux dans I'obésité

a) La plasticité

L’'obésité est une expansion du tissu adipeux dligwaen réponse a un apport calorique
excessif. Pour faire face a ce besoin de stockagmétique, le tissu adipeux peut mettre en place
deux mécanismes différents. D’une part, 'adipo@gecapable d’augmenter considérablement son
volume par hypertrophie adipocytaire. D'autre plhyperplasie est le phénoméne par lequel le
nombre d’adipocytes augmente. L’hyperplasie estsid#née comme un mécanisme normal
d’expansion du tissu adipeux qui a lieu au courgiéweloppement lors de la phase fcetale, post-
natale et a I'adolescence. Elle fait intervenidifeogenése, qui résulte de la prolifération puisade
différenciation des préadipocytes pour donner deveaux adipocytes matures. L’hypertrophie,
elle, est considérée comme un processus pathobgigapansion de la masse grasse en réponse a
un exces d’apport calorique (Figure 10).

Toutefois, hypertrophie et hyperplasie semblento@éss dans le développement de

I'obésité, mais bon nombre d’études apportent dsgliats contradictoires et controversés.

Thazn slipgier nonmal

LE il des Gudipo vl L poapkesy des wlipioeds

Figure 10 : Processus d'expansion du tissu adipeux.

La croissance du tissu adipeux peut se faire paertipphie et/ou hyperplasie des adipocytes.

En 1971, des expériences sur 'lHomme ont permisndetrer que, suite a un régime

hypercalorique, I'expansion du tissu adipeux éagtompagnée par une augmentation uniforme de
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la taille des adipocytes mais pas du nombre d’'ayies. Il en est de méme lors de la perte de
poids, ou le volume des adipocytes diminue maidgaasnombre (Salanst al, 1971).

Une autre étude chez 'Homme adulte, prenant erptoitige de survenu de I'obésité, a
permis de découvrir deux profil d'obésité. Le premest une obésité hypertrophique caractérisée
par une survenue de l'obésité a I'age adulte. loorsd est une obésité hyperplasique due a un

développement de I'obésité au cours de 'adolese€alanst al, 1973).

Bien que I'hypercellularité du tissu adipeux sagractéristique des obésités survenues a
'adolescence, I'hyperplasie a commenceé a étree miscompte dans le processus pathologique de
l'obésité. En effet, le tissu adipeux de sujetsselse dont I'obésité est survenue a I'age adulte,
peuvent présenter une hyperplasie. La théorie dlla critique des adipocytes a alors vu le jour.
Les adipocytes seraient caractérisés génétigugmaenin volume maximal qu’ils ne pourraient pas
dépasser. Lorsque la capacité maximale de stockageadipocytes est atteinte, mais que la
consommation calorique reste élevée, I'hyperplasienet en place pour aider a stocker les acides
gras (Hirsch and Batchelor, 1976). La prolifératieinl’adipogenése des préadipocytes du tissu
adipeux seraient stimulées par des facteurs anescret paracrines sécrétés par les adipocytes
hypertrophiés (Marquest al, 1998), mais aussi par des facteurs circulangaetes stimulations
neurales (Hausmaaet al, 2001). De plusin vitro, les acides gras saturés et insaturés a longues
chaines jouent un rdle pro-adipogénique, en augmernitexpansion clonale mitotique des
préadipocytes et I'expression des génes spécifigeekadipogenése. Cette approche permettrait
d’expliquer le mécanisme obserirevivo qui lie 'augmentation des taux d’acides grasutants
lors de régime alimentaire riche en graisse eélebppement d’'une obésité hyperplasique (Amri
et al, 1994).

Toutefois, il semble que l'utilisation d’'un régimiehe en graisse induise plutét une obésité
hypertrophique (Imagt al, 2001). Plus récemment, une étude a remis en tatiséorie de Hirsch
en remettant au godt du jour celle de Salans. H&te l'intégration du carbone 14 dans le tissu
adipeux de patients obéses a mis en évidence aqumribre d’adipocytes changeait a I'enfance et a
I'adolescence, mais reste constant a I'age adhkéz tes patients minces et obéses. De plus, une
perte de poids de ces patients résulte en une ulimmdu volume des adipocytes mais pas de leur
nombre (Spaldingt al, 2008).

En résumé, la contribution de I'hypertrophie etl'tigperplasie dans le développement de
I'obésité est encore mal connue a I'heure actudlligemble que la tendance a I'hypertrophie et a

I'hyperplasie varie selon la localisation des déitipeux (DiGirolamet al, 1998).
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b) L'inflammation

Comme tous les tissus, le tissu adipeux est i@fiiar des macrophages chargés de surveiller
l'intégrité cellulaire. Bien que leur réle n’ait p@ncore été clairement défini, il a été obsenetlqu
nombre de macrophages augmente proportionnelleddiMC et a la taille des adipocytes
(Cancello et al, 2005). Lorsque l'adipocyte augmente de volume,f@ation sécrétrice est
perturbée. Une augmentation de la sécrétion de M@Pde TNk a alors lieu, ce qui crée un
environnement pro-inflammatoire. MCP-1 va induigenhigration de nouveaux macrophages, qui
peuvent alors constituer plus de 50% de la pomuriatellulaire du tissu adipeux. Les macrophages
vont eux aussi sécréter du T&yFce qui va exacerber le phénoméne inflammatoinésqoe le
TNFa est capable d’induire la sécrétion d’autres cytekiinflammatoires telles que I'lL-6. D’aprés
le réle néfaste du TNFdans le métabolisme lipidique décrit précédemmneerbmme nous allons
le voir ultérieurement, cet état pro-inflammataihe tissu adipeux semble jouer un réle important
dans le développement de linsulino-résistance césoa I'obésité (Guilhermet al, 2008).
Toutefois, il existerait deux populations différemtde macrophages au sein du tissu adipeux, une
dite pro-inflammatoire M1 et l'autre dite anti-iafhmatoire M2. Chez la souris, l'utilisation d’'une
alimentation riche en graisse induit le développ@nde I'insulino-résistance et une transformation
des macrophages anti-inflammatoires M2 en macragshago-inflammatoires M1 (Lumergg al,
2007). Par contre, chez I'Homme, l'obésité s’'accagne plutbt d’'une augmentation de la
population de macrophages anti-inflammatoires. &eltat indiqgue donc que la transformation des
macrophages M2 en M1 serait une conséquence dellio-résistance plutét qu'une cause de son

développement (Bourlieat al, 2008).

Un autre rdle des macrophages dans la plasticitéssiu adipeux a été décrit. Il semble que
'augmentation de la mort cellulaire des adipocydes fonction de leur volume. Ainsi, il a été
montré que PPAR jouerait un role pro-apoptotique sur les adiposytgpertrophiés dont la
capacité de stockage est limitée (Okuwal, 1998). Les macrophages pourraient alors participe
au recyclage de ces adipocytes. En effet, chezniitde et la souris, les macrophages sont
préférentiellement localisés a proximité des adypex nécrotiques. lIs fusionnent afin de former
une cellule géante multinucléée capable de séguestrde recycler les gouttelettes lipidiques
résiduelles des adipocytes (Cieti al, 2005). Par conséquent, la présence des celld@astes
seraient un marqueur de l'inflammation chroniqusoage a I'obésité. Toutefois, ce résultat est
remis en cause par une étude qui montre que lsopiop d’adipocytes nécrotiques ne varie pas

entre les tissus adipeux de sujets minces et o®paklinget al, 2008).
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c) L’hypoxie

Le tissu adipeux est probablement I'organe le plascularisé de I'organisme puisque
chaque adipocyte est entouré par des capillairexpansion de la masse grasse au cours de
'obésité nécessite donc I'expansion de son réseaaulaire. Ce dernier joue un réle important
dans le développement et la fonction du tissu adipour cela, il existe une interaction réciproque
entre les cellules endothéliales et les adipooyitekes sécrétions de différents facteurs (Cao, 2010).
Ainsi, un remodelage du réseau vasculaire peut fireode flux sanguin, qui contrdle alors le
nombre et la taille des adipocytes, ce qui modale expansion ou sa réduction. De méme, une
modification de la masse grasse modifie la fonctsstréetoire de I'adipocyte, ce qui a des

répercussions sur I'angiogenése.

En effet, les adipocytes, les cellules de la FS\estcellules immunitaires sécrétent des
facteurs pro-angiogéniques tels quesdescular endothelial growth factqVEGF) et lefibroblast
growth factor (FGF) qui vont stimuler la formation de nouveauaisgeaux. Des adipokines
sécrétées par les adipocytes, comme la leptirgerésistine, peuvent aussi stimuler 'angiogenése e
moduler la survie vasculaire (Cast al, 2001). De plus, la leptine est capable d’augnrente
'expression de VEGF, pour agir ainsi en synerditeffi et al, 2005). Le tissu adipeux sécrete
egalement des facteurs qui inhibent I'angiogengsds, que leplasminogen activator inhibitor-1
(PAI-1) et la thrombospondine. Le rdle de l'adipctiree est plus controversé puisqu’elle a été
décrite a la fois comme un facteur angiogéniquecfOet al, 2004) et un facteur inhibant
'angiogenése (Brakenhielret al, 2004). Les propriétés angiogéniques opposéesfatsurs
sécrétés par le tissu adipeux implique donc unela&gn de I'expression des facteurs pro-
angiogéniques et une inhibition de I'expression fdeteurs anti-angiogéniques lors de I'expansion
de la masse graisseuse. En effet, chez la solindudtion de I'angiogenese du tissu adipeux
stimulée par le froid induit une augmentation dexpiression de VEGF et une inhibition de la
thrombospondine (Xuet al, 2009).

Réciproguement, le réseau vasculaire contribueadipbgenése. Son principal rble est
d’apporter I'oxygéne et les nutriments nécessaaesfonctionnement de l'organe. Le plasma
sanguin contient des facteurs de croissance atydielsines qui permettent la croissance et la survie
des adipocytes. Le sang transporte également Hekesesouches deérivées de la moelle osseuse qui
peuvent se différencier en préadipocytes, en agltpemu en cellules endothéliales (Tastgal,
2008). De plus, les cellules endothéliales desseaisx en formation produisent une variété de
facteurs de croissance et de cytokines qui agiskemhaniere paracrine sur les adipocytes pour

promouvoir leur croissance et leur expansion (2a0y) (Figure 11).
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Figure 11 : Mécanisme de régulation de l'angiogenégar le tissu adipeux.

Le tissu adipeux secrete des facteurs qui vontugin’angiogenése afin d’assurer le transport’'drybene et des
nutriments dont le tissu adipeux a besoin. Lesulesl endothéliales sécrétent également des facteflugncant

'expansion de la masse grasse. VE@&stular endothelial growth factprFGF (ibroblast growth factoy et PAI-1

(plasminogen activator inhibitorj1D’apres (Cao, 2007).

Lorsque le tissu adipeux croit mais que l'angiogenae suit pas, il se développe un
environnement hypoxique caractérisé par I'expressia facteur induit par I'hypoxie (HIF-1,
hypoxia-induced factor )1 Ce dernier est le plus important régulateur thgpbxie et de
’lhoméostasie de I'oxygene. C’est un facteur dadcaption hétérodimérique constitué d’'une sous-
unité o, dont la dégradation est controlée par la tenaubxygene, et d’'une sous-unfigKaelin
and Ratcliffe, 2008). Il induit I'expression de fagrs pro-angiogéniques tels que VEGF. Il a été
observé que l'expression d'adipokines pro-inflanwitas et pro-angiogéniques, telles que la
leptine, I'lL-6, PAI-1 et VEGF, est augmentée emdition hypoxique (Lolmedest al, 2003).
Toutefois, des expériencasvivoont permis d’identifier un nouveau réle d’HIF-1. saractivation
de la sous-unité de HIF-1 chez la souris induit, non pas I'expressies facteurs angiogéniques,
mais une réponse fibrotique, caractérisée par tasgion de I'élastine, des collagénes | et Ill, de
l'inhibiteur de la métalloprotéinase | et des facgede croissance du tissu conjonctif. L'induction
de cette fibrose stimule l'infiltration de macropglea et I'état inflammatoire du tissu adipeux
(Halberget al, 2009).
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Du fait de son rble sur la genese et la fonction tdgu adipeux, ainsi que dans
linflammation, un défaut de I'angiogenese et dseau vasculaire, en général, peut contribuer a

'apparition du phénomene d’insulino-résistance.

D. Une conséquence de I'obésité : la résistance a suline

1) L’homéostasie glucidique

L’homéostasie glucidique fait intervenir différemg&canismes afin de maintenir un taux de
glucose sanguin a I'équilibre. L’'organisme doitshigérer les changements de flux glucidique, que
ce soit lors des repas ou en période de jelne.ejan, il doit détecter I'entrée de glucose lags d
repas et transmettre les signaux nécessaires @iisation aux organes cibles. D’autre part, iltdo
stimuler les organes producteurs de glucose emg®ril’apport nul de glucose. Le maintien de

I'équilibre glycémique est sous le contréle dediitine et du glucagon.

L’insuline est une hormone hypoglycémiante sécrgiae les cellulesy des ilots de
Langerhans du pancréas lorsque la glycémie sanguigenente. Elle favorise la clairance du
glucose par son utilisation ou son stockage ensagisau niveau du foie, du muscle et du tissu
adipeux. Elle se fixe au niveau de son récepteuguRappartient a la famille des récepteurs
tyrosine-kinase, ce qui déclenche son autophosfatmny. Cette activation du récepteur IR active
trois voies de signalisation. Les deux premieregliguent I'activité tyrosine-kinase de I'IR, qui
induit la phosphorylation des effecteunsulin receptor substrate§RS). Dans la premiere voie,
IRS phosphoryle et active fghosphatidylinositol triphosphate kinagkl-3K), qui va a son tour
phosphoryler Igphosphoinositide dependant kinaséPDK1). La PDK1 va alors activer la protéine
kinase B (Akt/PKB), qui va alors phosphoryler dewyenes du métabolisme glucidique. La
seconde induit la prolifération cellulaire par ténmédiaire de I'interaction d’IRS avec la protéine
d’adaptation Grb2 et la protéiremn of sevenles&SOS), ce qui induit I'activation de Ras et des
mitogen-activated protein kinagMAPK) (Figure 12). La troisieme voie, elle, imglie la fixation
d’'un proto-oncogene, leasitas B-lineage lymphon{&€bl) a I'IR via sa protéine associée (CAR,
Cbl-associated prote)n Il y a alors phosphorylation du complexe CAP-Chui va alors se
transloquer a la membrane pour interagir avecd&preCT10 regulator of kinaséCrk) au niveau
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du complexe Crk-C3G-TC10. TC10 va alors induirdrénslocation a la membrane de vésicules
contenant le transporteur au glucose GLUT4 (Saltel Kahn, 2001) (Figure 13).
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Figure 12 : Les voies de signalisation du réceptedrl'insuline.

Par l'intermédiaire de ihsulin receptor substrate@RS), I'activation du récepteur a l'insuline (IR)duit I'activation

de la voie de Ras/MAPKn{itogen-activated protein kingsafin de stimuler la prolifération cellulaire. RS peut
également activer lphosphatidylinositol triphosphate kinagPI3K), qui va a son tour activer la voie Akt. teet
derniére va alors phosphoryler des enzymes du wi&ate glucidique. (SOSson of sevenlessGTP: guanosine

triphosphate ;SH: Src homology PDKL1 :phosphoinositide dependant kinase-1p'aprés (Kasuga, 2006)
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Figure 13 : Translocation du transporteur au glucos GLUT4.

L’activation du récepteur a I'insuline induit laatrslocation du transporteur du glucose GLUT4. Retls, il interagit
avec le proto-oncogérmasitas B-lineage lymphon{&bl) via sa protéine associée (CARCbl-associated protejnll

y a alors phosphorylation du complexe CAP-Cbl,\qualors interagir avec la protéi@d 10 regulator of kinas€Crk).

Ce dernier fait partie du complexe Crk-C3G-TC10,\uinduire la translocation du transporteur aucgbe GLUTA4.
Mettre abréviation®’aprés (Saltiel and Kahn, 2001)
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Au niveau du muscle, l'insuline va induire I'expsemn de genes impliqués dans la synthése
du glycogéne, la glycolyse et I'oxydation mitochaate. En parallele, la translocation du
transporteur GLUT4 est induite pour favoriser liéet de glucose. Ce dernier va étre métabolisé
soit dans la glycogénogenese pour produire du gBme, soit dans la glycolyse pour former du
pyruvate, ainsi que du NADHet du FADH. Ce pyruvate va étre utilisé dans le cycle de Kreb
tandis que le NADHK et le FADH sont oxydés dans la chaine respiratoire pour foded’ATP
(Thironeet al, 2006).

Dans les cellules du foie, I'insuline a une douddéon, puisqu’elle est capable d’inhiber la
production de glucose par la glycogénolyse et aghiogenese, tout en activant I'utilisation et le
stockage du glucose. Tout comme dans le musoéeaedive des facteurs de transcription impliqués
dans la synthése du glycogéne, la glycolyse etytlakion mitochondriale, afin de produire du
glycogéne et de 'ATP. Elle stimule également |gofienésele novoqui permet la production
d’acides gras a partir du glucose.

Dans les adipocytes, linsuline induit I'entrée dgucose par l'augmentation de la
translocation du transporteur GLUT4. Le glucossaig, servir a produire du G3-P pour la synthéese
de triglycéride, soit étre utilisé dans la glyc@ysuis dans la lipogenese novopour former des
acides gras. Ces acides gras vont se coupler aa @8 former des triglycérides. Tout comme
dans le foie, elle stimule la lipogené&tnovoen activant I'expression de gene lipogéniqueguel
SREBP-1, qui va activer I'expression de la FAS (feset al, 2004).

Le glucagon est une hormone hyperglycémiante s&cngar les cellules du pancréas
lorsque les taux de glucose sont bas, en périogieide par exemple. Il agit au niveau du foie pour
stimuler la production de glucose en activant lgcgfjiénolyse et la néoglucogenése, tout en

inhibant la glycogénogenése et la glycolyse (Queestdl, 2008).

L’insuline et le glucagon sont donc au centre HeMéostasie glucidique (Figure 14). Cette
derniére est étroitement liée a 'homéostasie ilipid, du fait du réle prépondérant du glucose dans
la lipogenese au niveau du tissu adipeux et du. foi@suline est également capable d’agir
directement sur la lipolyse et la lipogenése. Btiemule l'activité de la LPL au niveau du tissu
adipeux et inhibe la triglycéride lipase impliquisns la lipolyse hépatique. Notons également que
linsuline stimule I'expression de PPARqui est impliqué dans le maintien du métabolisme
lipidique et des fonctions endocrines de l'adipeayature (Rieusset al, 1999). Une dérégulation
de l'activité de l'insuline conduit donc a une dgrkation du contréle de la glycémie, ce qui peut
avoir des répercussions graves sur la sensib@iseodganes. Un défaut de sécrétion ou d’action de
l'insuline provoque une mauvaise utilisation duagise et une dérégulation de la synthése des

acides gras.
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Figure 14 : Régulation de la glycémie.
Les variations de la glycémie sont détectées parctdlules des ilots de Langerhans du pancréas.célsles a
sécretent le glucagon afin d’augmenter la glycéras cellulesp sécrétent I'insuline qui favorise le stockage du

glucose afin de faire baisser la glycémie.
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2) L'insulino-résistance

La résistance a l'insuline est caractérisée pdaiteque les organes cibles de l'insuline ne
répondent plus correctement face a la stimulat®gatte hormone. Cette résistance peut étre plus
ou moins sévere selon le stade de développemdatobthe principalement le foie, le muscle et le
tissu adipeux. Elle aboutit a une hyperglycémie alua défaut de capture du glucose par le muscle,
a une production accrue de glucose par le foiesi gm'a une augmentation du taux d’acides gras

circulants due a une lipolyse accrue du tissu adig&uilhermeet al, 2008).

L’insulino-résistance est un facteur de risque omagie développement du diabéte de type 2.
La mise en place du phénomeéne de résistance alifiesest un phénomeéne progressif et longtemps
asymptomatique, qui succede en geneéral a I'obébitatefois, tous les obéses ne deviennent pas
diabétiques car I'organisme est programmeé poue fi@ce a ce type de déreglements. Cependant,
dans certaines conditions physiologiques et patigles, la voie de signalisation de I'insuline peut
étre altérée. Au niveau des organes cibles, I'alesele réponse a l'insuline se manifeste par un
défaut de translocation du transporteur GLUT4 wské® par I'insuline. Il est résulte une diminution
de la capture et de la métabolisation du glucoseuc augmente le taux de glucose sanguin (Cline
et al, 1999). De plus, I'effet inhibiteur de I'insulirmur la glycogénolyse et la néoglucogenese ne
peut plus compenser I'augmentation de la glycémiegst alors exacerbée. Pour faire face a cette
hyperglycémie et pour compenser cette insulincstasce, les cellulgs du pancréas vont produire
plus d’insuline. Nous sommes donc face a un stadagpdrinsulinémie qui maintient le taux de
glucose sanguin a la normale. Cette sécrétion actmisuline va finir par épuiser les cellules_a
diminution de [linsulinosécrétion va alors conduige une intolérance au glucose. Cette
hyperglycémie est alors responsable d'une glucoligxiqui va participer a la destruction des
cellulesp (Weir and Bonner-Weir, 2004).

Tout comme l'obésité, il semble qu’'une prédisposita I'insulino-résistance existe puisque
pour un individu, les risques de développer unéstasce a l'insuline augmentent lorsque les
parents en sont atteints. La résistance a l'ineuist due a une altération au niveau de la séarétio
de l'insuline ou de sa voie de signalisation. Ttite I'étude de différents géenes candidats n’a pas
permis de détecter de gene de prédisposition, ngtroertaines mutations monogéniques ont pu
étre identifiées. Le mécanisme d'insulino-résistampeut, par exemple, découler d'un défaut
d’internalisation et de recyclage du récepteuirsliline au niveau de la membrane plasmique. Il a
également été montré que 'augmentation de I'aétiges tyrosines phosphatases, impliquées dans
la déphosphorylation et I'inactivation de 'R eedsl IRS, pourrait étre mise en cause dans le

développement de l'insulino-résistance. En effeg, $ouris présentant une inactivation du gene
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codant pour lgrotein-tyrosine phosphatase IBTP1B), sont caractérisées par une activatios plu

importante de I'IR dans le muscle et le foie, énmi@at une meilleure sensibilité a lI'insuline et une

tolérance au glucose améliorée (Klametnal, 2000). L'IR et les IRS peuvent également étre
inactivés par phosphorylation sur leurs résidummeéat thréonine par l'intermédiaire de la PKC ou

des MAPK par exemple. L’augmentation de I'activité ces enzymes peut donc provoquer une
réduction de I'activité de la voie de I'IR (ZickQ@3).

3) La contribution du tissu adipeux dans l'insulingisgéance

a) L’hypothese portale

Le tissu adipeux est chargé de stocker les exaspdits énergétiques qui ne sont pas
utilisés par les autres organes. L'adipocyte augendonc son activité métabolique de lipogenése et
réduit son activité lipolytique. La vacuole lipidig augmente donc de volume, mais celui-ci est
limité. Comme décrit précédemment, la vacuole igqud est entourée de périlipines qui jouerait le
réle de senseur du contenu lipidique (Bloeinal, 2006). Une fois qu’un certain étirement de la
membrane de la vacuole est atteint, les périlipimégisent un signal stoppant le stockage lipidique
Le mécanisme par lequel lI'adipocyte devient inaest mal connu, mais il semble impliquer
PPARy dont I'expression diminuerait avec 'augmentatcanvolume de la vacuole (Tanabeal,
2004). Si la consommation calorique reste éledessu adipeux ne pourra plus joue son role et
les acides gras ne seront plus stockés. lls chamuidibrement dans le sang et pourront induire une
lipotoxicité au niveau du foie, du pancréas et discte (Ravussin and Smith, 2002).

Nous avons vu que l'augmentation de la masse @rast fortement corrélée au
développement de perturbations métaboliques telke lg résistance a l'insuline. Ceci est plus
particulierement vrai concernant le tissu adipeiggéral. Le tissu adipeux sous-cutaneé et le viscéra
différent au niveau de certaines caractéristiguedissu adipeux viscéral présente une sensilailité
I'insuline plus faible que le tissu sous-cutan@sagu’une meilleure activité lipolytique en répens
a la stimulation par les catécholamines (Wajchemnl#000). Ces caractéristiques influent donc sur
la balance entre stockage et libération des agescirculants et joue en défaveur du tissu adipeu
viscéral. De plus, ce dernier possede une positentrale au sein de l'organisme et sa
vascularisation lui donne un acces direct a laevpiorte. Les acides gras libérés par le tissu agipe
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vont alors directement rejoindre le foie et étréoéigine de bouleversements métaboliques. Ce

concept est appelé I'hypothése portale.

Comme expliguer précédemment, les adipocytes hgpdits voient leur fonction
sécrétrice perturbée et un état inflammatoire sé eneplace dans le tissu adipeux obése. La
sécrétion de TN&induit alors une inhibition de I'adipogenéese ($jeilenan and Hotamisligil, 1993)
et une augmentation de I'activité lipolytique dekpacytes, ce qui augmente encore la libération
d’acides gras (Guilhermet al, 2008). De plus, les sécrétions des autres adipekiarient
egalement en fonction de la taille de I'adipocg®gui peut avoir des effets néfastes sur les esgan

cibles, qu'ils soient centraux ou périphériques.

b) La lipotoxicité

Les acides gras et le glucose sont les principsbesces d’énergie de I'organisme. En
condition d’apports glucidiques et lipidigues notmale glucose est le substrat métabolisé en
premier. Lors d’'une activité physique, une fois dgiglucose a été utilisé, les acides gras stockeés
sont métabolisés a leur tour. Il existe donc umesyie régulée entre I'utilisation du glucose et de
acides gras comme ressources énergétiques. Cefidatrén peut étre perturbée lorsque la
concentration du glucose ou celle des acides gtaanermalement élevée. Une hyperplipidémie est
capable d’inhiber I'utilisation du glucose (Ranefeal, 1963), tandis qu’une augmentation du taux
de glucose sanguin diminue [aoxydation des acides gras et stimule I'expresslea facteurs
impliqués dans la lipogenese, conduisant a unenadetion d’acide gras dans les cellules (Roche
et al, 1998). Dans le cas de I'obésité, les dysfonceoments des adipocytes et I'inflammation du
tissu adipeux contribuent a une hyperlipidémie wpipermettre I'accumulation d’acides gras au
niveau des organes non-adipeux tel que le foiepalecréas et le muscle. Cette accumulation
d’acides gras cause des effets néfastes sur lebaliétae de I'organe (Schaffer, 2003). Elle est
aussi a l'origine du développement de la résistaackinsuline. Les acides gras induisent
'expression de PKC qui inhibe I'activité des piiats IRS en augmentant la phosphorylation de
leur résidu sérine et thréonine. L’inactivation gitne codant pour PKC dans des souris améliore
I'efficacité de la voie de signalisation de lI'inswd et les protege de l'insulino-résistance (Ketn
al., 2004).

Le foie est un organe capable de produire desytédgides en synthétisant des acides gras
par lipogenéseée novo Il est donc le lieu de stockage d’'une petite gt@ud’acides gras. Dans le

cas de I'obésité, des acides gras provenant dmé&atation et de la lipolyse du tissu adipeux, vont

63



s’ajouter a cette réserve d’acides gras, qui vesalevenir bien supérieure a ce que le foie peut
supporter. On aboutit donc a une stéatose du fos eléveloppement d’'une insulino-résistance.

Cette derniére sera a l'origine d’une augmentatieria production de glucose par néoglucogenése
hépatique, ce qui renforce l'intolérance au glud@sestic and Girard, 2008).

Au niveau du muscle, 'accumulation d’acide gras @ossible en situation physiologique
normale afin de subvenir a ses besoins lors d’'@es@hysiques intenses et prolongés. Au cours de
l'obésité, ils s’accumulent dans le muscle en gtartien supérieur aux besoins. Chez les
personnes obeses insulino-résistante§-daydation des acides gras devient alors incompéte
induit la formation de résidus intermédiaires e le DAG et I'acyl-CoA, qui semblent étre a
I'origine du développement de I'insulino-résistariPerseghiret al, 1999).

Le pancréas est I'organe de détection de la glyeérhide la sécrétion de linsuline. La
toxicité des acides gras induit un défaut de si@erét’insuline par les cellule$ et des dommages
irréversibles pouvant aller jusqu’a induire leuopimse. Par exemple, les acides gras augmentent
I'expression de la protéine UCP-2 qui dissipe léeptel électrochimique au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale, ce qui fait baisserdéo ATP/ADP. Or, la cellulg interpréte cette
diminution de ratio comme le signal d’une glycétaible et la sécrétion d’insuline est donc réduite
(Yamashitaet al, 2004) (Figure 15).
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Figure 15 : Lipotoxicité et hyperglycémie.
L’hyperlipidémie causée par le tissu adipeux induie augmentation de I'oxydation des acides grasieeau du
muscle et du foie. La lipotoxicité diminue la séw@ d’'insuline par le pancréas. Il en résulte angmentation du taux
de glucose sanguin.

64



Il. Les prokinéticines

A. Les récepteurs couplés aux protéines G

Afin d’assurer les principales fonctions de l'orgame, une bonne communication est
nécessaire entre les organes, mais aussi enteelletes de ces organes. Les cellules vont donc
émettre des signaux sous forme d’hormones, de mansmetteurs ou de facteurs de croissance,
qui vont étre captés par les cellules cibles. Icepéon de ces signaux se fait par I'intermédidie
récepteurs membranaires, qui vont alors interpriger signaux recus grace a des effecteurs
intercellulaires. Ces derniers vont permettre dagduction du signal a I'intérieur de la celluldeet
déclenchement de la réponse cellulaire désirée.

Il existe différents types de récepteurs membrasatels que les récepteurs de type canaux
ioniques et les récepteurs a activité enzymatiguesein de ce dernier type se trouve les récepteurs
couplés aux protéines G (RCPG), qui représentemiel’des plus grandes familles de protéines
membranaires. Constituant plus d’'1% du génome humaes récepteurs sont trés largement
distribués au sein de lI'organisme et impliqués dangrand nombre de processus physiologiques,
mais aussi physiopathologiques. lls sont donc ifsle privilégiée des industries pharmaceutiques,

puisque 30% des médicaments ciblent des RCPG.

1) La structure

Les RCPG sont aussi appelés récepteurs a sept mEsn@ansmembranaires car ils sont
constitués de sept hélicastransmembranaires antiparalleles hydrophobes &&pagrar 3 boucles
intracellulaires et 3 boucles extracellulaires, dengueurs variables. Les segments
transmembranaires sont constitués de 25 a 35 aamidie®s et leur structure est tres bien conservée
entre les espéces. Les boucles extracellulairés2lpeuvent étre reliées par un pont disulfure du
fait de l'existence de résidus cystéine au niveas toucles. L'extrémité N-terminale est
extracellulaire, tandis que la C-terminale estacgtlulaire (Rosenbauret al, 2009). Cette
derniere extrémité comporte un site de palmitogtappouvant étre a l'origine d’'un ancrage dans la
membrane et de la formation d'une quatrieme boucteacellulaire. Les extrémités amino-
terminales et carboxy-terminales sont des unitastionnelles variées du fait de leur taille, derleu

structure et de leur réle (Figure 16).
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Figure 16 : Structure des RCPG.
Les RCPG sont formés de sept domaines transmenitgsneliés par des boucles intracellulaires et loiescles

extracellulaires (Bockaert and Pin, 1999).

Au niveau tridimensionnel, les sept domaines trambranaires sont insérés plus ou moins
perpendiculairement a la membrane plasmique eteame poche centrale de liaison (Figure 16).
La modélisation des RCPG par homologie de séquarété possible aprés la cristallisation de la
rhodopsine bovine en 2000. Toutefois, la rhodopsiest pas un modéle parfait pour modéliser
tous les RCPG, du fait de son mode d’activatiom $gand, le 11-cis-rétinal, est un agoniste
inverse lié de facon covalente et I'activation delodopsine nécessite de la lumiére. L’'activation
des autres RCPG n'utilise pas ce mécanisme (Coasteinal, 2009). Plus récemment, la
cristallisation du récepte(2 adrénergique a permis d’affiner la structuréidee des RCPG. Les
segments transmembranaires forment également whe pentrale, mais celle-ci est accessible au
ligand du fait que la seconde boucle extracellalaoit une courte hélice, alors que pour la
rhodopsine cette boucle est un feuifequi obstrue I'acces a la poche de liaison (Cherezal,
2007). Cependant, la structure de cette boucle Iseétle propre a chaque type de RCPG, car la
cristallisation du récepteur adénosine A2A, en 2068ele une structure différente de celle de la

rhodopsine ou du réceptei2 adrénergique.

Les RCPG sont activés par différents types de tigatels que les acides aminés (acide
glutamique...), les peptides (angiotensine, neuosibe, somatostatine...), les protéines
(thyrotropine, hormone folliculo-stimulante (FSHbllicle-stimulating hormong..), les amines
(acétylcholine, adrénaline, sérotonine...), lesidép (prostaglandines, leukotrienes...), les
nucléotides et les nucléosides (adénosine ou AIER)ions (calcium), les molécules odorantes et
gustatives, les photons et les phéromones (Maenissid Gutkind, 2001). lls interviennent ainsi
dans tous les grands systéemes de communicatiaeefitdaire et jouent un réle prépondérant dans

la perception sensorielle chimique. En effet, Igami des RCPG sont des récepteurs olfactifs et
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gustatifs. Toutefois, tous les ligands des RCPGam pas encore connus et 75% des RCPG sont
dits orphelins car leur ligand n'a pas été ideé@tifiettschureck and Offermanns, 2005). Etant
donné les structures différentes des RCPG, les digeliaison des ligands sont assez variables.
Comme nous l'avons vu, pour la rhodopsine, le kibast lié de facon covalente dans la poche
centrale. Les monoamines, eux, entrent et se fidans la poche de liaison, comme c’est le cas
pour le récepteup-2 adrénergique. Les peptides se fixent au niveadainaine extracellulaire du
récepteur. Les hormones glycoprotéiques interagfissseec des RCPG possédant une terminaison
amino-terminale longue, permettant la liaison garid. Les ions, eux aussi, se fixent au niveau du
domaine N-terminal du récepteur. La thrombine a actvité particuliere car elle possede une

activité protéolytique capable de couper I'extréatmino-terminale du récepteur (Kobilka, 2007)
(Figure 17).

hMonoamines Peptides/chirmiokines Hu m‘”f‘_"‘“’
glucoprotsigues

Thrambine Avidee armingsfons Lurmiare {11 cis-retinal)

Figure 17 : Sites de fixation des ligands sur lesGPG.

Les RCPG possédent des extrémités amino-termidalesructures différentes qui conditionnent le diteliaison du
ligand. D'aprés (Kobilka, 2007).
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2) La classification

Bien que les RCPG présentent tous une structueptid®maines transmembranaires, ils
différent au niveau de la structure et de la longu leur extrémité amino-terminale, ainsi que par
la nature de leur ligand et par leur mode d’inteoac Ces différences sont a l'origine de la
classification des RCPG. Il en existe plusieurs,omii évolué au fur et a mesure des découvertes.

En 1994, le Dr. Kolakowski classe les RCPG en 6ilfasnde A a F, dont les 3 premiers
groupes sont subdivisés en sous-groupe, baséshsuanologie des RCPG (Kolakowski, 1994;
Flower, 1999). Puis, en 1999, une nouvelle orgéinisales RCPG a été proposée en 5 classes en
fonction des ligands et de leur mode de liaisonckBert and Pin, 1999). Enfin, sur la base des
homologies phylogéniques des RCPG, ils ont étérta@pes dans la classification GRAFS, pour
Glutamate, Rhodopsine, Adhésion, Frizzled/tasteZeetétine.

a) La famille A : rhodopsin-like

La majorité des RCPG font partie de cette famikké,que la rhodopsine et le récept@ur
adrénergique. La moitié de ces récepteurs sontdepteurs sensoriels. Leur partie N-terminale est
courte. Le second segment transmembranaire estt&asé par la présence d’'un acide aminé
aspartate impliqué dans la liaison du ligand efoleplage a la protéine G. Le troisieme présente le
motif consensus E/DRY au niveau de son extrémittoptgsmique. Le septieme segment
transmembranaire, lui, posséde le motif NPXXY. kenpiere et la seconde boucles extracellulaires
sont constituées de deux cystéines qui permetéefdrination d’'un pont disulfure entre les deux
boucles. L'extrémité C-terminale présente un séegdimitoylation qui permet la formation d’'une
guatrieme boucle intracellulaire (Ceresa and Liohbl994; Rovatet al, 2007).

En fonction du ligand et de son site de liaisongripe est divisé en 3 sous-groupes.

Le groupe A.a correspondant aux récepteurs deepatiblécules dont la fixation a lieu dans la
poche centrale formée par les sept domaines tranbraeaire.

Le type A.b contient les récepteurs des neuropeptidui se fixe sur le segment N-terminal, les
boucles extracellulaires et la partie supérieusesggments transmembranaires.

Le groupe A.c comporte les récepteurs des hormghesprotéiques qui interagissent avec le

récepteur au niveau de sa terminaison amino-tetenina
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b) La famille B : secretin-like

Ce groupe comprend le récepteur a la sécrétinei qure tous les récepteurs qui lui sont
structurellement similaires. lls possédent uneéemite amino-terminale de 300 acides aminés, plus
longue que celle de la famille A, constituée dedies cystéine formant des ponts disulfures. Ce
domaine N-terminal est donc impliqué dans la liaiso ligand. Ce dernier interagit aussi avec la
premiére boucle extracellulaire et le premier segnteansmembranaire du récepteur afin de
I'activer. Les ligands sont des hormones peptidigeiedes neuropeptides tel que la sécrétine, le
glucagon, la calcitonine, 'hormone thyroidienreegfowth hormone releasing hormo@&HRH),
le peptide inhibiteur gastrique (GlBastric inhibitory polypeptide le peptide vasointestinal (VIP,
vasoactive intestinal polypeptidet lepituitary adenylate cyclase-activating polypept{@ACAP)
(Miller et al, 2007).

c) La famille C : metabotrope-glutamate/pheromone

Cette famille regroupe les récepteurs métabotra@sigdu glutamate, les récepteurs des
phéromones VR et &/N couplés aux protéines oGles récepteurs de type B dijamma-
aminobutyric acidGABA), les récepteurs au calcium et fesinoic acid-inducible orphan GPCR
(RAIG). lls sont caractérisés par une longue extéeramino-terminale de 500 acides amines,
repliée pour former deux lobes. Ces derniers reptést le site de liaison du ligand. La troisiéme
boucle intracellulaire est courte et sa séquendetres conservée. L’activation du récepteur
nécessite la dimérisation de deux récepteurs pwuner des homodimeres ou des hétérodimeres
(Pinet al, 2003).

d) La famille D

Cette famille comprend des récepteurs aux phérosnang@rimés dans les neurones

sensoriels de voméronasal. lls sont généralemeipi€® aux protéines Gi (Dulac and Axel, 1998).

e)La famille E

Cette famille unique n’existe pas chez les vert®b@@n la retrouve uniquement dans un
groupe d’amibe, cheBictyostelium discoideuntlle regroupe des récepteurs a 'AMPc. Ceux-Ci

sont impliqués dans lI'adhésion et le chimiotactigPr@bhu and Eichinger, 2006).
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f) La famille F

Ce groupe est constitué des récepteurs homologuegratéines frizzled et smoothened. lIs
sont caractérisés par des boucles intracellul&iésscourtes et a une extrémité C-terminale dont la
taille peut varier d'une dizaine d’acides amingsdusieurs centaines. Ils jouent un réle dans divers
processus biologique au cours du développement dels la prolifération cellulaire, la
différenciation et I'apoptose (Malbon, 2004).

3) Transduction du signal

Quelque soit le ligand et son mode de fixation, swaraction avec le récepteur induit un
changement conformationnel de la poche centraleacfive alors le RCPG. L'activation de ce
dernier induit alors 'activation de la protéinegq@i, a son tour, initie la transduction du sigwial

des effecteurs.

a) Les protéines G

Les protéines G sont des protéines hétérotrimésjquamposées des sous-uniép ety. Il
existe différentes sous-unités codées par différganes. Les protéines G sont divisées en 4
familles en fonction de la sous-unitéui les compose : Ga aolf), Gi (ai-1, ai-2, Qi-3, A0, Ot-1, At-2,
agust 0z), GQ (g, a11, a14, ais, aie) et Giz (a2, a13). Il a été denombré 5 sous-unifedifférentes et
12 sous-unités. Etant donné la diversité des différentes sougtanl’association des sous-unités
a, B ety est a l'origine d’une grande variété de protéi@e@Nettschureck and Offermanns, 2005;
Milligan and Kostenis, 2006).

Les protéines G ne sont pas toujours trimériquésgpe certaines sont monomériques telles
gue Ras, Rho/Rac/cdc42, Rab, Sarl/Arf et Ran (Btlatyaet al, 2004). Certains RCPG ne sont
couplés qu’'a un seul type de protéines G alorsdimugtres peuvent en lier des différentes, mais la
proportion est tres faible (Wong, 2003). Il exigtenc une spécificité de liaison entre récepteur et
protéines G. Cependant, il existe également deptéars a sept domaines transmembranaires dit
« RCPG » qui ne sont pas couplés aux protéinesd@rgtla transduction du signal est médiée par
d’autres effecteurs commefaarrestine, par exemple (Ferguson, 2001).
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Les protéines @ sont localisées a proximité de la membrane. Bjllesont fixées par
lintermédiaire de lipides de type myristate ourpighte. Tandis que les protéinegyde sont par
des lipides du type géranyl ou farnésyl (Milligard&ostenis, 2006).

A l'état inactif, la protéine G est déja précouplerécepteur (Gales and Bouvier, 2007).
Leur interaction se fait au niveau du domaine oeHalaire du récepteur. Toutefois, aucune région
spécifiqgue n'a vraiment été identifiée du fait tdsence de séquence consensus (Hermans, 2003).
Des études par mutagenése dirigée sur différepisstge RCPG ont permis d’identifier trois
régions impliquées dans la spécificité de I'intéiac récepteur/protéine G, mais aussi dans le
couplage proprement dit. Ainsi, la seconde boudlacellulaire (Ulloa-Aguirreet al, 1999; Chen
et al, 2010), la troisieme boucle intracellulaire (Comclet al, 1997; Nanoffet al, 2006) et la
partie C-terminale, par l'intermédiaire de son gite palmitoylation et de la quatrieme boucle
intracellulaire qu’il forme (O'Dowcet al, 1988; Anavi-Gofferet al, 2007), joueraient un réle
important dans ce mécanisme. Cependant, I'impoetate I'implication de ces régions dans le
couplage aux protéines G dépend de chaque typ&@&RJinet al, 1997). L’hypothése est donc
gue différentes régions intracellulaires sont nemess a la sélectivité du couplage
récepteur/protéine G.

Au niveau de la protéine G, la sous-unitésemble étre fortement impliquée dans la
spécificité du couplage avec le récepteur, et pariculierement sa partie C-terminale. Cependant,
GB et Gy jouent aussi un rble dans cette spécificité (8taad, 2001; Mcintireet al, 2001).

Les protéines G possedent une activité GTPaseotmef inactive de la protéine G est
constituée de la sous-unitelié au guanosine diphosphate (GDP), et du complexaé par les
sous-unitégh et y. Lorsque le ligand se fixe au récepteur, celuttltange de conformation. Ce
changement induit une modification de la confororatie la protéine & ce qui réduit I'affinité de
Ga pour le GDP et induit 'échange du GDP par du gsare triphosphate (GTP). Le récepteur est
considéré comme uguanine exchange fact¢GEF). La liaison du GTP a la sous-uniténtraine
un réarrangement structural da-GTP, de @y et du récepteur, ce qui conduit a la séparatida de
protéine trimérique en deux complexes : d'une paatGTP et d’autre part, . Chacun de ces
complexes sont alors capables de moduler lactidigffecteurs intracellulaires tels que des
enzymes (adénylyl cyclases, phospholipases, phdgsiérases ou kinases) ou des canaux
ioniques. @-GTP va activer ses effecteurs grace a son acti@idPase qui aboutit a la
transformation du GTP en GDP. La sous-unitésé trouve alors a I'état inactif, elle se dissat@e
son effecteur et peut se lier a nouveau aux soiiésihety (Neer, 1995). Ce mécanisme peut étre

accelére par deggulator of G-protein signalingRGS).
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Figure 18 : Cycle de régulation des protéines G.

La forme inactive de la protéine G est constituédadsous-unité lié au guanosine dphosphate (GDP), et du complexe
formé par les sous-unit@sety. Lorsque le ligand se fixe au récepteur, celwfange de conformation, ce qui réduit
l'affinité de Gu pour le GDP et induit 'échange du GDP par du gsare triphosphate (GTP). La liaison du GTP
conduit a la séparation de la protéine trimériqueeux complexes : d'une partp& TP et d'autre part, . Chacun

de ces complexes sont alors capables de moduletivité d'effecteurs intracellulaires. \85TP va activer ses
effecteurs gréce a son activité GTPase qui abalgittransformation du GTP en GDP. La sous-unité&s&trouve alors

a I'état inactif, elle se dissocie de son effecetyseut se lier a nouveau aux sous-urfitésy (Neer, 1995).

b) Les effecteurs

L’adénylate-cyclase (AC) est une glycoprotéine membranaire constitd€aleux régions
transmembranaires, formées de six hélieegt de deux régions cytoplasmiques. Ces dernieres
possédent une activité enzymatique. Elle est capdbl catalyser la transformation d’ATP en
AMPc. Cette réaction nécessite du magnésium etuibada libération de pyrophosphate. L'AMPc
active alors la protéine kinase A (PKA), qui vasan tour, moduler diverses réponses cellulaires.
L’AC est activée par les complexes$sGTP et inhiber par lesasGTP (Sunaharat al, 1996).

La PKA, constituée de deux sous-unités régulatitede deux sous-unités catalytiques, est
activée par la fixation de deux molécules d’AMPc¢ ses sous-unités régulatrices. Ces dernieres
vont alors se dissocier des sous-unités catalygiq@®lles-ci vont alors réguler I'activité de
protéines cibles en catalysant le transfert d'usugement phosphate de I'ATP sur des résidus
sérine ou thréonine des protéines cibles. Cesschibat variées et comprennent des kinases, des
phosphatases, des canaux ioniques, des enzymasausai des facteurs de transcription (Meinkoth
et al, 1993).
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La phospholipase Cp (PLCB) catalyse la transformation du phosphatidylinds#cb-
diphosphate (P1(4,5)Pen diacylglycérol (DAG) et en inositol-1,4,5-thipsphate (IP3). La PLC est
activée par les protéinesu@ (Nohet al, 1995).

L’IP3 va diffuser dans le cytoplasme afin d’agir mweau de ses canaux calciques sur le
réticulum endoplasmique. Il va alors induire ungraantation de la concentration cytoplasmique
de calcium a partir des stockages intracellulaitess. calcium va alors activer de nombreux
processus cellulaire. L'IP3 peut également étrgalécen PIP2 par des phosphoinositides kinases.

Le DAG reste au niveau de la membrane, ou il vavexcta protéine kinase C (PKC). En
effet, en présence de calcium, celle-ci va étrastomuée du cytoplasme vers la membrane
plasmique. Elle est impliguée dans une cascadehdsphorylation qui aboutit a I'activation de
nombreux mécanismes biologiques.

En parallele, le PIP2, situé a la membrane, peet téhnsformé en phosphatidylinositol
3,4,5-triphosphate (PIP3) par la phosphoinositide53triphosphate kinase (PI-3K) activée par les
RCPG de type Gi. Il va interagir avec la PKB, oAkt; qui va alors changer de conformation. Ce
changement va permettre sa phosphorylation au uigeaésidus sérine ou thréonine par la PDK1
et la PDK2. La PKB/Akt est alors active et peutsairetourner dans le cytoplasme pour réguler

I'activité de protéines cibles impliquées dans tiyarocessus.

Les RCPG, et notamment ceux couplés a une petitetipe G de type Ras, peuvent
également activer la voie des MAPK. Ce sont deseafinréonine kinases, qui sont activées par des
MAPK/ERK kinases (MEK), elles méme activées par BH#sK kinases. Les MAPK vont alors

activés de nombreux facteurs de transcription.

Les précédents effecteurs cités sont tous actiagslgs sous-unités des protéines G.
Cependant, le complefg peut lui aussi activer des effecteurs. Parmi eaxetrouve les canaux a
courant potassique (GIRKG protein-coupled inwardly-rectifying potassium ohalg. Il peut
egalement activer des phospholipases de type AR daut comme la protéined;; GBy peut aussi

activer certains types d’adénylate-cyclase, lalReBles MAPK.
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B. Les prokinéticines et leurs récepteurs

Comme nous l'avons vu, une large variété de substahioactives sont capables d’'activer
un RCPG, activation qui est a l'origine de nombrpuxcessus cellulaires. Toutefois, pour un grand
nombre de RCPG, le ligand reste encore inconrastitionc trés important d’étudier ces RCPG afin
de découvrir leur ligand naturel. Au cours de c@ég@rniéres années, un grand nombre de ligand
ont été identifiés, tels que l'orexine, I'apelifa, ghréline et la métastine (Sakueti al, 1998;
Tatemotoet al, 1998; Kojimaet al, 1999; Ohtaket al, 2001).

A cette méme époque, une petite protéine, rich@sidus cystéines, a été isolée a partir des
sécrétions de la peau de la grenolBltenbina variegataElle a alors été appelé Bv8, du fait de son
origine et de son poids de 8kDa (Mollatyal, 1999). Cette protéine a la propriété de provogesr
contractions de l'iléon chez le porc, le rat estaris. De plus, chez le rat, elle est aussi capabl
d’induire une relaxation du colon et participettyperalgésie. Un homologue de Bv8 avait déja été
identifié dans la peau d’autres amphibiens, chdeZard, chez le poissoraekifugy et notamment
dans le venin du serpent mamba, qui avait étée apmelttéine A (Joubert and Strydom, 1980).
Comme elle présentait une activité contractilel'déon, elle a été appelémamba intestinal toxin
(MIT-1) (Schweitzet al, 1999).

Des séquences orthologues a MTI-1 et Bv8 ont engté identifiees chez le rat, la souris,
le singe, ainsi que chez 'Homme. Leurs protéinas morté différents noms du fait de leur
découverte simultanée par différents groupes. Ellesété appelées prokinéticines du fait de leur
action contractile au niveau de l'intestin (&t al, 2001). MTI-1 a été nommé prokinéticine 1
(PK1), mais aus®ndocrine gland-derived vascular endothelial grofabttor (EG-VEGF), du fait
de son role angiogénique similaire a celui de VE@Rs certaines glandes endocrines (LeCaatter
al., 2001). Bv8 a été appelé prokinéticine 2 (PK2)isnaaissimouse BV§mBV8) chez la souris et
human Bv&hBv8) chez ’THomme (Wechselbergetral, 1999).

PK1 et PK2 exercent leurs fonctions biologiquesefixant a deux RCPG, PKR1 et PKR2
(PKR : prokineticin receptor).
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1) Leur structure

a) Les prokinéticines

Les protéines Bv8, MTI-1, PK1 et PK2, provenantagrenouille, du poisson, du serpent
et des mammiferes, présentent un fort taux d’hogieloparticulierement au niveau de leur
extrémité N-terminale et de leur région central@, gmblent donc jouer un rdle important dans
leurs activités biologiques (Bulloct al, 2004). En effet, elles sont constituées d’'uneausgge
amino-terminale identique nommée AVITGA, qui leontre le nom de « protéine AVIT ». Elles
possedent également 10 résidus cystéine, qui faraders 5 ponts disulfures, pour donner une
structure compacte a la protéine (Kaseal, 2003). Chez les mammiferes, PK2 est retrouvés sou
deux formes différentes, une courte de 81 acidesémet une longue de 102 acides aminés appelé
PK2L (Chenet al, 2005). Ces deux formes sont obtenues du fait dpissage alternatif du gene.
La forme courte est la forme la plus active. PKilcesistitué de 86 acides aminés et présentent 44%
d’homologie avec PK2. Bv8 et MIT-1, eux, présenta8fto d’homologie.

Le gene codant pour PKProk2 est localisé sur le chromosome 6 chez la sodrene
position 3p13 chez 'Homme. L’exon 1 code pour éptide signal et les 5 premiers acides aminés
de la protéine mature. L'exon 2 code pour 42 acatemeés, dont 6 des 10 cystéines de la protéine
mature. L’exon 3 code pour les 21 acides aminésddférencient la forme courte de la forme
longue de PK2 et il ne code donc que PK2L. Les @des aminés restant, dont les 4 cystéines
restantes sur les 10 présentes, sont codés panldex_ e gen®rokl, codant pour PK1, est localisé

sur le chromosome 3 de la souris et en positiod tp2z I'Homme.

b) Les récepteurs des prokinéticines

Les récepteurs des prokinéticines, PKR1 et PKR&, d®s récepteurs couplés aux protéines
G, découverts simultanément par trois équipes eaggntes (Liret al, 2002; Masudat al, 2002;
Sogaet al, 2002). lls appartiennent & la méme famille de BGRie le neuropeptide Y qui est
impliqué dans la régulation de I'appétit. lls soptlés par deux genes, constitués de 2 exons. Ces
genes présentent des localisations bien distinEregffet, PKR1 et PKR2 sont codés par des génes
localisé sur les chromosomes 2p13.1 et 20p12.&cEspment, chez 'Homme (Kasert al, 2003).
Chez la souris, le géne codant pour PKR1 est E&alir le chromosome 6 et celui pour PKR2 sur

le chromosome 2. Chez 'Homme, PKR1 est constimi@2B acides aminés, tandis que PKR2 en
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possede 384. Leurs séquences en acides aminésitpréds@5% d’homologie. PK2 présente une
bien meilleure affinité pour PKR1 et PKR2 que PKKhénet al, 2005).

Ces récepteurs sont couplés aux protéines Gs, Gi &eur activation conduit donc a la
régulation de I'activité de 'AC et du taux intrdicéaire d’AMPc. La transduction du signal passe
eégalement par une augmentation de la concentratiotalcium intracellulaire par I'intermédiaire
de I'lP3, ainsi que par la phosphorylation des MA&KI'Akt. Ces différents types de protéines G
couplés aux PKRs induisent donc I'activation déédéntes voies de signalisation, ce qui témoigne
de leur implication dans divers processus cellefairAinsi les PKRs sont impliqués dans la
prolifération, la différenciation, la migration aellules cibles, et jouent un réle anti-apoptotique
(Maldonado-Pereet al, 2007; Ngaret al, 2008).

2) Leurs fonctions

Les prokinéticines et leurs récepteurs sont exirdéns difféerents tissus. PKR1 est
largement distribué dans les organes périphéritplesjue le tractus gastro-intestinal, les glandes
surrénales, la rate, les ovaires, l'utérus, le giéa, les testicules, la prostate, les reins, ik fa
moelle osseuse et le tissu adipeux. PKR2, luipgstipalement exprimé dans le systéme nerveux
central et au niveau des organes reproducteurte @Gege répartition de leur expression confére
aux prokinéticines une implication dans de nombrprocessus biologiques (Negt al, 2007;
Ngan and Tam, 2008) (Figure 19).

a) La motilité gastro-intestinal

Il est connu que PK1 et PK2 ont des fonctions simak et qu’elles sont impliquées dans un
grand nombre de processus biologiques dans diveyanes. Le premier rble physiologique
identifié des prokinéticines a été d’induire la tantion des muscles lisses longitudinaux de liléo
et la relaxation du colon chez le porc (Schweital, 1999; Liet al, 2001). Toutefois, il semble
gue le systeme PKs/PKRs soit caractérisé par urtairee spécificité au niveau des tissus et de
'espece. En effet, chez la souris, PKR1 est ex@@m niveau du plexus myentérique dans la partie
proximal du colon et PK1 est capable d’induiredxation du colon proximal par un mécanisme
dépendant de l'oxyde nitrique. Par contre, PK2 dennticapable de produire les mémes effets

(Hoogerwerf, 2006). PKR1 est aussi exprimé au nivaes cellules de la créte neurale entérique de
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l'intestin embryonnaire chez la souris. PK1 modlaeprolifération et la différenciation de ces

cellules durant le développement du systeme nergatétique (Ngaet al, 2007).

b) La réponse immunitaire

La voie PKs/PKRs joue un rble central dans l'inita et le maintien de la réponse
inflammatoire et de la douleur. Chez 'Homme esdairis, les organes lymphoides, les leucocytes
circulants et les cellules hématopoiétiques exprirf@tement PK2 et ses récepteurs. lls sont donc
capables de moduler la croissance, la survie fenietion des cellules inflammatoires du systeme
immunitaire inné et adaptatif. Par activation d&&RPB a la surface des monocytes, des macrophages
et des cellules dendritiques, ils jouent alors @e dans le chimiotactisme et dans la sécrétion de
cytokines inflammatoires et pro-nociceptives.

En effet, les macrophages et les granulocytes nmflatoires produisent PK2 et cette
derniere semble joue le role d’agent pro-nocicefdlartucci et al, 2006). Son expression est
fortement augmentée dans le cas d'inflammation ateggdales ou de I'appendice, ce qui est
associé a une importante infiltration de neutragghilLeCouteet al, 2004). L'induction d'un état
inflammatoire chronique dans la patte de sourisl’pgection sous-cutanée d’adjuvant de Freund
augmente l'expression de PK2 et entraine une augtmmm de la sensibilité a la douleur.
L’inactivation du géne codant pour PKR1 réduit l@duction de PK2, ainsi que I'hyperalgésie
découlant de cette inflammation (Negti al, 2006a). PKR1 est lui aussi exprimé au niveau des
macrophages murins et des splénocytes. PK2 est abgable d’induire la prolifération et la
différenciation des monocytes, ainsi que la migratides macrophages. Elle stimule aussi
'acquisition de leur phénotype inflammatoire, emduisant la production de cytokines pro-
inflammatoires et en diminuant celle des cytokiaes-inflammatoires (Martucat al, 2006). PK2
joue également un réle dans la différenciation lgeghocytes T vers un profil Thl en diminuant
directement et indirectement la production de ayte& Th2 (Franchet al, 2008).

c) L’angiogenése et le systeme cardiovasculaire

PK1 est aussi appelé EG-VEGF du fait de son rotgogenique spécifique au niveau des
glandes endocrines. En effet, 'administration & Rt PK2 dans I'ovaire ou le testicule induit une
réponse angiogénique, qui n’est pas retrouvéederses PKs sont administrées dans la peau ou le
muscle squelettique (Ferragaal, 2004). Chez la souris, les PKs induisent domrddifération, la

survie, la migration et la fénestration des cefiidadothéliales isolées des tissus stéroidogénss ma
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pas des cellules dérivées de l'aorte, de la vemkilecale ou de la cornée. De plus, les promoteurs
des génes codant pour les PKs possédent un sitaist pour le facteur de transcription HIF-1,
qui augmente donc leur expression dans un envimene hypoxique (LeCouteet al, 2001;
LeCouteret al, 2003a).

L’expression du systeme PKs/PKRs est égalemerduwde dans le foie et les reins, qui
sont des organes caractérisés par la présencepdiims fénestrés. PK1 est exprimée par les
cellules épithéliales tubulaires du rein et par Hépatocytes du foie. PKR1est exprimé dans les
cellules endothéliales au niveau des gloméruledeststructures tubulaires. PKR2 est également
exprimé au niveau des cellules endothéliales, saggéque PK1 est un facteur paracrine de
croissance et de survie des cellules endothéldhlesein et du foie. PK2 joue également un role
dans l'angiogenése rénale puisqu’elle est capabileduire la différenciation des EPDC
(epicardium-derived progenitor cejlsénaux en cellules endothéliales et en cellulesaulaire
lisses (Boulberdaat al, 2011).

Chez 'Homme, PK1 est aussi exprimée dans les emgyatéroidogenes tels que l'ovaire, le
testicule, la glande surrénale, le placenta etrtsstpte. Ces organes sont caractérisés par des
endotheliums fénestrés et ils possedent une greapkeité de remodelage vasculaire afin d’assurer
les échanges de métabolites. De plus, le promahlewgene codant pour PK1 possede un site de
liaison pour le facteur stéroidogénique SF-1. Aveau des testicules des mammiferes, PKR1 et
PKR2 sont exprimés sur les cellules endothéliagebinterstitium testiculaire. PK1 est produit par
les cellules de Leydig, tandis que PK2 est expridedes les spermatocytes primaires au niveau des
tubes séminiferes. Les PKs régulent ainsi la prdiion et la formation des capillaires fénestrés
afin de moduler I'excrétion de testostérone ettfém de facteurs régulateurs (LeCougtral,
2003b; Samsoret al, 2004). Au niveau des ovaires, PK1 est expriméelgm cellules de la
granulosa des follicules primordiaux et primair8en expression est augmentée dans les grandes
cellules lutéales entourant les cellules de laubéprés I'ovulation et persiste jusqu’a la digjpari
du corps jaune (Ferramt al, 2003). PKR1 et PKR2 sont exprimés sur les cellgledothéliales
lutéales. PK1 favoriserait ainsi la prolifératianiasurvie des cellules endothéliales via I'adiva
de la voie des MAPK. De plus, il induirait 'angegese en stimulant I'expression de VEGF
(Kisliouk et al, 2005). Au niveau de I'endometre, les PKRs ePls sont exprimés mais seul PK1
voit son expression varier au cours du cycle, aweic lors de la phase sécrétoire du cycle, au
moment de la fenétre d'implantation de I'embryohpdurrait ainsi faciliter I'implantation en
augmentant la perméabilité microvasculaire de enetre. De plus, PK1 n’est plus exprimée
pendant la ménopause, ce qui suggere que son sxprest augmentée par les cestrogénes et la

progestérone (Ngagt al, 2006).
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PK1 est également produite par le placenta au nideasyncytiotrophoblaste, donnant ainsi
a PK1 un role de facteur de croissance placent&iom expression semble étre régulée par
I'lhypoxie (Maldonado-Pereet al, 2007).

PKR1 est exprimé au niveau de I'épicarde et du range ventriculaire du cceur, ainsi que
dans les cellules endothéliales aortiques chepdass PK2 semble étre un candidat idéal pour la
régulation des fonctions cardiaques. En effetatiivation de PKR1 conduit & une cardiomégalie, a
une fibrose interstitielle sévére et a une dysfonctcardiaque. Ce phénotype est di a une
importante perturbation de I'angiogenese et a ypopt@se des cardiomyocytes (Boulberdaal,
2011). PK2,via I'activation de son récepteur PKR1, induit la fation de vaisseaux a partir de
cellules endothéliales cardiaques en culture. D, pés souris surexprimant PKR1 au niveau des
cardiomyocytes présentent une augmentation du remrcapillaires et du nombre de cellules
dérivées de I'épicarde (EPDE€picardium-derived progenitor ce)lsPKR1 induit la prolifération et
la différenciation des EPDC en cellules endothéiat cellules musculaire lisses afin de stimaler |
néovascularisation (Urayamet al, 2008). Dans un modéele murin d’infarctus du mydear
'expression de PK2 et de PKR1 est augmentée 48Bsala ligature de l'artére coronaire.
L’injection du gene codant pour PKR1 au niveasite de l'infarction entraine une diminution de
la taille de celle-ci, améliore la fonction du wecile gauche et augmente alors la survie dessouri
Son réle ne se limite pas seulement a promouvoicréessance des capillaires, mais module
également la survie des cardiomyocytes. PK2 agtistegpour protéger les cardiomyocytes contre le
stress oxydatif (Urayamat al, 2007). De plus, le réle des PKs sur la proliiératet la
différenciation des monocytes, ainsi que son rblienotactique sur les macrophages favorise la
restauration de linfarctus (Monnier and SamsonQ80 lls induisent donc la migration des
monocytes circulants jusqu’au site de l'infarctas,ils vont se différencier en macrophages. Ces
derniers phagocytent les cardiomyocytes nécrotigaesve la prolifération des fibroblastes et
stimule I'angiogenese via la sécrétion de cytoketede facteurs de croissance.

Toutefois, bien que PKR2 joue un rdle clé dans idalifpration et la formation des
capillaires fénestrés des organes stéroidogéneg0tm apparait néfaste dans le cceur. En effet, la
surexpression de PKR2 dans les cardiomyocytesutessmnduit & une augmentation de leur taille,
a un élargissement du diametre du ventricule gaathaine hypertrophie cardiaque compenseée qui
n'entraine pas de dysfonction cardiaque. Ce phéeratgt di a un défaut des cellules endothéliales,
qui sont caractérisées par une désorganisatioreutezbnula occludens, conduisant a une fuite

vasculaire (Urayamat al, 2009).
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d) La nociception

Le systeme PKs/PKRs joue également un réle impbdans la nociception. L'injection
d'une faible dose de PK2 dans la patte de sourisaiee une forte sensibilité aux stimuli
thermiques et mécaniques (Neegrial, 2002). Les études de souris transgéniques niesoti plus
PKR1 ou PKR2 ont permis de découvrir leur implicatdans les réponses nociceptives. En effet,
les souris, dans lesquelles le géne codant pourlPd&R inactivé, sont 100 fois moins sensible a
'hyperalgésie induite par PK2 que les souris dile (Negriet al, 2006a). Les PKRs sont
exprimés au niveau des ganglions spinaux. Les nesrexprimant les PKRs sont composés de
petits neurones peptidergiques et de neuronesneaptile marqueur N52 spécifique des fibres
myélinisées. PKR1 est plutdt retrouvé sur les patiéurones, tandis que PKR2 l'est sur les
neurones moyens et larges. Lors de la liaison aé&epteurs, PK2 induit une augmentation de la
concentration en calcium intracellulaire et la slanation de PKC a la membrane neuronale. Les
PKRs sont coexprimés avec le récepteur a la capsa{@RPVL1,transient receptor potential
vanilloid 1), un canal cationique connu pour étre impliquésdartransduction du signal nociceptif.
TRPV1 participe donc a I'hyperalgésie induite p2PL’inactivation du géne codant pour TRPV1
ou l'inhibition de son signal par son antagoniséecapsazepine, réduit I'hyperalgésie thermique
induite par PK2 (Negriet al, 2006b; Vellaniet al, 2006). De plus, dans la population non
peptidergique de neurones exprimant les PKRs, dsijon au facteur neurotrophique (GDNF,
glial cell line-derived neurotrophic factpentraine une expressioe novode PKRs fonctionnels,

suggérant une possible régulation de PKRs lor&rdaimmation.

e) La neurogenése

Au niveau du systeme nerveux central, PKR2 esefieent exprimé au niveau du bulbe
olfactif, du neuroépithélium, du striatum, de I'hgtampe, du thalamus, des amygdales et du cortex
ainsi que dans I'hypothalamus sur les noyaux patacelaires et les noyaux suprachiasmatique.
PKR1, lui, est retrouvé seulement au niveau duegoite qui suggere un réle important de PKR2
lors du développement du cerveau (Negral, 2006b).

En effet, le systtme PK2/PKR2 joue un rdle majeansdle développement du bulbe
olfactif, une région dans laquelle la neurogenésesigte a I'age adulte. Chez la souris, a I'état
embryonnaire, PK2 est exprimée dans la zone sautsiidaire, puis dans la couche granulaire, la
couche des cellules mitrales et la couche glomiéeulehez la souris néonatale et adulte. Ces

différentes zones d’expression suggérent que P&&ége par le bulbe olfactif, agit comme un
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facteur chimioattractant pour les progéniteurs aeaux dérivés de la zone sous-ventriculaire (Ng
et al, 2005). Les souris n'exprimant plus PKR2 ou PKB&tsmaractérisées par une hypoplasie et
une morphologie anormale du bulbe olfactif, et es ks stades précoces de développement foetal
(Matsumotoet al, 2006). De plus, ces souris présentent une agahhsysteme reproductif, du fait
de l'absence des neurones a gonadotrophine dagpothmlamus, causée par un défaut de
migration de ces neurones (Pittelaetdal, 2007).

En plus de son action lors du développement, PK2pKR2 semble stimuler la survie
neuronale lors de culture primaire de cellules giares du cervelet. Elle protege également les
neurones corticaux en culture contre I'excitotdéicen activant les voies de signalisations de ERK
et d’Akt (Melchiorriet al, 2001).

f) La régulation du cycle circadien

PK2 est produite dans différentes régions du cengssnme le noyau suprachiasmatique,
I'aire préoptique médiane et le noyau du tractugade. PKR2 est exprimé au niveau du cortex
piriforme, le noyau thalamique paraventriculaieenbyau parataenial, le noyau suprachiasmatique,
les noyaux hypothalamiques paraventriculaires ataloédians, le noyau arqué et l'organe
subfornical. La voie de signalisation de P¥ia PKR2 régule le cycle circadien car ils sont tous
deux exprimés au niveau du noyau suprachiasmatlaegmentation de I'activité nocturne est
corrélée a la diminution de la sécrétion de PK2.dHet, 'expression de PK2 est tres élevée
pendant le jour et est presque indétectable pertaawit chez le rat et la souris (Negtial, 2004).
Toutefois, cette variation circadienne se retroégalement lorsque les souris sont maintenues de
facon constante dans I'obscurité. La régulation’@ression est donc plus complexe. En effet,
I'étude des souris dont les geneékck ou Cryptochromesont inactivés montre que l'oscillation
d’expression de PK2 est contrblée par le mécanmadien endogéne, mais la lumiére joue un
rble modulateur. Le géne codant pour PK2 est ure ggéhle pour de nombreux facteurs de
trancription controlant le rythme circadien telseqClock et Bmall, qui activent alors son
expression. Cependant, la stimulation de souris des pulses de lumiere montre que l'oscillation
de PK2 dans le noyau suprachiasmatique réponduiniare. L'application de ces pulses en début
ou en fin de phase de nuit retarde ou avance, cegpment, la production de PK2. De plus, les
neurones exprimant PK2 recoivent des projectiomsctéis des neurones rétiniens et sont donc
photoréceptif. PK2 est donc une molécule sécraié&gansmet le rythme de l'activité locomotrice
du noyau suprachiasmatique, puisque I'administnaiimracérébroventriculaire de PK2 lors de la

phase nocturne inhibe I'activité locomotrice chezdt (Chenget al, 2002). L'inactivation du gene
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codant pour PK2 perturbe le rythme de nombreux gesus biologiques tels que les cycles
éveil/sommeil, la température corporelle, la séanétles glucocorticoides et le taux de glucose
sanguin. Cet effet de PK2 semble passer par PK&& dbnné que I'inactivation du géne codant
pour PKR2 induit aussi une dérégulation d’'une véarae processus physiologique chez la souris
(Prosseet al, 2007).

g) La régulation de la prise alimentaire

Le noyau arqué, qui exprime PKR2, est considérénoere principal site de contréle du
comportement alimentaire. Il recoit des signauxvenant du noyau suprachiasmatique, de laire
préoptigue médiane et du noyau du tractus soljtailent les neurones produisent PK2.
L’expression hypothalamique de PK2 est réduite chiez rat a jeun. L’injection
intracérébroventriculaire de PK2 inhibe la prisenahtaire alors que I'utilisation d’'un anticorps
dirigé contre PK2 'augmente (Gardinetr al, 2009). Cette inhibition de la prise alimentairkea
durant les phases diurnes et nocturnes, mais quasd la prise alimentaire est induite par le jeun
ou par le neuropeptide Y. On observe égalementaugenentation de la consommation d’eau en
phase diurne alors que la nuit cette augmentat&st wisible que chez le rat a jeun. PK2 a donc un
effet anorexigene et dipsogénique. Les neuronesoglau suprachiasmatique qui sécréte PK2 se
projettent sur les neurones exprimant PKR2 du naygqué afin de transmettre le cycle circadien de
la prise alimentaire. Alors que les projections degrones du noyau du tractus solitaire au niveau
des neurones de l'organe subfornical transmettestimformations viscérales sur la balance
électrolytique et la régulation osmotique (Cottretl al, 2004; Negriet al, 2004). De plus,
l'injection intracérébroventriculaire de PK2 augrteetiexpression de c-fos dans les neurones a
proopiomélanocortine du noyau arqué et augmensgdaétion di-MSH. L'effet anorexique de
PK2 est donc bloqué par l'utilisation de 'AgRP, amtagoniste ded-MSH. L’injection de PK2 en
périphérie diminue également la prise alimentaiesqui induit une perte de poids chez les souris
minces et obeses.

Comme nous l'avons vu précédemment, I'absence desspn de PKR2 chez la souris
induit une dérégulation des cycles circadiens aeani de I'activité locomotrice et de la
thermorégulation. De plus, ces souris présententdees de torpeur spontanés et sporadiques. Lors
de ces acces de torpeur, la température corpaeliactivité locomotrice diminuent fortement,
ainsi que la consommation en oxygene et la proolictie dioxyde de carbone. Ces réponses

physiologiques et comportementales sont caradtgres d’une balance énergétique négative. La
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voie de signalisation de PKR2 joue donc un rélesdarcontrdle de la balance énergétique (Jethwa
et al, 2008).
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Figure 19 : La voie de signalisation des prokinétines et leurs effets biologiques.

D'apres Ngan and Tam, 2008).
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L'obésité est définie comme un excés anormal desenaslipeuse. Cette expansion de tissu
adipeux se fait par hypertrophie et/ou hyperplags adipocytes, en réponse a un déséquilibre de la
balance énergétique’augmentation de masse grasse perturbe fortelagribnctions métaboliques
et sécrétrices de l'adipocyte, ce qui peut avois @épercussions importantes au niveau de
’lhoméostasie énergétique. Etant donné le role umaja tissu adipeux dans I'organisme, I'obésité
est impliquée dans la genése de nombreuses pagml@g qui en fait un enjeu majeur de santé
publique. Il est donc important de comprendre Igspipathologie de I'obésité afin de développer
des outils thérapeutiques.

Les prokinéticines 1 et 2 (PK1 et PK2), ainsi gexr$ récepteurs couplés aux protéines G,
PKR1 et PKR2, sont impliqués dans de nombreusestiéms biologiques. Ainsi, la PK2 a été
identifié comme un facteur angiogénique dont l@ttest médiée par le récepteur PKR1. Elle est
aussi un facteur anorexigene impliqué dans le étntte la prise alimentaire et de 'homéostasie
énergétiquevia I'activation du récepteur PKR2.

Le Dr. Masuda et ses collaborateurs, en 2002, anitr® que les adipocytes expriment
PKR1. Pourtant, le role fonctionnel de la PK2 dEnsissu adipeux n’a jamais été étudié. Nous
émettons donc I'hypothése que la PK®R son récepteur PKR1, pourrait étre impliquée dans la
formation et la fonction du tissu adipeux, et awsirrble dans le développement de I'obésité.

Mon sujet de thése a consisté, d’'une part a étlittigract de I'inactivation de PKRih vivo
sur deux lignées de souris, une dans laquelle P&gR1Inactivé de facon ubiquitaire (PKR1et
lautre dans laquelle linactivation de PKR1 esttdfiguement dirigé dans le tissu adipeux
(aP2-PKRY). D'autre part, nous avons étudié le réle de &2 P¥ir I'adipogenésén vitro en
utilisant une lignée de fibroblastes embryonnainesins caractérisés comme des préadipocytes.

Le premier objectif du travail sur les souris PKREtait de déterminer l'effet de
l'inactivation de PKR1 sur la morphologie et I'exyzéon du tissu adipeux.

Ensuite, il nous a fallu déterminer si PKR1 pouvgmter un rdle dans la balance
énergeétique, a la fois au niveau de I'appétit dtatesorption des lipides par I'intestin, mais dusas
niveau de la thermogenése induite par le froid.

L’expansion du tissu adipeux ayant besoin d'underizvascularisation et PKR1 étant
impliqué dans I'angiogenese, nous avions pour kattdier I'effet de l'inactivation de PKR1 sur la
formation de vaisseaux au sein du tissu adipeusoless PKRT .

L'obésité étant a I'origine du développement d'uwésistance a l'insuline, nous avons alors

analysé le role de PKR1 dans le métabolisme glyealies souris PKR1
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Etant donné le rble prépondérant de la PK2 danwmgib@enése et I'importance de la
vascularisation dans la genése du tissu adipeuxs ne pouvions pas exclure que les résultats
observés sur la morphologie et la fonction du tadipeux des souris PKR1pouvaient provenir
d’'un effet indirecte de l'inactivation de PKR1 awenu vasculaire. Nous avons donc crée la lignée
de souris aP2-PKR1 dans lesquelles PKR1 est inactivé au niveau désoades et des
préadipocytes.

Notre objectif était donc de déterminer le réleedirde I'inactivation de PKR1 au niveau du
tissu adipeux en s’affranchissant du role indireldda vascularisation. Nous avons alors analysé la
morphologie du tissu adipeux et veérifié sa vastsadion.

Puis nous avons étudié le profil glycémique desis@P2-PKR1 pour voir I'impact direct
de l'inactivation de PKR1 dans le tissu adipeuxleunétabolisme énergétique.

Afin de confirmer nos résultatis vivo, nous avons déterminé le role de la PK2 sur la

prolifération des préadipocytes et sur la converslies cellules 3T3-L1 en adipocytes.
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MATERIELS ET METHODES

Génération des modéles de souris transgéniquB&KR 1"

Les souris PKRT sont générées par recombinaison homologue dansaleis C57BL/6 & la
Clinique de la Souris (lllkirch). Des cellules sbas embryonnaires murines sont électroporées
avec le plasmide pGPR73 L3 qui contient I'exon P#é&R1 entouré par deux sites Lox-P, ainsi que
le gene de résistance a la néomycine entouré pir sites Frt et deux sites LoxP, permettant de
sélectionner les clones recombinants. Ces dersmms alors injectés dans un embryon, qui est
introduit dans une femelle pseudogestante. On mbtéors une lignée de souris chimériques
capables de transmettre I'exon floxé a leur desmeeel Le croisement de ces souris avec une
lignée de souris sauvages permet d’obtenir desssGIR73>*. Afin d'induire I'excision des sites
LoxP, ces souris sont alors croisées avec desss@MiV-Cre dans lesquelles I'expression de la
recombinase Cre est sous la dépendance du pronfiotedu cytomégalovirus. La recombinase Cre
va alors exciser les sites Lox-P et on obtient strsis hétérozygotes GPR?3 Ces souris sont
croisées entre elles afin d’obtenir des souris GPR7que nous avons nommé PKR1

Les souris sont soumises a un cycle jour-nuit de1iZzh et maintenues a une température de 22-
24°C pendant 40 semaines. Elles ont un accés dibieau et a la nourriture. L'alimentation des
souris et, soit une nourriture équilibrée conteri®t de matieres grasses (NRirmal fat die},

soit une nourriture riche en graisse (60%) (HRIgh fat die} qui est donné aux souris a partir de

'age de 6 semaines jusqu’a I'age requis pour xgeementations.

Génération des modéles de souris transgéniques aPRR1"

Les souris aP2-PKR1 sont générées en croisant des souris GPR¥3avec des souris
hémizygotes aP2-Cre-ER'%. Ces derniéres expriment la recombinase Cre ceuplérécepteur
des cestrogenes, sous la dépendance du promoteudaa®Pexpression est spécifiquement dirigée
dans le tissu adipeux. Les souris GPR¥3sont générées a partir des souris GPR78ui sont
croisées avec des souris exprimant la recombini@seapable d’exciser les sites Frt qui encadre le
géne de résistance & la néomycine. On obtientolesssGPR7%*, qui sont alors croisées entre
elles afin d’obtenir des souris GPR7%. Le croisement des souris GPR?#3 avec des souris
aP2-Cre-ER( ahoutit & la naissance de souris GPR'Z3(aussi appelées L2/L2) et aux souris
aP2-Cre-ERT90.GPR73%? (appelées aP2-L2/L2) dans lesquelles la recombin@ee est
exprimée dans le tissu adipeux mais n’est pas eraxiive. Pour qu’elle soit active, les souris sont

injectées intrapéritonéalement avec 1mg/jour aeokdfene (Tam) pendant 5 jours, a partir de
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I'age de 3 semaines. On obtient alors les soursGIPR73"" que nous nommons aP2-PKR1
Ces souris sont a nouveau réinjectées avec du Tageade 13 semaines.
Les souris sont soumises a un cycle jour-nuit dé-12 h et maintenues a une température de 22-

24°C. Elles ont un acces libre a I'eau et a la nure dite equilibrée.

Etude en cages métaboliques

Les souris WT et PKR1 sont placées pendant 3 jours dans des cages figuaisoindividuelles
permettant de mesurer la quantité de nourrituréréeg et d’eau consommeée. Elles permettent
egalement de récolter les urines et les feces ®exéLes souris sont maintenues en acclimatation
pendant 24h, puis la nourriture consommeée est pes&elume d’'eau bu est mesuré, les urines et

les feces sont récoltées aux jours 2 et 3.

Thermogenese induite par le froid

Les souris WT et PKR1 sont placées dans des cages individuelles. PeBdaatires, les souris
sont maintenues a jeun dans un environnement témpdles sont ensuite placées dans un
environnement a 4°C pendant 2 heures. La températotale est mesurée avec un thermometre 3
heures avant de placer les souris dans la chandfi@,duste avant I'exposition au froid et 2 heures
apres (Kasaharet al, 2007).

Absorption intestinale de lipides

Les souris WT et PKR sont placées dans des cages individuelles et emaies & jeun toute la
nuit. Ensuite, elles recoivent 500ul d’huile d'd@ipar gavage. Les souris sont sacrifiées 1 heure
apres (Wanget al, 2005). Les différentes parties de lintestin simmiues dans de la cryomatrice

(Thermo Scientific) et congelées a -80°C.

Quantification des lipides fécaux

Les feces sont pesés puis broyés jusqu’a I'obtertione poudre. Les lipides sont extraits des féces
avec du solvant constitué de chloroforme et de am&th(2 :1) (20 ml de solvant pour 1 g de féces).
Le mélange est placé sous agitation pendant 20 Apres sédimentation du broyat de feces, le
solvant est récupéré. Les matieres non-lipidiques séparées des lipides avec 0,9% de NaCl qui
permet la séparation de la phase organique coriteméuement les lipides (Folokt al, 1957).
Cette phase est prélevée et transférée dans am leallverre pré-pesé. Les lipides sont alors séchés
grace a un évaporateur pendant 5min a 40°C. Lerballec les lipides secs est a nhouveau peseé. La
différence de poids entre le ballon contenantifidds et le ballon vide correspond alors au poids

des lipides secs.
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Test de tolérance au glucose et test de tolérancéiasuline

Les souris sont placées dans des cages individuBlgndant 5 heures, les souris sont maintenues a
jeun. Pour le test de tolérance au glucose, lessssont injectées, intrapéritonéalement, avecdlg/k
de glucose. Pour le test de sensibilité a I'ingylihinsuline (Umuline) a une concentration de
0,75U/kg est injectée. Le taux de glucose sangsinmesuré en prélevant une goutte de sang au
niveau de la veine de la queue. La mesure estdade un glucométre Contour TS (Bayer), juste
avant l'injection de glucose ou d’insuline, puis @i, 40 min, 60 min, 90 min et 120 min apres

l'injection.

Coupes semi-fines et ultrafines

Les tissus adipeux et les intestins sont préletvdéixés dans du glutaraldéhyde. lls sont post-fixés
avec du tétroxyde d’osmium, puis inclus dans deékine époxy. Les coupes semi-fines sont
réalisées au microtome a une épaisseur de 1 pas &ht ensuite colorées au bleu de toluidine et
observées au microscope optigue a un grossisse@@nites photos du tissu adipeux permettent de
compter le nombre d’adipocyte par champs, ainsidgienesurer la taille et I'aire des adipocytes.
Par champs, chaque adipocyte a été mesuré etyplisieamps ont été pris en compte. Les coupes
ultrafines sont réalisées avec un ultramicrotoni@eé épaisseur de 0,05 um d’épaisseur. Elles sont

alors observées au microscope électronique.

Immunofluorescence PECAM/Collageéne et CD68/ Collage

Les tissus adipeux congelés sont coupés au cryasiae épaisseur de 10 um. Les coupes sont
fixées avec 3,7% de formaldéhyde pendant 30 miendpérature ambiante. Apres lavage au
phosphate buffer saling®BS), afin de bloquer les liaisons aspécifiqudseeamticorps et antigenes,
les coupes sont incubées avec du PBS contenantd&0%€rum d’ane et 0,5% de Triton 100-X
pendant 2h a température ambiante. Pour visuakserontour des adipocytes et les cellules
endothéliales, les anticorps de lapin anti-coleg®1 (Abcam) et de rat anti-PECAM-1 (Santa
Cruz) sont dilués au 1/150 et 1/100, respectivepdans du PBS contenant 1% de sérum d’ane et
0,05% de Triton 100-X. Pour visualiser le contoas @dipocytes et les macrophages, les anticorps
de lapin anti-collagene VI (Abcam) et de rat ani88 (Serotec) sont dilués au 1/150 et 1/100,
respectivement, dans du PBS contenant 1% de séama dt 0,05% de Triton 100-X. Les coupes
sont incubées avec les anticorps toute la nuitGa Apres lavage au PBS, les anticorps primaires
sont détectés par l'intermédiaire des anticorpsrsggires anti-lapin couplés a I'Alexa 555 et anti-
rat couplés a I'Alexa 488, dilués au 1/300 dan$8%. Les coupes sont donc incubées pendant 30

min avec les anticorps secondaire, puis sont laggeRBS, et enfin montées entre lame et lamelle
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avec du milieu de montage Vectashield contenantDdpi dilué au 1/500. Les coupes sont

visualisées avec un microscope a fluorescenced).aicn grossissement x40.

Coloration de la succinate déshydrogénase SDH

Les coupes de tissu adipeux sont incubées 1h a@i€une solution de nitrobleu de tétrazolium a
0,2% contenant 20 mM de KRQO, (dihydrogénophosphate de potassium), 150 mM d¢iR@,
(dihydrogénophosphate de sodium) et 100mM de satide sodium, a pH 7,3. Les coupes sont
ensuite lavées au PBS, puis fixées avec 3,7% deafdehyde. Un rincage avec 15% d’éthanol est
effectué et les lamelles sont montées sur les laames le milieu de montage Vectashield. Les

coupes sont visualisées avec un microscope opfigriea) a un grossissement x40.

Adipogenésén vitro

Les cellules 3T3-L1 proviennent déitherican Type Culture CollectighTCC) (Rockville, MD).

Les cellules sont ensemencées dans une plaquéestapuine densité de 60000 cellules/puits. Elles
sont cultivées dans du milidbulbecco's Modified Eagle Mediu(®@MEM) contenant 4,5 g/l de
glucose, 10% de sérum de veau fcetal (FGSal calf serumgt 100 U de gentamycine. Deux
jours post-confluence, les cellules sont stimul@esion avec 5 nM de PK2. Puis, 12h apres ce
traitement, un cocktail pro-adipogénique conten@Bt mM d’isobutylméthylxanthine, 1uM de
dexaméthasone et 10 pg/ml d’insuline est ajoutébdut de 48h, les cellules sont traitées avec le
milieu supplémenté avec 10 pug/ml d’insuline pend@ajaturs. Enfin, le milieu DMEM contenant 10
pg/ml d’insuline est renouvelé pendant 2 jours. tekules différenciées sont alors rincées 2 fois
au PBS et fixées avec 3,7% de formaldéhyde. Lésleglfixées sont colorées avec de I'huile rouge
afin de visualiser les adipocytes.

Coloration a I'huile rouge

Les cellules 3T3-L1 différenciées avec le cockadippogénique sont colorées avec de I'huile rouge

afin de distinguer les adipocytes. Les celluleg simtées 2 fois au PBS, puis fixées avec 3,7% de
formaldéhyde pendant 30 min a température ambi#pees lavage au PBS, elles sont incubées

pendant 30 min avec 0,5% d’Oil Red O (Sigma Aldridissout dans 60% de triéthylphosphate, a

une dilution de 36% dans de I'eau. Les cellules smsuite rincées a I'eau, puis contre-colorées

avec de I'hnématoxyline diluée au 1/100 dans deauligendant 10 min. Les adipocytes colorés sont

observés au microscope optique inversé a un gsessent x63. lls sont quantifiés par rapport au

nombre de cellules totales par champs et exprin®é.en

L’intestin congelé est coupé au cryostat a unesépar de 5 pm. Les coupes sont fixées avec 3,7%
de formaldéhyde pendant 30 min a température artebiae reste de la coloration a 'huile rouge
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est identique a celle des cellules 3T3-L1. Apréloration, les coupes sont observées sous un

microscope optiqgue a un grossissement x20. La té@adé lipide contenu dans l'intestin est
quantifiée en mesurant la coloration de I'huilege@avec le logiciel Image J.

Prolifération et apoptose

Les cellules 3T3-L1 sont ensemencées dans unegpuits a une densité de 5000 cellules/puits
et maintenues dans le milieu DMEM contenant 4,5g/glucose, 10% de sérum de veau feetal et
100 U de gentamycine pendant 2 jours. Elles sostisnsynchronisées avec un milieu de sevrage
contenant seulement 0,5% de sérum pendant 16hs Agrichronisation, les cellules sont traitées
avec, soit du milieu complet contenant 10% de s¢moit avec du milieu de sevrage contenant
0,5% de sérum. Pour chacun des deux milieux, lade®sont stimulées ou non avec 5 nM de PK2
pendant 4 jours. Les cellules sont énumérées pmtes la synchronisation, puis toutes les 24h
pendant 4 jours. Pour cela, les cellules sont Hétx du puits avec 100 ul de trypsine diluée a
0,25%. Puis, 400 ul de milieu complet est ajoutarpteutraliser la trypsine. Les cellules sont
comptées a l'aide d’une lame de Kova observée amamicroscope optique afin de déterminer le
nombre de cellules/puits au cours du temps.

Les cellules sont aussi ensemencées dans des pRguets a une densité de 2000 cellules/puits et
maintenues 2 jours dans le milieu de culture complées sont ensuite cultivées pendant 16h dans
du milieu de sevrage. Ensuite, elles sont stimuléhon avec de la PK2, en présence du milieu
complet ou du milieu de sevrage. Au bout de 10k, dellules sont fixées avec 3,7% de
formaldéhyde a température ambiante pendant 30afmnd’étudier la prolifération cellulaire par
un marquage de la protéine Ki67. D’'autres cellslast fixées aprés 48h de traitement afin de voir
I'effet de la PK2 sur I'apoptose.

Immunofluorescence Ki67/Pref

Les tissus adipeux congelés sont coupés au cryastae épaisseur de 10 um. Les coupes sont
fixées avec 3,7% de formaldéhyde pendant 30 mémgérature ambiante, puis post-fixées avec un
meélange éthanol/acide acétique (2 :1) pendant 20 ani20°C. Aprés lavage au PBS, afin de
bloquer les liaisons aspécifiques entre anticot@genes, les coupes sont incubées avec du PBS
contenant 10% de sérum d’ane et 1% de Triton 1Qixdant 2h & température ambiante. Pour
visualiser les préadipocytes en prolifération,daticorps de lapin anti-Pref-1 (Abcam) et de chévre
anti-Ki67 (Santa Cruz) sont dilués au 1/100 dan®B6 contenant 1% de sérum d’ane et 0,1% de
Triton 100-X. Les coupes sont incubées avec lds@ps toute la nuit a 4°C. Aprés lavage au PBS,
les anticorps primaires sont détectés par l'inteliaige des anticorps secondaires anti-lapin couplés
a I'Alexa 555 et anti-rat couplés a I'Alexa 488luéis au 1/300 dans du PBS. Les coupes sont donc
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incubées pendant 30 min avec les anticorps seaengniis sont lavées au PBS, et enfin montés
entre lame et lamelle avec du milieu de montagdaasbield contenant 1/500 de Dapi. Les coupes
sont visualisées avec un microscope a fluoresogmiea) a un grossissement x40.

L’'immunomarquage des cellules 3T3-L1 aprés 10hrdéf@ration est réalisé de la méme maniere
gue pour le tissu adipeux, hormis le fait que lequage Ki67 soit effectué seul sans le marquage

pour Pref-1.

TUNEL

L’apoptose est visualisée par la méthoberminal deoxyribonucleotidyl transferase-mediated
dUTP nick end-labeling(TUNEL) avec le kit Apoptag (Millipore) selon lesstructions du
fabricant. Les cellules 3T3-L1 adhérentes surdesels sont fixées apres 48h de prolifération avec
3,7% de formaldéhyde pendant 30 min a températmigiaate. Apres lavage au PBS, une post-
fixation avec un mélange éthanol/acide acétiqud )(2st effectuée pendant 20 min a -20°C. Les
cellules sont lavées au PBS, puis les antigenesbémoués avec le tampon d’équilibration pendant
10 sec a température ambiante. Puis les lamesirsnrtiées pendant 1h a 37°C avec le tampon
contenant I'enzyme TdT transférase. La réactiorsegipée avec un tampon stop. Aprés lavage au
PBS, les cellules sont incubées avec un tamporgant un anticorps anti-digoxigénine conjugué a
la fluorescéine pendant 30 min a température artébidans I'obscurité. Enfin, les cellules sont
lavées au PBS puis montées entre lame et lameadledw milieu de montage Vectashield contenant
1/500 de Dapi.

Extraction de 'ARN

L’extraction des ARN totaux des cellules 3T3-L1tudles en plague 6 puits est effectuée avec du
TriReagent (MRC, Cincinnati, OH) selon les instroies du fabricant. Brievement, les cellules sont
lysées avec 1ml de TriReagent et le lysat est glaoé un tube de 1,5 ml. Un volume de 50 ul de
4-bromoanisole (BAN) est ajouté, le tout est vogtepuis centrifugé a 12000 x g pendant 15 min a
4°C. 500 pul de la phase aqueuse supérieure egiee®y placée dans un tube de 1,5 ml et 500 pl
d’isopropanol est ajouté. Le mélange est incubéitDa température ambiante, puis centrifugé 10
min & 12000 x g a 4°C. Le surnageant est retité etilot est lavé avec 500 ul d’éthanol 80%. Le
tout est centrifugé pendant 5 min a 7500 x g a 4¥surnageant est éliminé et le culot est séché a
I'air libre. Enfin, le culot est dissout dans 20diéau traité au diéthylpyrocarbonate (DEPC). La
concentration des ARN en pug/ml est calculée graeefarmule 40 x A 260 x facteur de dilution,
ou A260 est I'absorbance optique a 260 nm des ARMslet 40 correspond a la concentration d’'1
A260 en pg/ml.
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Transcription inverse

Avant la transcription inverse, 'ARN est traitéeavie kit DNAse | RNAse Free (Fermentas) selon
les instructions du fabricant. 1 U de DNase estcdajoutée a 5 pg d’ARN dilué dans de l'eau
DEPC et incubé a 37°C pendant 30 min. La réactsrstoppée avec 5 mM d’EDTA pendant 10
min a 65°C. La synthése d'acide désoxyribonuckicpmplémentaire (ADNCc) est réalisée avec le
kit Superscript Il Reverse Transcriptase (Invitnogeelon les instructions du fabricant. Elle débute
par I'ajout de 500 ng d’amorces dT et 500 uM de BINT le tout est incubé a 65°C pendant 5 min.
Puis aprés un transfert sur la glace, 10 mM daddfitreitol (DTT) est ajouté avec 1/5 de tampon
5X et le mélange est placé a 42°C pendant 2 mifin ERO0 U de Superscript transcriptase est
ajoutée et la réaction de synthese se déroule @ gefidant 50 min. La réaction est arrétée aprés

une incubation de 15 min a 72°.

PCR en temps réel

Aprés la transcription inverse, la réaction de pwyisation en chaine (PCRh temps réel est
réalisée a l'aide du kit Sybr Green Master Mix ([Bam) selon les instructions du fournisseur. Le
mix contient le Sybr Green, les dNTP, 6 mM de MgCi2 la fluorescéine et la iQ DNA
polymérase. Le mix est dilué au % par ajout de®y18 d’ADNc et 200 nM d’amorces pour le
géene cible (Tableau). La PCR est ensuite réalisés tb thermocycleur MylQ (BioRad) avec le

protocole suivant :

4 ren 100 5aL
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iy cycles
L’expression des genes cibles est calculée en premacompte le Ct relativisé par rapport a celui
du gene de référence,fleactine. Puis I'expression dans la condition ciésg elle aussi, relativisée
par rapport a celle de la condition de référence.
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PCR semi-quantitative
La PCR semi-quantitative est réalisé a partir dopian 10X (Fermentas) dilué au 1/10 par ajout de
0,5 pg d’ADN, 250 pM de dNTP, 0,1 pug d’amorces (€ab) et 5 U de Taq ADN polymérase

(Fermentas). La réaction a lieu dans un thermoaydelon le protocole suivant :

10°C

aE"e

e |
2 min (1 min

lmin

40 cycles

12°C

imin

10 myim

10°C

[ )

Les produits de la PCR sont déposés sur un gehdag 2%-TAE 0,5X et visualisé sous UV.

Tableau 1 : Séquences des amorces pour les PCR.

Les amorces en bleu représentent celle utilisé&sa#h semi-quantitative et les noires en PCR endaé.

Geéne Amorce Sens Amorce Anti-sens

GAPDH TGAGGCCGGTGCTGAGTATGTCG | CCACAGTCTTCTGGGTGGCAGTG
PKR1 GCCATTGCCATTGACAGGTA TGGTGAAGTAGGCAGCTGGA

HIF 1 TACAAGGCAGCAGAAACCTAC TGTGCAATTGTGGCTACC
B-actine CATCTTGGCCTCACTGTCCA GGGCCGGACTCATCGTACT
PPARy CGAGAAGGAGAAGCTGTTGG GAAACTGGCACCCTTGAAAA
C/EBPa CAAGAACAGCAACGAGTACCG GTCACTGGTCAACTCCAGCAC
Pref-1 CTGTGTCAATGGAGTCTGCAAG |CTACGATCTCACAGAAGTTGC
Adiponectine | AATCCTGCCCAGTCATGCCGAAG |TCTCCAGGAGTGCCATCTCTGCCATC
Résistine AGAAGGCACAGCAGTCTT TGTCCAGTCTATCCTTGC

Cycline D1 GAGATTGTGCCATCCATGC CTCCTCTTCGCACTTCTGCT
Cycline E1 TTCTGCAGCGTCATCCTCT TGGAGCTTATAAGACTTCGCACA
Cdk-2 CACAGCCGTGGATATCTGG CATGGTGCTGGGTACACACT
c-Myc CCTAGTGCTGCATGAGGAGA TCTTCCTCATCTTCTTGCTCTTC

Analyse statistique

Tous les résultats présentés correspondent auxmmeyed’au moins 3 expériences et les barres
d’erreur représentent les écarts standards a leemney(sem). Les différences entre la condition
d’intérét et la condition référence ont été anadgspar un test de Student’s bilatérale. Elles sont

considérées comme significatives pour une valey<@e05 et sont représentées par une *.
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RESULTATS

|. Caractérisation des souris PKR1

A. Problématiques et stratégies

Notre étude porte sur des souris controles (Wilg typ® et des souris mutantes PKR1
dans lesquelles PKR1, est totalement inactivé.déas groupes de souris ont été nourris avec de la

nourriture dite équilibrée contenant 5% de matigrasses (NFDyormal fat die}.

Au bout de 40 semaines, nous avons cherché a sawgtte inactivation de PKR1 pouvait
influencer le poids du tissu adipeux et donc lagaeaorporelle totale. L’augmentation de masse
grasse peut se faire soit par hypertrophie desayies, soit par hyperplasie du tissu adipeux qui
nécessite la prolifération de préadipocytes puis tifférenciation en adipocytes matures. Nous
avons donc observé le phénotype de la masse adipgeaise a des coupes semi-fines. Puis nous
avons étudié la prolifération des préadipocytesl’pgermédiaire d’'un coimmunomarquage dirigé
contre la protéine Pref-1, spécifique des préadifgsc et Ki67, un marqueur de la division
cellulaire. Comme expliqué précedemment, la forrmasmembranaire de Pref-1 est un excellent
marqueur des préadipocytes. L'antigene Ki67 essgméuniqguement dans les cellules activement
impliquées dans la division cellulaire et est, panséquent, un solide marqueur de la réplication
cellulaire. Cette protéine est localisée dans Iganolors des phases G1 et S/G2/M du cycle
cellulaire mais n’est pas détectable dans leslesliguiescentes en GO (Laktral, 1987).

Au sein du laboratoire, nous avons montré une foriplication de la PK2 et de son
récepteur PKR1 au niveau de l'angiogenese. Nousisavoulu analyser les conséquences de
linactivation de PKR1 sur la vascularisation dssti adipeux issu des souris PRRNous avons
alors étudié la vascularisation du tissu adipeuxupaimmunomarquage de la protéine PECAM-1,
spécifiguement exprimée par les cellules endotleslide plus, la mitochondrie utilisant I'oxygéne
pour produire de I'énergie, nous avons Vérifiétiate respiratoire mitochondriale des adipcoytes
par une coloration qui permet de mesurer I'actidiééla succinate déshydrogénase (SDH) qui fait
partie de la chaine respiratoire. Cette coloratioantient du succinate de sodium et du nitrobleu de
tétrazolium. Le succinate de sodium est transfopaela SDH en fumarate avec une libération
d’hydrogene. Ce dernier se combine au nitrobletéttazolium qui devient bleu. Nous avons aussi
mesuré I'expression du facteur de transcriptioruithgar I'hypoxie HIF-1 qui est exprimé en

condition hypoxique.
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L’augmentation de la masse corporelle est, en géndue a un déséquilibre de la balance
énergétique. La variation de poids observée chezaderis mutantes pourrait étre causée par une
augmentation des apports caloriques et/ou a uniedlion des dépenses énergétiques.

Nous avons tout d’abord mesuré la quantité de rtoteringérée par les souris WT et
PKRI". Comme I'apport énergétique provenant de la noueidépend, aussi, de I'absorption des
graisses par l'intestin, nous nous sommes ensoi@i$és sur I'absorption intestinale des lipides,
d’'une part en extrayant puis en quantifiant leglép non digérés contenus dans les feces et d’autre
part en colorant l'intestin des souris a I'huilauge afin de visualiser les lipides absorbés aprés
gavage des souris avec de l'huile d'olives. Lesedéps énergétiques ont été mesurées grace a

I'étude de la thermogenése induite par le froid.

L’'obésité est un facteur de risque majeur du deblettype 2, qui lui-méme, est un facteur
de risque aux affections cardiaques. Le diabetiymke2 se déclenche généralement a I'age adulte,
voire a un age avance, chez des individus généealeabéses. Nous nous sommes donc intéresses
aux conséquences de la prise de poids des souR4’PEur le métabolisme glucidique des souris
agées de 40 semaines. Le diabéte de type 2 estér@@ par une hyperglycémie chronique, associé
a une insulino-résistance et a une réduction plusnoins élevée de l'insulino-sécrétion. Nous
avons étudié la glycémie des souris WT et PKRJtace & un test de tolérance au glucose (GTT,
glucose tolerance téstiui permet de contréler la capacité d’'un orgaeistnormaliser rapidement
un épisode hyperglycémique. Un défaut de toléraameeglucose injecté intrapéritonéalement
suggere un défaut au niveau de la sécrétion dimswdt/ou de la sensibilité a l'insuline. Pour
mesurer l'insulino-résistance, nous avons effecinéest de tolérance a l'insuline (IThsulin
tolerance tegt Il permet de voir I'étendue de I'hypoglycémiluite par I'injection d’'insuline, qui
représente un index de la sensibilité a I'insuline.

Le diabete de type 2 étant une pathologie qui seldppe progressivement, et qui reste
longtemps asymptomatique, nous avons suivi ladoE au glucose et la sensibilité a l'insuline de
nos souris WT et PKR1au cours du temps. Nous avons donc réitéré les &ET et ITT sur des
souris WT et PKRT agées de 15 semaines.

Dans la littérature, les souris nourries avec gimeé alimentaire riche (60%) en matieres
grasses (HFDhigh fat diej sont souvent utilisées comme modeéle animal deebadé et du diabete
de type 2. Nous avons donc utilisé ce type d'ali@on pour nourrir les souris WT et PKRA
partir de I'dge de 6 semaines. Puis nous avonsédieigpghénotype métabolique de ces souris a I'age
de 40 et 15 semaines par des tests GTT et ITT.
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B. Résultats

1) Caractérisation du tissu adipeux des souris PKR1

La premiére partie de notre étude porte sur I'as®lgu phénotype du tissu adipeux des
souris PKR1T afin de déterminer I'impact de I'inactivation d&R1 dans ce tissu.

A I'age de 40 semaines, les souris PKRtésentent une masse corporelle 40 % plus élevée
que celle des souris WT (31,8 + 0,8 g et 45,5 +gAfour WT et PKRT, respectivement). Cette
augmentation de poids est due, en grande partiee aaugmentation de la masse du tissu adipeux
viscéral des souris PKR1 puisque celle-ci est 3 fois supérieure & cell¢isbu adipeux des souris
WT (Figure 20 A). Cette différence est visible @il nu sur des photos de I'abdomen des souris

(Figure 20 B). Nous avons également constaté ugmentation de la masse du foie issu des souris

PKRI" comparé au foie des souris WT (Figure 20 A).
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Figure 20 : Masse corporelle et poids des organessisouris PKR1".
A) Histogrammes de la masse corporelle (en g) (&ly), du poids du tissu adipeux (en mg) (au miletwdu foie (en
mg) (a droite) des souris WT (barre blanche) et PKEbarre noire). (* : p<0,05 entre WT et PKR1B) Photos de

'abdomen des souris WT (& gauche) et PKR@ droite) permettant de voir les masses de tismlipeux

périgonadiques.
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Figure 21 : Hyperplasie du tissu adipeux des sourBKR1".

A) Coupes semi-fines des tissus adipeux obseraes grossissement X20 qui permet de voir I'hyesigl du tissu
adipeux des souris PKR1(a droite) comparée & celui des souris WT (& galudB) Histogrammes représentant le
nombre d’adipocytes (a gauche) et I'aire des adifgsc(a droite) présents au sein des masses adfpdas souris WT
(barre blanche) et PKR1(barre noire). Résultats exprimés en % par rappoMVT, WT correspondant & 100%. (*:
p<0,05 entre WT et PKR.

Etant donné la forte augmentation de masse adip@ass nous sommes intéressés a la
morphologie du tissu adipeux viscéral des sourisa/PKRI" afin de savoir si cette augmentation
de masse grasse était due a une augmentation duwendfmdipocytes ou a une augmentation de la
taille des adipocytes. Les coupes semi-fines desdiadipeux nous révélent que les souris PKR1
présentent une obésité hyperplasique (Figure 21EA).effet, nous observons que le nombre
d’adipocytes double au sein du tissu adipeux dess®KRI™ et que leur superficie diminue de
60% (Figure 21 B).
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L’hyperplasie du tissu adipeux provenant de laifin@tion puis de la différenciation des
préadipocytes, nous avons quantifié la prolifératies préadipocytes au sein des tissus adipeux des
souris WT et PKRT par un coimmunomarquage dirigé contre les proséitref-1 et Ki67. Sur nos
coupes de tissus adipeux issus des souris WT el PKi#dus observons une colocalisation de Ki67
avec Pref-1, confirmant la prolifération des pr@adites (Figure 22 A). De plus, la quantification
des immunomarquages montre une augmentation sigtive du nombre de préadipocytes engagés
dans la division cellulaire au sein du tissu adipdes souris PKR1 comparé au tissu adipeux
issus des souris WT (Figure 22 B).
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Figure 22 : Prolifération des préadipocytes dans léssu adipeux des souris PKR1.

A) Représentation de la prolifération des préacijpes dans les tissus adipeux des souris WT (shghet PKRIT (a
droite), visualisée par un coimmunomarquage dicgétre Pref-1 (rouge) et Ki67 (vert). Les noyaurtsmarqués avec
du Dapi (bleu). Les photos ont été prises a unsigssment X40. B) Quantification du nombre de tedlunarquées
pour Pref-1 et Ki67, exprimé en % par rapport amim@ total de cellules marquées par le Dapi. &0,05 entre WT
et PKR1").

100



Le tissu adipeux est un organe richement vascalalis prokinéticine jouant un role
important dans I'angiogenése, nous avons contléakcularisation des tissus adipeux WT et
PKR1" par immunomarquage de la protéine PECAM-1 (Fig2BeA). Nous observons que le
nombre de capillaires dans le tissu adipeux PKB4t identique & celui qu’on observe dans le tissu
adipeux WT malgré I'augmentation du nombre d'adjpes dans la masse adipeuse PKR1

(Figure 23 B).
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Figure 23 : Vascularisation du tissu adipeux des sois PKR1™"".
A) Représentation du réseau vasculaire dans sesstiadipeux des souris WT (& gauche) et PKR droite),
visualisée par un coimmunomarquage dirigé contelegéne (rouge) pour visualiser les contoursatBpocytes et
PECAM-1 (vert) afin de marquer les cellules endliigs. Les noyaux sont marqués avec du Dapi (ble§ photos
ont été prises a un grossissement X40. B) Quaatific du nombre de cellules marquées pour PECAMuisdes
tissus adipeux des souris WT (barre blanche) etPK(Rarre noire). Les résultats sont exprimés en #ragaport au

nombre total de cellules marquées par le Dapi.
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Figure 24 : Activité mitochondriale des adipocytesiu tissu adipeux PKR1".

A) Représentation de l'activité de la SDH des oiiandries dans les tissus adipeux des souris Wagahe) et
PKR1" (& droite), visualisée par la coloration bleuesta activité enzymatique. Les photos ont été prisem
grossissement X40. B) Quantification du marquagéad®DH dans le tissu adipeux des souris PKiarre noire),
exprimée en % par rapport au WT (barre blanche),déffespondant & 100%. (* : p<0,05 entre WT et PRR1

Pour vérifier la respiration des mitochondries ddgpocytes, les coupes de tissus adipeux
issus des souris WT et PKRbnt été colorées pour mesurer I'activité de la SBidure 24 A). Le
tissu adipeux des souris PKRprésente une coloration SDH 25% moins intensecglie du tissu
adipeux des souris WT, témoignant de la plus fadvité respiratoire des mitochondries des

adipocytes issus des souris PRRFigure 24 B).

Un défaut d’angiogenése est souvent corrélé aulajgwement de conditions hypoxiques
qui entrainent I'expression du facteur de transiompinduit par I'hypoxie HIF-1. Nous avons donc
mesure, par PCR semi-quantitative, le niveau desgion de ce facteur hypoxique au sein des
tissus adipeux (Figure 25 A). Le tissu adipeux smsris PKR1™ présente une forte augmentation
de l'expression de HIFel comparé au tissu adipeux des souris WT, ce quiqued le
développement d’un état hypoxique (Figure 25 B).
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Figure 25 : Expression du facteur HIF-1 au sein dtissu adipeux PKRI".

A) Mesure de I'expression de GAPDH et de HiFedhns les tissus adipeux WT et PKRiar PCR semi-quantitative.
B) Quantification de I'expression de Hif:par rapport a I'expression de GAPDH. Les résufpatsr les souris PKR1
(barre noire) sont exprimés en %, sachant que Vdirélblanche) correspond a 100% d’expression €0,@b entre
WT et PKRT).

Figure 26 : Adipocytes nécrotiques du tissu adipeuRKR1™.

Représentation de l'ultrastructure des adipocyess des tissus adipeux WT (& gauche) et PKRHroite), analysée
par microscopie électronique. Les adipocytes desis®KR1™ présentent un noyau nécrotique, des mitochondries
dilatées et une accumulation de gouttelettes bjpiels cytoplasmiques. nc : noyau, mtc : mitochondinie: capillaire

sanguin, Ip : gouttelette lipidique.
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Nous avons voulons connaitre les conséquencesfdut déangiogenese et de I'hypoxie au
niveau des adipocytes issus des souris PKR1ultrastructure de ces adipocytes montre qu'ils
présentent des caractéristiques nécrotiques tgllesla rupture de la membrane basale et une
dégeénération des organelles. La présence de mitddes dilatées a crétes désorganisées est

accompagnée par la présence de gouttelettes lijgigliqytoplasmiques (Figure 26).

L’ensemble de ces résultats montrent donc quediais de PKR1 dans les souris mutantes
conduit a une obésité hyperplasique due a la pralibn des préadipocytes. L'angiogenése qui
permettrait d’assurer une vascularisation correcteissu n'est pas assurée, ce qui crée un état

hypoxique au sein du tissu adipeux. Cette hypoxieagne la nécrose d’'une partie des adipocytes.

2) Etude de la balance énergétique des souris PKR1

Etant donnée I'augmentation trés significative idsut adipeux issu des souris PKRhous
avons analysé la balance énergétique de ces spungesurant I'apport énergétique de la nourriture

puis les dépenses énergétiques par thermogengsatada

Les souris WT et PKRLont été placées individuellement dans des cagésboiégues qui
permettent de mesurer les quantités de nourrituteeau ingérées par jour, ainsi que de recueitlir
de quantifier I'excrétion d’urine et de feces desirss. Les données collectées montrent que les
souris PKR1 boivent la méme quantité d'eau que les souris Wexerétent la méme quantité
d’urine. La quantité de nourriture ingérée pardesris PKR1 est l[égérement inférieure a celle des
souris WT et la quantité de féces excrété par desis PKR1™ est, par conséquent, légérement

inférieure a celle des souris WT (Figure 27).
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Figure 27 : Etude en cage métabolique des souris W&k PKR1".
Histogrammes représentant la différence de quadi#@u consommée (ml) (en haut a gauche), d’urioeétce ()
(en haut a droite), de nourriture ingérée (g) @ & gauche) et de feces excrétés (mg) (en basté) drentre les souris

WT (barre blanche) et les souris PKR(barre noire).

Ces résultats laissent penser que I'obésité desssBKRI™ ne provient pas d’un excés
d’apport calorique. Toutefois, I'apport énergétiqurevenant de la nourriture dépend, aussi, de la

capacité de lintestin a absorber les lipides atitaies.
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Lipidesintestinaux

WT PR

Figure 28 : Absorption des lipides par lintestin d&s souris PKR1".

A) Représentation des lipides absorbés au nivegéjdoum des souris WT et PKRIprés gavage, visualisés grace a
la coloration a I'huile rouge et observés au micope optique a un grossissement X20. B) Quantidinades lipides
absorbés par le jéjunum PKR1 (barre noire) expriemé@o par rapport a 100% des lipides absorbésgéjunum WT

(barre blanche). C) Coupe semi-fines des jéjunuesssduris WT et PKR1aprés gavage, afin de visualiser les lipides
absorbés.

Les coupes de jéjunums issus des souris WT et PKiRies gavage avec de I'huile ont été
colorées a I'huile rouge afin de visualiser lesdigs absorbés. Nous observons une grande quantité
de lipides dans les intestins WT et PKRue ce soit au niveau des entérocytes ou duarhori
mais aucune différence significative n’est visiblgre les deux groupes (Figure 28 A et B). Des
coupes semi-fines de jéjunums confirment ce rés{Htgure 28 C).
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Les lipides, qui n'ont pas été absorbés par I'timtesse retrouvent dans les feces.
L'utilisation des cages métaboliques nous a peduisécolter les féces des souris WT et PKR1
nourries avec de I'alimentation équilibrée. Lesdgs ont alors été extraits des feces puis quéstifi
La quantification des lipides fécaux ne montre aecdifférence significative de la quantité de

lipides contenus dans les féces des souris WKRLP (Figure 29).
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Figure 29 : Lipides contenus dans les féces des EelPKR1™".

Différence de quantité de lipides extrait des féerse les souris WT (barre blanche) et PKRlarre noire). Les
résultats sont exprimés en mg de lipides/100 migckes.

La dépense énergétique est en partie due a la digemase adaptative. Nous avons alors
etudié la thermogenése induite par le froid en magua température rectale des souris WT et
PKRI" aprés 2h passée dans un environnement a 4°C. éopaau froid, la température
corporelles des souris WT ne change pas, tandiseile des souris PKR1diminue, mais nous
n'observons pas de différence de température Ergmeux groupes de souris (Figure 30).
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Figure 30 : Effet de l'inactivation de PKR1 sur lathermogenése induite par le froid.
Comparaison de la température rectale en °C des3adT (courbe grise) et PKRI(courbe rouge) mesurée 3h avant

I'exposition au froid, juste avant (t=0) et 2h apré§ : p<0,05 entre PKR1a t=0 et & t=2h).
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Ces résultats suggérent donc que I'augmentatiguoitts observée chez les souris PKR1

ne provient pas d’'un déséquilibre de la balancegétigue.

3) Etude des conséquences métaboliques de I'obésitgodeis PKRT

Le diabéte de type 2 se déclenche généralemeaga édulte, voire a un age avancé, chez
des individus généralement obéses. Les souris PKRint caractérisées par une obésité, nous nous
sommes alors intéressés aux conséquences de o@swspr le métabolisme glucidique des souris
WT et PKRI". Nous avons suivi le développement de I'intoléeaael glucose chez les souris
PKRI" au cours du temps, a I'age de 40, 30 et 15 semaine

De plus, dans la littérature, les souris nourriescaun régime alimentaire riche en matiéres
grasses (HFD) sont souvent utilisées comme modgieah de I'obésité et du diabéte de type 2.
Nous avons donc utilisé ce type d’alimentation isos souris WT et PKR1 afin d’en étudier le

phénotype métabolique.

a) Etude a I'age de 40 semaines

A l'age de 40 semaines, les souris WT et PKRdourries avec une nourriture équilibrée
(NFD), ont subi un test de tolérance au glucose.tdst GTT révéle que les souris PKR1
présentent une glycémie basale (a temps 0) sup&réegelle des souris WT. Aprés injection de
glucose, les souris PKRImontrent une certaine incapacité a normaliseaue tle glucose sanguin
induit par I'hyperglycémie, comparé aux souris WHg(re 31 A). Pour confirmer ce défaut de
tolérance au glucose, nous avons effectué un ¢éeilérance a l'insuline. L’hypoglycémie induite
par I'injection d’insuline est significativement ine importante chez les souris PKRfjue chez
les souris WT (Figure 31 B). Ces résultats sugdédenc que les souris PKRIprésentent une

intolérance au glucose due a une insensibilitéhadline.
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Figure 31 : Métabolisme des souris PKRZ1 & 40 semaines.

A) Graphique représentant la glycémie des souris(@étirbe grise) et PKR1(courbe rouge) au cours du temps aprés
injection intrapéritonéale de 1 mg de glucose pdegouris. Les résultats sont exprimés en mg ueogé par dl de
sang. (* : p<0,05 entre WT et PKRYL B) Graphique représentant la glycémie des sffis(courbe grise) et PKR1
(courbe rouge) au cours du temps aprés injectibaparitonéale de 0,75 mU d’insuline par g de sourés résultats
sont exprimés en mg de glucose par dl de sang<®;05 entre WT et PKR.
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Figure 32 : Effet de la nourriture HFD sur le poidset le métabolisme des souris PKR14 40 semaines.

A) Histogrammes de la masse corporelle (en g) (&hyg), du poids du tissu adipeux (en mg) (au milegwdu foie (en
mg) (a droite) des souris WT (barre blanche) et PKFbarre noire) a 40 semaines aprés 34 semainawititent
avec de la nourriture HFD. B) Graphiques représertmglycémie des souris WT (courbe grise) et PKRdourbe
rouge) au cours du temps apres injection intrapégile de glucose (a gauche) ou d'insuline (a @roites résultats

sont exprimés en mg de glucose par dl de sang.
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Les souris WT et PKR1ont été nourries avec une alimentation HFD a paeti’age de 6
semaines. A I'age de 40 semaines, la masse cogpded souris WT s’avéere étre identique a celle
des souris PKRA, car les poids du tissu adipeux et du foie WT wmipoids similaire & ceux des
souris PKR1 (Figure 32 A). Un test GTT nous apprend que Idilpde clairance métabolique du
glucose sanguin des souris WT mime celui des s&R1" puisque les deux lignées de souris
présente des taux de glucose sanguin identiqueoars @u temps. Le test ITT montre que
l'injection d’insuline ne provoque pas d’hypoglycénchez les souris WT, qui présentent la méme

sensibilité & I'insuline que les souris PKR(Figure 32 B).
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Figure 33 : Poids des souris WT et PKRZ en fonction de la nourriture & 40 semaines.

A) Comparaison de la masse corporelle (en g) (&hlg@udu poids du tissu adipeux (en mg) (au miletuju foie (en
mg) (a droite) des souris WT (en haut) nourriescade la nourriture équilibrée NFD (barre blanche)avec de la
nourriture grasse HFD (barre noire). (* : p<0,05-@MFD et HFD). B) Comparaison de la masse coflgofen g) (a
gauche), du poids du tissu adipeux (en mg) (atemjilet du foie (en mg) (& droite) des souris PKRdn bas) nourries

avec de la nourriture NFD (barre blanche) ou aeladourriture HFD (barre noire). (* : p<0,05renNFD et HFD).

Ces résultats montrent que l'apport de matieressgs dans la nourriture masque les
différences entre les souris WT et PKRbbservées avec une nourriture NFD, du fait d’une

augmentation massive de la masse grasse des ¥6UriEn effet, en présence de nourriture HFD,
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la masse corporelle des souris WT augmente fortermens que chez les souris PKRTette
augmentation est moins importante. Les massessdu #dipeux et de foie issus des souris WT
augmentent considérablement aprés traitement avewourriture HFD (Figure 33 A). Chez les
souris PKR1, cette augmentation est moins marquée, puisqumasse corporelle augmente
légerement du fait de I'élévation du poids du fétar contre, la masse du tissu adipeux ne change
pas (Figure 33 B).

Au niveau métabolique, I'apport de fort taux de igrat grasse chez les souris WT conduit &
une incapacité a normaliser le taux de glucose wanmduit par I'hyperglycémie et a une
insensibilité a l'injection d’insuline comme le &e les tests GTT et ITT (Figure 34 A). Chez les
souris PKRY, la nourriture HFD ne provoque pas de changemigmifisatif au niveau de la
sensibilité a I'insuline ou de la tolérance au gke (Figure 34 B).
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Figure 34 : Métabolisme des souris WT et PKR en fonction de la nourriture & 40 semaines.

A) Comparaison de la glycémie des souris WT nosiragec de la nourriture NFD (courbe grise) ou avecla

nourriture HFD (courbe rouge) aprés injection decgse (graphique de gauche) ou injection d’insulgraphique de
droite). (*: p<0,05 entre NFD et HFD). B) Compaai de la glycémie des souris PKRbourries avec de la
nourriture NFD (courbe grise) ou avec de la noureitHFD (courbe rouge) apres injection de glucgsephique de
gauche) ou injection d’insuline (graphique de drpit* : p<0,05 entre NFD et HFD).
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b) Etude a I'age de 15 semaines

A la vue de nos résultats a I'age de 40 semain@ss avons voulu savoir si les souris
PKRI" présentent déja des troubles métaboliques a dades semaines.

Lors d'un apport calorique équilibré, les sourisREK agées de 15 semaines présentent une
masse corporelle plus élevée que celle des sourigRigure 35 A).

Le test GTT montre une normalisation de la glycéaougecte chez les souris WT, tandis
que les souris PKR1-/- semble avoir des difficuiésormaliser I'épisode hyperglycémique car le
profil glycémique change Iégérement. Lors du t&3t, les souris PKRZ présentent une glycémie
supérieure a celle des souris WT en réponse &dlion d’insuline (Figure 35 B). Ces résultats
révélent un changement de la tolérance au gluchse tes souris PKR1 d0 & une légére
insensibilité de ces souris a l'insuline.
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Figure 35 : Poids et métabolisme des souris PKR1 15 semaines.

A) Histogramme représentant la masse corporellegfates souris WT (barre blanche) et PKRbarre noire) a 15
semaines. (*: p<0,05 entre WT et PKR1B) Graphiques représentant la glycémie des safT (courbe grise) et
PKR1" (courbe rouge) au cours du temps aprés injeatimagéritonéale de glucose (& gauche) ou d'insifirdroite).

Les résultats sont exprimés en mg de glucose pe sang. (* : p<0,05 entre WT et PKR1
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Lorsque les apports alimentaires sont enrichis atiene grasse, hous observons encore une
augmentation significative du poids du corps desisd®KRI™ comparé aux WT (Figure 36 A).
Les tests GTT et ITT ne révelent aucune différetealycémie entre les deux groupes de

souris, que ce soit aprés l'injection de glucoseymes I'injection d’insuline (Figure 36 B).
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Figure 36 : Effet de la nourriture HFD sur le poidset le métabolisme des souris PKR1a 15 semaines.

A) Histogramme représentant la masse corporellegfates souris WT (barre blanche) et PKRbarre noire) a 15
semaines aprés 9 semaines de traitement avecnedture HFD. (* : p<0,05 entre WT et PKRI B) Graphiques
représentant la glycémie des souris WT (courbeeles PKR1™ (courbe rouge) au cours du temps aprés injection
intrapéritonéale de glucose (a gauche) ou d’insulindroite). Les résultats sont exprimés en mglaeose par dl de

sang.

La comparaison du poids des souris en fonctiorad®urriture NFD et HFD montre que la
nourriture HFD induit une augmentation de masse wdeux lignées de souris (Figure 37 A).

La nourriture HFD n’entraine pas les mémes changé&maétaboliques entre les souris WT
et PKR1". Le test GTT des souris WT nourries avec une ftover NFD comparé avec celui
nourries avec un régime HFD montre une augmentalola glycémie apres I'injection de glucose.
Cette différence est due a une plus grande insétési I'insuline. L’augmentation de la glycémie
avant l'injection d’insuline, que montre I'ITT, sggre que la nourriture HFD pourrait induire une
hyperglycémie a jeun (Figure 37 B). Ces différendesrésultats entre NFD et HFD sont moins
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marquées chez les souris PKR1La nourriture HFD accentue le léger défaut déramee du

glucose, suggérant, a présent, une intolérancéuaosg. Cette nourriture n’aggrave pas beaucoup

'insensibilité a l'insuline de ces souris, qui peésentent qu’'une Iégére augmentation de leur
insulino-résistance 20 min apreés I'injection d’ilisa (Figure 37 C).
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Figure 37 : Métabolisme des souris WT et PKR en fonction de la nourriture & 15 semaines.
A) Comparaison de la masse corporelle (en g) dessstVT (& gauche) et PKR1(a droite) nourries avec de la

nourriture équilibrée NFD (barre blanche) ou avedalnourriture grasse HFD (barre noire). (* : @&entre NFD et

HFD). B) Comparaison de la glycémie des souris Wiirries avec de la nourriture NFD (courbe grisepoec de la

nourriture HFD (courbe rouge) apreés injection decgse (graphique de gauche) ou injection d'insulgraphique de

droite). (*: p<0,05 entre NFD et HFD). B) Compaai de la glycémie des souris PKRhourries avec de la

nourriture NFD (courbe grise) ou avec de la noureitHFD (courbe rouge) aprés injection de gluc@sgauche) ou

injection d’insuline (a droite). (* : p<0,05 entkd-D et HFD).
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Il. Caractérisation des souris aP2-PKRT

A. Introduction

Dans les souris PKR1 le récepteur PKR1 est inactivé dans le corpgertious avons pu
observer un effet de cette inactivation au seitisfw adipeux. Les souris deviennent obeses du fait
d’'une hyperplasie du tissu adipeux. Mais un défkuta vascularisation des adipocytes conduit a
une hypoxie et a l'apparition d’'adipocytes nécnagist De plus, ces souris présentent une
intolérance au glucose due a une insensibilitéhadline.

Mais la prokinéticine jouant un réle important dda vascularisation, nous ne pouvons
exclure que le défaut de vascularisation obserngeaudu tissu adipeux PKRIpourrait avoir une
action indirecte sur la morphologie du tissu adipd&e méme, I'inactivation de PKR1 peut affecter
le fonctionnement d’autres organes, tels que le fai le pancréas, ce qui pourrait avoir des

conséquences indirectes sur les fonctions du aidgeux.

Il nous fallait donc éliminer ces possibilités egant une lignée de souris dans lesquelles le
récepteur PKR1 est spécifiguement inactivé au nivkatissu adipeux grace au systeme Cre-Lox.
Nous avons croisé nos souris L2/L2, dans lesqubdiren 2 du récepteur PKR1 est flanqué par 2
site LoxP sur les 2 alléles du géne, avec les sduémizygote aP2-Cre-ER'Y?. Dans ces
dernieres, la recombinase Cre est sous le cordrbleromoteur aP2 et est couplée a un récepteur
aux oestrogénes modifié ERqui est activé par le tamoxiféne (Tam). Nous obimsnalors des
souris aP2-L2/L2, dans lesquelles la recombinases@xprime dans le tissu adipeux mais les sites
LoxP ne sont pas encore coupés. Apres injectiofnamhu, nous obtenons alors les souris aP2-PKR1
" qui n"exprime plus le récepteur PKR1 dans le tiadipeux. Les souris ont été élevées dans les

mémes conditions et nourries avec la méme nowsrNHD.

Tout comme dans les souris PKRInous avons étudié la morphologie du tissu adipeux
ainsi que le maintien de sa vascularisation au gefsouris L2/L2-Tam et aP2-PKR1Enfin,
nous avons analysé les conséquences meétaboliquéeadéivation spécifigue de PKR1 dans le

tissu adipeux.
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B. Résultats

1) Etude des souris aP2-PKR# |'age de 24 semaines

Nous avons commencé notre étude avec 4 groupesulis s L2/L2, L2/L2-Tam, aP2-
L2/L2 et aP2-PKRT car il était important de montrer que le Tam niapas d'effet sur les souris
L2/L2, et que I'effet observé dans les souris aRRP'" était bien di & I'injection de Tam comparé
aux souris aP2-L2/L2.

A I'age de 24 semaines, les souris des différerdapes ne présentent pas de différence de
masse corporelle. Nous constatons que les tissipeuad L2/L2 et L2/L2-Tam ont un poids
identique, ce qui confirme que le Tam n'a pas éefiur le développement du tissu adipeux. Par
contre, le poids du tissu adipeux aP2-PKRdugmente de facon significative comparé au tissu
adipeux L2/L2-Tam (Figure 38 A). Etant donné cesultéts, nous nous focaliserons sur les souris
L2/L2-Tam et aP2-PKR1 pour le reste de notre étude.
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Figure 38 : Masse corporelle et du tissu adipeux desouris aP2-PKRY.

A) Histogrammes de la masse corporelle (en g) (&chy) et du poids du tissu adipeux (en g) (a draiés souris
L2/L2 (barre grise claire), L2/L2-Tam (barre blaahaP2-L2/L2 (barre grise foncée) et aP2-PKRHarre noire). (* :
p<0,05 entre L2/L2-Tam et aP2-PKR1 B) Mesure par PCR semi-quantitative de I'expmrssle PKR1 dans le tissu
adipeux des souris L2/L2-Tam et aP2-PKRiar rapport & I'expression de GAPDH.
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De plus, I'analyse de I'expression de PKR1 par R@iRjue une diminution de I'expression
de PKR1 dans le tissu adipeux des souris aP2-PK&imparée a celle des souris L2/L2-Tam
(Figure 38 B).

L’étude de la morphologie des tissus adipeux iskss souris L2/L2-Tam et aP2-PKR1
grace a des coupes semi-fines nous révele unefigsier du tissu adipeux des souris aP2-PKR1
(Figure 39 A). Dans ce dernier, le nombre d'adipesyest 1,5 fois plus élevé que dans le tissu
adipeux des souris L2/L2-Tam et la surface desaoagies issus du tissu adipeux des souris aP2-
PKRI" est 40% plus faible que celle des adipocytes desissL2/L2-Tam (Figure 39 B). Un
épaississement de la matrice extracellulaire dépoegtes issus des souris aP2-PKRest

également observé (Figure 39 A).
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Figure 39 ; Hyperplasie du tissu adipeux des soursP2-PKR1".

A) Coupes semi-fines des tissus adipeux obse¥éasgrossissement X20 qui permet de voir I'hyfasip du tissu
adipeux des souris aP2-PKR1a droite) comparé & celui des souris L2/L2-Tamgéache). B) Histogrammes
représentant le nombre d’adipocytes (a gauché&diet Hes adipocytes (a droite) présents au sesmuEsses adipeuses
L2/L2-Tam (barre blanche) et aP2-PKR(barre noire). Résultats exprimé en % par rapadr/L2-Tam, ce dernier
correspondant & 100%. (* : p<0,05 entre L2/L2-TamR2-PKRT).
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Pour confirmer 'augmentation du nombre d’adiposydans le tissu adipeux des souris aP2-
PKRI", nous avons quantifié les préadipocytes en divisi@lulaire par un coimmunomarquage
dirigé contre les protéines Pref-1 et Ki67. Les qonages de ces deux protéines se superposent,
confirmant la réplication des préadipocytes (Figdfe A). Les préadipocytes engagés dans la
division cellulaire sont significativement plus noraux dans le tissu adipeux des souris aP2-PKR1

" que dans le tissu adipeux issu des souris L2/iB-Fagure 40 B).
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Figure 40 : Prolifération des préadipocytes du tiss adipeux aP2-PKR1".
A) Représentation de la prolifération des préaclfes dans les tissus adipeux des souris L2/L2-Taagauche) et
aP2-PKR? (a droite), visualisée par un coimmunomarquagigélicontre Pref-1 (rouge) et Ki67 (vert). Les noyau
sont marqués avec du Dapi (bleu). Les photos @npises a un grossissement X40. B) Quantificadiomombre de
cellules marquées pour Pref-1 et Ki67, exprimé epa¥rapport au nombre total de cellules marquéesepDapi. (* :
p<0,05 entre L2/L2-Tam et aP2-PKR1
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Figure 41 : Infiltration de macrophages dans le tisu adipeux des souris aP2-PKR1

A) Coupes semi-fines des tissus adipeux des sb@fi2-Tam (& gauche) et aP2-PKR{a droite) permettant de voir
les macrophages observés a un grossissement XAlsuglisation des macrophages dans les tissugaxliges souris
L2/L2-Tam (& gauche) et aP2-PKRYa droite), visualisée par un coimmunomarquag@élicontre le collagéne
(rouge) pour visualiser les contours des adipocgteSD68 (vert) afin de marquer les macrophages.rayaux sont
marqués avec du Dapi (bleu). Les photos ont é&epra un grossissement X40. C) Quantification dubme de
cellules marquées pour CD68 dans les tissus adipesxsouris L2/L2-Tam (barre blanche) et aP2-PKRarre
noire). Les résultats sont exprimés en % par rd@onombre total de cellules marquées par le Ofapp<0,05 entre
L2/L2-Tam et aP2-PKRA).
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Nous constatons une infiltration de macrophageean gdu tissu adipeux des souris aP2-
PKR1", ce qui provoque une désorganisation de celufigufe 41 A). Leur présence au sein de la
masse grasse issue des souris aP2-PKéat confirmée par un immunomarquage dirigé cdatre
protéine CD68, spécifique des macrophages (Figui®)4En effet, le tissu adipeux des souris aP2-
PKR1" présente une augmentation significative du nordbrmacrophage CD68-positif comparé a

celui des souris L2/L2-Tam (Figure 41 C).

La masse adipeuse augmentant en taille, nous nomsne assurés de sa bonne
vascularisation par un immunomarquage dirigé coOREEAM-1 sur des coupes de tissus adipeux
issus des souris L2/L2-Tam et aP2-PKRFigure 42 A). Le tissu adipeux des souris aP2-PKR
apparait étre significativement plus vascularise eglui des souris L2/L2-Tam (Figure 42 B).

EEAL Tan GREFERL Tam
A)

asiubirasad o

B) 70 )

% da FECAN ralats & Dajl total
™
(=]

22 Tam a5 2-RRL-f-

Figure 42 : Vascularisation du tissu adipeux des sois aP2-PKR1".

A) Représentation du réseau vasculaire des tasipeux des souris L2/L2-Tam (& gauche) et aP2-PK@1ldroite),
visualisé par un coimmunomarquage dirigé contrediéagene (rouge) pour visualiser les adipocyte®ECAM-1
(vert) afin de marquer les cellules endothélialess noyaux sont marqués avec du Dapi (bleu). Ledoghont été
prises a un grossissement X40. B) Quantificatiomaimbre de cellules marquées pour PECAM-1 darisda adipeux
des souris L2/L2-Tam (barre blanche) et aP2-PKR4arre noire). Les résultats sont exprimés en ¥ragport au

nombre total de cellules marquées par le DapipgQ,05 entre L2/L2-Tam et aP2-PKR1

120



Nous avons alors contrélé I'activité mitochondriale colorant les coupes de tissus adipeux
L2/L2-Tam et aP2-PKRA pour voir I'activité de la SDH (Figure 43 A). Iemble que I'activité
mitochondriale des adipocytes de la masse adipgesesouris aP2-PKR1soit [égérement plus
faible que celle du tissu adipeux des souris L2ZIaP (Figure 43 B).
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Figure 43 : Activité mitochondriale des adipocyteslu tissu adipeux des souris aP2-PKR1

A) Représentation de I'activité de la succinatshyélrogénase des adipocytes dans les tissus adipsisouris L2/L2-
Tam (& gauche) et aP2-PKR{a droite), visualisée par la coloration bleuel'detivité enzymatique. Les photos ont
été prises a un grossissement X40. B) Quantifisatio marquage de la SDH dans le tissu adipeux al@issaP2-

PKR1" (barre noire), exprimée en % par rapport a L2/la?T(barre blanche), correspondant & 100%.
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Les conséquences métaboliques de cette augmentiatiorasse grasse chez les souris aP2-
PKRI" ont été analysées par des tests GTT et ITT.

Le test GTT révéle que les souris L2/L2-Tam et-BRR1"" présentent des profils de
clairance de glucose identiques. Toutefois, le tdenglucose sanguin des souris aP2-PRR&t
significativement supérieur a celle des souris PZllam 20 min apres l'injection de glucose

(Figure 44 A). Le test ITT ne montre pas de difféae de sensibilité a I'insuline entre les souris
L2/L2-Tam et aP2-PKR1 (Figure 44 B).
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Figure 44 : Métabolisme des souris aP2-PKR1

A) Graphique représentant la glycémie des souris2-Zam (courbe grise) et aP2-PKR{courbe rouge) au cours du
temps aprés injection intrapéritonéale de 1 mgldeoge par g de souris. Les résultats sont expranéng de glucose
par dl de sang. (* : p<0,05 entre L2/L2-Tam et &KR1"). B) Graphique représentant la glycémie des sdis2-
Tam (courbe grise) et aP2-PKRicourbe rouge) au cours du temps aprés injectiragiéritonéale de 0,75 muU
d’insuline par g de souris. Les résultats sontiex@s en mg de glucose par dl de sang.

L’ensemble de ces résultats suggére que les saRPifPKR1 présentent une augmentation
de la masse grasse, sans répercution sur la maigs®alle. Le tissu adipeux issu des souris aP2-
PKRI" est caractérisé par une hyperplasie due & laf¢gnation de préadipocytes. Le réseau
vasculaire est maintenu et suit 'expansion dwtasipeux des souris aP2-PKRLne infiltration
de macrophages est visible dans le tissu adipesisaleis aP2-PKR1modifiant I'organisation du

tissu. Ces dernieres présentent un taux de glusansguin légerement supérieur a celui des souris
L2/L2-Tam sans qu'il y ait de différence dans lashilité a I'insuline.
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lll. Effet de la prokinéticine-2 sur I'adipogenésein vitro

A. Introduction

Au sein des tissus adipeux PKRlet aP2-PKRI, nous avons pu observer une
augmentation du tissu adipeux par hyperplasie,atee prolifération puis a la différenciation de
préadipocytes. Nous avons donc étudié le role dePK2 sur une lignée de fibroblastes
embryonnaires murins, les cellules 3T3-L1, décuif@ss la littérature comme des préadipocytes.

Nous avons tout d’abord étudié le réle de la PK2sdadipogenése des préadipocytes. La
différenciation des préadipocytes a été initiée [fgout d’'un cocktail pro-adipogénique (CA)
contenant 0,5 mM d’isobutylméthylxanthine, 1uM dexa@méthasone et 10 pg/ml d’'insuline. Les
cellules ont été stimulées avec le CA pendant Bsjopuis I'adipogenése a été maintenue par un
traitement a I'insuline pendant 4 jours. Les cekubnt été traitées ou non avec 5 nM de PK2 10h
avant la stimulation au CA. La présence d'adipceyddférenciés au sein des préadipocytes est
observée 6 jours apres l'ajout du CA, par l'intedna@e d’'une coloration a I'huile rouge (oil red o
staining) qui colore en rouge les lipides contetauss les vacuoles lipidiques des adipocytes mature
ou en maturation. Nous avons vérifié la différetioiades préadipocytes en mesurant I'expression
des facteurs PPARet C/EBR: et des adipokines, I'adiponectine et la résistine.

Ensuite, nous nous sommes intéressés a leffetadd®2 sur la prolifération des
préadipocytes car une phase d’expansion clonaletique des préadipocytes est nécessaire a
l'initiation de la différenciation. Les cellules 39L1 ont été ensemencées puis la prolifératioréa ét
induite par un milieu riche en sérum favorisanptalifération des cellules. Les cellules ont été
traittes ou non avec 5 nM de PK2. La proliféeratides cellules a été analysée par un
immunomarquage de la protéine Ki67 et par I'étudel’expression de genes impliqués dans la
régulation du cycle cellulaire, les cyclines D1Edt, Cdk2 et c-Myc. Enfin, I'effet de la PK2 sur
I'apoptose a été vérifié par un marquage des caspde I'’ADN par la méthode TUNED érminal

deoxyribonucleotidyl transferase-mediated dUTP ic#-labeling.
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B. Résultats

1) Effet de la prokinéticine-2 sur la différenciatidas préadipocytes in vitro

L'effet de la PK2 sur l'adipogenese a été obsquaé coloration a I'huile rouge des
préadipocytes stimulés ou non par un CA et traitéaon avec 5 nM de PK2. Les cellules 3T3-L1,
maintenues dans un milieu sans aucune stimulatéhpogéniqgue (condition contréle), ne se
différencient pas en adipocytes matures commedevgr 'absence de coloration a I'huile rouge. Il
en est de méme pour les préadipocytes qui ontaitést avec 5 nM de pK2 sans CA. La coloration
a I'huile rouge révele, qu’en présence du CA, 408% dellules sont des adipocytes matures. En
présence de la PK2, seulement 25% des préadiposgtesnt différenciés en adipocytes matures,

suggérant un réle inhibiteur de la PK2 sur I'adipogse (Figure 45 A et B).

Pour confirmer la diminution du nombre d’adipocytif$érenciés a partir des préadipocytes
3T3-L1 par la PK2, nous avons mesuré I'expresses genes de I'adiponectine et de la résistine,
hormones uniquement sécrétées par les adipocyteganale traitement avec le CA augmente
considérablement I'expression de ces genes compa@eondition contréle. En présence du CA,
le traitement a la PK2 induit une diminution dexpeession de ces genes, suggérant une diminution
du nombre d’adipocytes matures dans cette condifimure 46 A).

L’adipogenése est étroitement contrdlée par I'esgiom des facteurs de transcription
PPARy et C/EBR. Nous avons donc étudié I'expression de ces fextens de I'adipogenése des
cellules 3T3-L1. L'expression génique de ces fasteawmgmente considérablement en présence du
CA comparée a la condition sans CA ou avec la P&#es Toutefois, I'ajout de PK2 au CA
diminue significativement I'expression de PPARt C/EBFR:, confirmant une inhibition de
'adipogenése par la PK2 (Figure 46 B)
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Figure 45 : Effet de la PK2 sur l'adipogenése de®ltules 3T3-L1.

A) Observation de la différenciation des cellul§$33.1 & un grossissement X63. Les adipocytes dnicétorées a
I'huile rouge, aprés 6 jours de stimulation, avecndilieu sans cocktail adipogénique (Ctl) (en hawgtauche), avec 5
nM de PK2 (PK2) (en haut a droite), avec le cotlddipogénique (CA) (en bas a gauche) ou avecKa & le
cocktail adipoenique (CA+PK2) (en bas a droite)) Histogramme représentant le nombre d’adipocyi#érenciés
apres stimulation avec le cocktail adipogénique )(@arre blanche) et avec le cocktail adipogénigiézédé par un
traitement & la PK2 (CA+PK2) (barre noire). Régsltexprimé en % par rapport au nombre de celldedes par
champs (* : p<0,05 entre CA et CA+PK2).
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Figure 46 : Effet de la PK2 sur I'expression des agokines et des facteurs adipogéniques.

A) Mesure de I'expression de l'adiponectine (a de)cet de la résistine (a droite) par les adipacdiéérenciés a
partir des cellules 3T3-L1, sans stimulation adérogue (Ctl) (barre grise claire), aprées stimulatwec 5 nM de PK2
(PK2) (barre grise foncée), apres stimulation deexocktail adipogénique (CA) (barre blanche) prea stimulation
avec la PK2 et le cocktail adipoenique (CA+PK2)r(banoire). (8 : p<0,05 entre Ctl et CA; *: p<B,entre CA et
CA+PK2). B) Mesure de I'expression des facteurpagiéniques C/EBP (a gauche) et PPAR(a droite) par les
adipocytes différenciés a partir des cellules 3T3-kans stimulation adipogénique (Ctl) (barre gdksdre), aprés
stimulation avec 5 nM de PK2 (PK2) (barre grisector), aprés stimulation avec le cocktail adipogémidCA) (barre

blanche) ou aprés stimulation avec la PK2 et l«ktailcadipogénique (CA+PK2) (barre noire). (8§ : p3®entre Ctl et
CA ; *: p<0,05 entre CA et CA+PK?2).
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La protéine Pref-1 est uniguement exprimée papiéadipocytes et son expression diminue
durant la différenciation. Apres 48h de stimulatde 'adipogenése par le CA, une diminution de
'expression de Pref-1 est observée. Le traitengeta PK2 en présence du CA conduit a une
augmentation de I'expression de Pref-1. Nous posivé@galement constater une augmentation de
'expression de Pref-1 lorsque les cellules 3T34dnt stimulées par la PK2 en absence du
traitement pro-adipogénique (Figure 47).
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Figure 47 : Expression de Pref-1 en présence de&K2.

Mesure de I'expression de Pref-1 dans les préagipsc3T3-L1, sans stimulation adipogénique (Cthrfe grise
claire), aprés stimulation avec 5 nM de PK2 (PK&r(e grise foncée), aprés stimulation avec le tadlckdipogénique
(CA) (barre blanche) ou apres stimulation avecK2 Bt le cocktail adipogénique (CA+PK2) (barre edir(* : p<0,05
avec Ctl ; § : p<0,05 entre CA et CA+PK2).

L’ensemble de ces résultats indique donc que la & 2apable d’inhiber I'adipogenése par
I'activation de son récepteur PKR1.

2) Rale la prokinéticine-2 sur la prolifération deggdipocytes in vitro

Au sein du tissu adipeux, l'adipogenese des préagips est précédée par une phase
d’expansion clonale mitotique indispensable a tiation de la difféerenciation des préadipocytes.
Nous avons donc étudié I'effet de la PK2 sur ldkiles 3T3-L1 cultivées pendant 4 jours, soit dans
un milieu de sevrage a faible pouvoir prolifératintenant seulement 0,5% de sérum de veau fcetal
(FCS,foetal calf seruin soit dans un milieu a fort pouvoir prolifératibntenant 10% de sérum. La

guantification des préadipocytes dans le milieu 06 montre une augmentation croissante du
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nombre de cellules au cours du temps. L’ajout d@ Bé&nhs cette condition entraine une diminution
significative du nombre de cellules comparée aladition sans PK2. Dans le milieu 0,5% FCS, le
nombre de cellules ne semble pas différent en pcéseu en absence de la PK2 (Figure 48).
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Figure 48 : Comptage de la prolifération des cella@s 3T3-L1 en présence de la PK2.

Graphique représentant le comptage des celluled 2Tiltivées pendant 4 jours dans un milieu coatgnsoit 0,5%
de sérum (FCS) (courbe grise foncée), soit 0,5%C® + 5 nM de PK2 (courbe grise claire), soit 1084-€S (courbe
orange), soit 10% de FCS + 5 nM de PK2 (courbead(iy: p<0,05 avec entre 10% FCS et 10% FCS+PK2).

Cette diminution du nombre de cellules induite lpaPK2 en présence du milieu prolifératif
peut étre due a une diminution de la prolifératies préadipocytes. Pour vérifier cette hypothése,
nous avons étudié I'expression de la protéine Kifgliguée dans la division cellulaire par un
immunomarquage (Figure 49 A). La quantification mdarquage de Ki67 nous montre que le
nombre de cellules positives pour Ki67 augmentaiagativement en présence du milieu avec
10% FCS comparé au milieu a faible pouvoir pradifér Dans le milieu a fort pouvoir prolifératif,
I'ajout de PK2 induit une diminution du nombre déadipocytes en division (Figure 49 B).
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Figure 49 : Effet de la PK2 sur la prolifération des cellules 3T3-L1.
A) Observation de la prolifération des cellules 3T13cultivées dans un milieu contenant 0,5% FCSh@ut a gauche),
0,5% FCS+PK2 (en haut a droite), 10% FCS (en bgauahe) ou 10% FCS+PK2 (en bas a droite). Lesleslien
prolifération sont marquées avec un anticorps éliggntre la protéine Ki67 (vert). Les noyaux saoibrés au Dapi
(bleu). Les cellules sont observées a un grosseasei40. B) Quantification du nombre de cellulesrquges pour
Ki67, exprimé en % par rapport au nombre total elules marquées par le Dapi. Les cellules 3T3-tit gultivées
dans un milieu contenant 0,5% FCS (barre grisee)lad,5% FCS+PK2 (barre grise foncée), 10% FC&ddaanche)
ou 10% FCS+PK2 (barre noire). (* : p<0,05 entre 1CG et 10% FCS+PK?2).

Pour vérifier cette diminution de la prolifératioles préadipocytes en présence de la PK2,
nous avons mesuré I'expression des facteurs imgdiglans le contrdle et le déroulement du cycle
cellulaire, les cyclines D1 et E1, Cdk2 et c-Mya@ar3 un milieu contenant 10% FCS, 10 heures
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apres l'ajout de la PK2, nous observons une dinonusignificative de I'expression des cyclines
D1 et E1. Dans le méme milieu, une diminution @xpression de Cdk-2 et c-Myc est constatée
48h apres l'ajout de la PK2 (Figure 50 A). Nousras/cefait cette méme expérience mais, cette fois,
en stimulant les préadipocytes avec le CA pendahnt dn présence ou non de PK2. Il s’avere que
la présence du CA induit une augmentation de l'esgion des facteurs cycline D1 et c-Myc.

L’ajout de PK2 induit alors une diminution de I'eegsion de ces facteurs (Figure 50 B).
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Figure 50 : Effet de la PK2 sur I'expression des gulateurs du cycle cellulaire.

A) Mesure de I'expression des régulateurs du cgeltulaire cycline D1, cycline E1, Cdk2 et c-Mycrgas cellules
3T3-L1, 10h (a gauche) ou 48h (a droite) apresradtei cultivées dans un milieu contenant 10% FG&r¢bblanche)

ou 10% FCS+PK2 (barre noire) (*: p<0,05 entre 1B%S et 10% FCS+PK2). B) Mesure de I'expression des
régulateurs du cycle cellulaire cycline D1, cycliB@, Cdk2 et c-Myc par les cellules 3T3-L1, sarisng@ation
adipogénique (Ctl) (barre grise claire), avec 5 dMPK2 (PK2) (barre grise foncée), avec le coclktdipogénique
(CA) (barre blanche) ou avec la PK2 et le coclddipogénique (CA+PK2) (barre noire). (* : p<0,0%rerCtl et PK2,

§ : p<0,05 entre Ctl et CA, £ : p<0,05 entre CLA+PK2).
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Figure 51 : Apoptose des cellules 3T3-L1 en présande la PK2.

A) Représentation de I'apoptose des cellules 3T&ilfivées dans un milieu contenant 0,5% FCS (en daggauche),
0,5% FCS+PK2 (en haut a droite), 10% FCS (en bgasuahe) ou 10% FCS+PK2 (en bas a droite). Lesleslien

apoptotiques sont marquées au TUNEL (vert) et dgmmx sont colorés au Dapi (bleu). Les celluled stnservées a
un grossissement X40. B) Quantification du nomteeelules apoptotiques, exprimé en % par rapportcanbre total
de cellules marquées par le Dapi. Les cellules BT'3ont cultivées dans un milieu contenant 0,5% Flaz8re grise
claire), 0,5% FCS+PK2 (barre grise foncée), 10% H&z®re blanche) ou 10% FCS+PK2 (barre noire).

La diminution du nombre d’adipocytes induite paPlé2 en présence du milieu prolifératif
peut aussi étre due a une augmentation de lI'apppdes cellules. Nous avons donc vérifié
'apoptose des préadipocytes en présence de la BdR,dans le milieu 0,5% FCS, soit dans
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le milieu 10% FCS, grace a un marquage TUNEL (Fgbt A). Il apparait que le nombre de
préadipocytes apoptotiques ne change pas en pesderia PK2, quelque soit le milieu utilisé. Ces
résultats laissent penser que la PK2 n’induit [zgmptose des préadipocytes (Figure 51 B).

L’ensemble de ces résultats suggere que la PK2agsible d’inhiber la prolifération des
préadipocytes et qu’elle ne provoque pas de mdidlaee. De plus, il semble que la PK2 soit
capable d’inhiber la différenciation des préadigesyen inhibant la phase d’expansion clonale

mitotique nécessaire a I'adipogeneése.
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DISCUSSION
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L’obésité est un probleme de santé publique. Lelmerde nouveau cas d’obésité augmente
de facon épidémique dans de nombreux pays. ll@st onportant de comprendre les mécanismes
de développement de I'obésité, d'identifier lesdacs influencant la croissance du tissu adipeux et
ceux pouvant étre utilisés comme traitement cdiabe&sité.

Mon sujet de these consistait donc a étudier l'iogpion de la prokinéticine-2 (PK2) et de
son récepteur PKR1 dans le tissu adipeux, maisedgait son impact sur I'obésité et sur les
conséguences métaboliques de I'obésité.

Pour cela, nous avons, tout d'abord, utilisé un @edurin dans lequel le géne codant pour
le récepteur PKR1 est totalement inactivé. Lesisd®IKRI" sont obéses & I'age de 40 semaines,
du fait d’'une forte augmentation de la masse adipgar hyperplasie, due a I'augmentation de la
prolifération des préadipocytes. Chez 'Homme,uevenue de I'obésité est fortement corrélée a un
déséquilibre de la balance énergétique. Nous aztmms étudié I'impact de I'inactivation dekrl
au niveau de la balance énergétique.

La protéine PK2 a été décrite comme un facteur exigene capable d’inhiber la prise
alimentaire, en augmentant la sécrétion-MSH, et d’induire une réponse physiologique
caractéristique d’'une balance énergétique négafivatefois, ce réle sur la prise alimentaire fait
intervenir le récepteur PKR2 (Gardinetr al, 2009). Nos résultats semblent confirmer que PKR1
n’intervient pas dans le contréle hypothalamiquéadarise alimentaire.

Les souris WT et PKR1 excrétent la méme quantité de féces. De plusestin de ces
souris présentent une absorption lipidique ideetiqe qui est confirmé par la quantité identique de
lipides retrouvés dans les féces des souris WKBHP. Chez la souris, PKR1 étant exprimé dans
l'intestin et les prokinéticines jouant un role dda motilité gastro-intestinale (Schwekz al,
1999; Liet al, 2001), nous nous attendions a une modificatiopaksage du bol alimentaire dans
le tractus gastro-intestinal, ce qui aurait pu coreda une modification de I'absorption intestinale
des lipides chez les souris PKR1IToutefois, ce phénoméne n'étant pas observé, soggérons
gue linactivation du géne codant pour PKR1 n’iefice pas I'absorption lipidique intestinale, qui
n’est donc pas & l'origine de la prise de poidsstesis PKR1T.

Les dépenses énergétiques regroupent le métabatisrhase, la thermogenése et 'activité
physique. La souris ayant un tissu adipeux brun plas développé que 'Homme, la thermogenése
joue un réle important dans la dissipation des xgeergétique. Dans un environnement froid, les
souris PKRY présentent un défaut de maintien de leur températrporelle, ce qui laisse sous-
entendre un défaut de la thermogenese au niveaissiluadipeux brun. Toutefois, la température
des souris WT et PKR1n'est pas significativement différente. Ce réguitaus laisse penser que la
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différence de masse adipeuse observée entre lels $9T et PKRT ne peut pas provenir du
défaut de thermogenése des souris PKRIependant, nous ne pouvons exclure le fait gse le
souris PKR1 présentent des déficiences cardiaquesnales, qui pourraient affecter leur activité
physique et leur dépense énergétique. Il sembtedtoméme que le phénotype du tissu adipeux des
souris PKRT soit dii & un impact direct de I'inactivation Bkrl et non & un déréglement de la
balance énergétique. Il est donc important de cempe pourquoi I'absence de PKR1 induit une
obésite.

L’adipogenése et I'angiogenése sont des mécanigtnedsement couplés au sein du tissu
adipeux. L’inhibition de [l'angiogenése par un aotgs dirigé contre VEGFR2 inhibe
'angiogenése, mais aussi l'adipogenese (Fukunairal, 2003). Il a été montré un réle tres
important des prokinéticines dans I'angiogenéseefiat, PK2,via son récepteur PKR1, stimule la
prolifération et la migration des cellules endotlék, ainsi que I'angiogenése (Urayaetaal,
2007). Ainsi, les souris PKR1 sont caractérisées par un défaut d’angiogenéséveau du coeur
et des reins (Boulberdaat al, 2011). Dans le tissu adipeux des souris PKRde défaut
d’angiogenese est retrouvé puisque 'augmentationainbre d’adipocytes n’est pas corrélée a une
augmentation du nombre de capillaires. Il en résulhe diminution de l'activité respiratoire
mitochondriale au niveau des adipocytes issus desssPKR1". Cette anomalie au niveau de la
communication entre adipocytes et cellules endtledl conduit au développement d’un
environnement hypoxique caractérisé par une augentde I'expression de HIF-1 au sein du
tissu adipeux des souris PKR1L'expression de HIF-1 a pour but d'induire I'eepsion de
facteurs pro-angiogéniques tels que les prokim&giet le VEGF afin d’augmenter I'angiogenése
(LeCouteret al, 2001). Toutefois, le géne codant pour PKR1 nt¥fns exprimé, la PK2 est
incapable de stimuler 'angiogenése et l'inductitas autres facteurs angiogéniques ne semble pas
suffisante pour restaurer I'angiogenese. Il enltégslonc une nécrose des adipocytes, caractérisée
par la présence de mitochondries dilatées, présentae désorganisation des crétes, ainsi que
'accumulation de gouttelettes lipidiques cytoplagumes.

L’hypoxie peut contribuer a I'établissement degiuino-résistance. De plus, I'obésité est un
facteur de risque de développement du diabéte e 2ycar le tissu adipeux apporte une large
contribution au développement de la résistanceinsuline. Le développement de I'insulino-
résistance est un phénomeéne lent et longtemps @syrapque. Les souris PKR1 présentent déja
une obésité a I'age de 15 semaines. Il semble’gbésité induite par I'absence de I'expression de
PKR1 conduit a un déréglement métabolique de tgpelino-résistance. Cette derniére évolue et
s’aggrave au cours du temps. De plus, les souri@difries avec de la nourriture HFD présentent
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une insulino-résistance semblable a celle qu’indiinactivation de PKR1 avec une nourriture
équilibrée. Ces résultats sous-entendent que tivamn du géne codant pour PKR1 conduit a un
phénotype identique a celui induit par un régimehei en graisse. Il faudrait compléter nos
expériences par des tests supplémentaires quigitonous permettre de comprendre I'évolution
exact des phénotypes des souris WT et PiR1cours du temps. De plus, nous ne pouvons pas
attribuer ces troubles métaboliques au seul imgacfinactivation de PKR1 au niveau du tissu
adipeux. Il est tout a fait possible que l'inactiva de PKR1 au niveau des organes non-adipeux
puisse modifier leur structure et leurs fonctio®es organes jouent des roles clés dans le
meétabolisme énergétique et leur implication dore §rise en compte. L’inactivation du gene
codant pour PKR1 induit le développement de probfonctionnels cardiaques et rénaux a I'age
de 12 semaines et de 24 semaines (Boulbeztlah 2011). La présence d’'une déficience dans le
cceur et le rein induit le dysfonctionnement d’asitoeganes tels que le foie (Shamseddin and
Parfrey, 2009). Il est donc possible que I'augmiémmadu poids du foie des souris PKR&oit une
conséquence des dysfonctionnements cardiaquesnatixi€Ainsi, le foie pourrait participer a
I'établissement de l'insulino-résistance et detdldrance au glucose observée. Il serait donc
intéressant d’étudier la fonction de PKR1 dan®ie ét le pancréas afin d’analyser leur role dans |

phénotype des souris PKR1

Pour éliminer la contribution du défaut d’angiogemélans le développement de la masse
grasse et afin de voir le réle propre de I'inadiva du géne codant pour PKR1 spécifiquement au
niveau du tissu adipeux, nous avons étudié le ggpeale la masse grasse des souris aP2-PKR1
Comparées aux souris L2/L2-Tam, ces souris présentge augmentation significative de leur
masse adipeuse. Tout comme dans les souris PKBIle est la résultante d’une hyperplasie
adipocytaire, du fait d'une augmentation de laifgmtion des préadipocytes. Contrairement a la
masse grasse des souris PKR1a croissance de celle des souris aP2-PKR&t corrélée a
I'expansion du réseau vasculaire. Il semble dore BK2,via PKR1, ait un réle propre au niveau
de la prolifération et de la différenciation degamipocytes. . Le phénotype du tissu adipeux des
souris PKRT n’est donc pas secondaire & un défaut d’angiogetésmasse adipeuse des souris
aP2-PKR1 présente également un épaississement de la lassepdaisse sous-entendre le
développement d’'une fibrose, ainsi qu'une infilvat de macrophages qui désorganisent la
structure du tissu. L'obésité est définie comme miaéadie inflammatoire chronique et I'expansion
de la masse adipeuse est corrélée a 'augmentdgidinfiltration des macrophages (Cancedb
al., 2005). La présence des macrophages dans leaiipaux des souris aP2-PKRourrait

contribuer au processus de néovascularisation. ften, ées macrophages peuvent produire de
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nombreux facteurs angiogéniques tels que VEGF, EGINFa et IL-6 (Wellen and Hotamisligil,
2003). En outre, la présence des macrophages danmsse adipeuse des souris aP2-PKR1
pourrait étre a l'origine de I'hyperplasie. En éffies macrophages peuvent se dédifférencier en
préadipocytes afin d’en augmenter le nombre etrdenpuvoir ainsi I'’hyperplasie (Chazenbadk

al., 2011). Cependant, le tissu adipeux des sourislPKRest pas caractérisé par l'infiltration des
macrophages. Or, dans le cas des déficiences gaediaet rénales, ces souris présentent une
infiltration de macrophages au niveau du cceur strdmms (Boulberdaat al, 2011). Il nous est
donc difficile d’expliquer I'absence des macrophedans le tissu adipeux des souris PKRAinsi

que leur réle exact dans I'hyperplasie. L'abseree macrophages dans le tissu adipeux PK&t
peut étre due au défaut de vascularisation du,tigguperturbe l'infiltration des macrophages.
L'inactivation du gene codant pour PKR1 au nivegstémique peut avoir de nombreuses
répercussions sur la physiologie de la souris. IDg, gles mécanismes de compensation peuvent se
mettre en place, ce qui fait de ce modele animasystéme complexe. Toutefois, I'hyperplasie
observée au niveau des tissus adipeux des souR4SPKt aP2-PKRT permet de supposer que
PKR1 jouerait un réle direct sur I'adipogenése.

Afin de comprendre le réle direct de PK2 au nivelaul'adipogenése, nous avons étudié
I'effet d’'un traitement a la PK2 sur la différentitan de la lignée cellulaire 3T3-L1, induite par un
cocktail pro-adipogénique. PK2 agit comme un factenti-adipogénique, capable d’inhiber la
différenciation. L’expression des facteurs adipogées PPAR et C/EBR. est inhibée, ce qui
montre que les cellules 3T3-L1 sont incapablesptiexer ces facteurs de transcription en présence
de PK2. Il est donc possible que l'activation deRRKpuisse moduler I'activation de ces facteurs
clés de l'adipogenése. D’autres RCPG sont impligiadss les mécanismes anti-adipogénique. Le
récepteur des prostaglandines EP4 inhibe l'adipgggren modulant I'expression de PRAR
(Inazumiet al, 2011). De méme, I'angiotensine Via son RCPG, est également capable d’'inhiber
l'adipogenése en activant la voie des MAPK, quiraegte alors la phosphorylation de PRAR
(Fuenteset al, 2010). En effet, I'activation de la PKC et cetle la voie des MEK/ERK sont
impliquées dans les mécanismes anti-adipogéniceenienkoet al, 2005; Sunet al, 2010).
PDGF est, lui aussi, capable d’inhiber I'adipogenes induisant la phosphorylation de PRAR
la voie des MAPK (Camp and Tafuri, 1997). D’autfasteurs angiogéniques tels que l'isoforme
basique du FGF (Krieger-Brauer and Kather, 199% beparin-binding epidermal growth factor-
like growth factor (HB-EGF) ont également été identifies comme dedetas inhibant la

différenciation des préadipocytes en adipocytesvb@ de transduction de PKR1 passant par
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I'activation de la PKC et des MAPK, il serait erageable que PK2 inhibe I'adipogenese par ces
mémes voies.

L’analyse de I'expression de 'TARNm de Pref-1 déess cellules 3T3-L1, stimulées par le
cocktail adipogénique, montre une diminution de empression. Ce résultat est cohérent avec le
fait que la dexaméthasone contenue dans le coddgbgénique inhibe I'expression de Pref-1
(Smaset al, 1999). En présence de PK2, linhibition de I'eegsion de Pref-1 est moins
importante, puisque l'adipogenése est inhibée. &foid, il est intéressant de constater qu’en
'absence de cocktail adipogénique, PK2 augmemtetession de Pref-1. Il est donc possible que
l'activation de PKR1 puisse jouer un rble sur I'egsion de Pref-1. Cependant, les souris
n'exprimant plus Pref-1 sont caractérisées paraugmentation de la masse adipeuse due a une
hypertrophie des adipocytes. Etant donné I'hypsipldes souris PKR1et aP2-PKR1, il est fort
possible que le role anti-adipogénique de PK2 itepas uniquement dépendant de celui de Pref-1.
Il ne faut pas oublier que la cellule posseéde plusi récepteurs a sa surface et que les processus
biologiques dépendent de I'intégration de difféesntoies de transduction en simultanées. Il est
donc tout a fait possible que Pref-1 et PKR1 puisagir en paralléle. L'action anti-adipogénique
de Pref-1 passe par I'activation de la voie deaigation MEK/ERK, qui aboutit a I'inhibition de
I'expression des facteurs C/EBRRt C/EBB (Sul, 2009). L'activation de PKR1 induit I'activan
de la voie MEK/ERK, ce qui suggere que PK2 pounmtiber I'adipogenese par cette voie de
transduction. Cependant étant donné l'augmentateta prolifération des préadipocytes dans le
tissu adipeux des souris mutantes, il est probagidePK2 ait une influence sur 'augmentation du

nombre d’adipocytes et donc sur la prolifératios peéadipocytes.

L’initiation de la différenciation des préadipocyten adipocyte est caractérisée par une
phase d’expansion clonale mitotique, dont le blegagut inhiber I'adipogenese (Taegal, 2003).
Cette phase est marquée par I'expression de facealipogéniques et de régulateurs du cycle
cellulaire, qui vont interagir les uns avec lesresitafin d’'inhiber la prolifération et d’activer la
différenciation. L’effet anti-adipogénique de la PKsemble passer par linhibition de la
prolifération des préadipocytes. En effet, PK2 ihdane diminution de I'expression des régulateurs
du cycle cellulaire c-myc, cycline D, cycline E @lk-2. En général, les voies de signalisation
activées par PKRL1 tels que celle des MAPK, sontiqupes dans I'activation de la prolifération
cellulaire. On pourrait donc envisager que l'adima de PKR1 puisse influencer I'expression d’'un
géene suppresseur de tumeur tel que p53 ou p2lefb@ytl'activation de ces voies dirige la cellule
vers l'apoptose. Il est donc possible que lI'actoratde PKR1 puisse activer une autre voie de
signalisation afin d’'inhiber I'apoptose. En effeactivation de la voie de PKR1 peut activer laevoi

PI3K/Akt, qui est connue pour étre impliguée daassurvie cellulaire. De plus, il nest pas
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impossible qu'une autre voie de signalisation séaren place en parallele de celle de PKRL1 afin
de favoriser la survie.

C/EBRB fait le lien entre l'arrét de I'expansion clonafeitotique et I'activation de
'adipogenése (Tangt al, 2003). En effet, C/EBPva activer p21, qui va alors inactiver les Cdk,
bloquant ainsi le cycle cellulaire. Il va égalemamuire I'expression de C/EBPet PPAR qui
sont des facteurs clés de I'adipogenése. |l est damisageable que I'activation de PKR1 influence
le déroulement du cycle cellulaire en favorisaattivité de C/EBB. Cependant, I'activation de
C/EBB initierait I'adipogenése, ce qui n'est pas le aasc PKR1. Il est donc fortement possible
gue PK2 puisse agir a travers différentes voiesiglealisation, qui seront intégrées afin d’inhiber

la fois la prolifération et la différenciation.

Conclusion et perspectives

Cette étude a permis de mettre en évidence unndilgeau de la protéine PK2 et de son
récepteur dans le tissu adipeux. En effet, I'implect'inactivation du géne codant pour PKR1 dans
le tissu adipeux n’avait jamais été étudié jusquésent. Nous avons montré que la PK2 est un
facteur anti-adipogénique qui inhibe la prolifépatides préadipocytes lors de la phase d’expansion
clonale mitotiqgue. Cependant, le mécanisme pareldguPK2 joue ce rdle n’est pas encore élucidé.
Il serait intéressant de déterminer le réle exactadPK2 au niveau de I'expression des régulateurs
du cycle cellulaire et des facteurs adipogéniqaéis, de savoir si elle agit uniquement sur la
prolifération ou également sur la différenciatid@@ette approche nous permettrait également de
savoir quelles sont les voies de signalisation igugles dans ces mécanismes.

Nos investigations nous ont permis de comprendee lguPK2 joue un réle direct sur la
prolifération et la différenciation des préadipasyt Cependant, nous n'avons pas étudié le role de
la PK2 sur des adipocytes matures. Nous pourriams anvisager que la PK2 puisse avoir un
impact sur la dédifférenciation des adipocytes gragipocytes afin d’augmenter I'hyperplasie du
tissu adipeux.

De plus, nous ne nous sommes pas intéresses ackofosécrétrice des adipocytes et des
préadipocytes. Il est possible que la PK2 induassédcrétion de facteurs paracrines qui pourraient
moduler la prolifération et la différenciation dgwéadipocytes, voire méme stimuler la
dedifférenciation des adipocytes en préadipocytes.

Nos résultatsn vivo nous laissent penser que la souris PKRburraient étre un modéle

d’obésité humaine pour expliquer les cas d'obébiperplasique. Cependant, étant donné le
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phénotype observé au niveau du tissu adipeux, me@stigations sur la souris aP2-PKRmérite
d’étre menées plus avant. Cette souris pourrait@rbien meilleur modeéle que les souris PKR1
puisque le phénotype du tissu adipeux correspordixraux caractéristiques de I'obésité humaine.
En effet, la notion d’obésité comme maladie inflamtoire est tres importante chez 'Homme et ce
parametre ne peut pas étre exclu du modéle anlhhsdrait bon d’étudier le phénotype de ces
souris a différents ages. Nous pourrions ainsia®eplla morphologie du tissu adipeux pour voir
I'évolution au cours du temps. Il serait égalemintéressant d’analyser le réle de I'inflammation et
de l'angiogenése dans I'évolution du phénotype alemlasse grasse. Il est possible que la
vascularisation encore maintenue a 24 semaine® rsoit plus a I'age de 40 semaines et le
phénotype risquerait alors de s’aggraver. De passmacrophages présents dans le tissu adipeux
des souris aP2-PKR1pourraient y jouer un réle clé en modulant I'exgian de la masse grasse et
celle du réseau vasculaire. Il est possible quenlesrophages sécretent des facteurs paracrines afin
de moduler I'angiogeneése, la prolifération des gigacytes, voire méme leur différenciation. Nous
envisageons également que les macrophages patreadirectement impliqués dans I'hyperplasie
du tissu adipeux. En effet, il se peut que PKRinglé la différenciation des macrophages en

préadipocytes, qui pourrait alors se multipliesedifférencier en adipocytes.
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Figure 52 : Réle de la voie PK2/PKR1 dans l'adipogese.
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Notre étude du profil métabolique des souris PKRipermis de corréler I'évolution de
l'insulino-résistance des souris avec celle des@ures obéses. Toutefois, nous ne pouvons
négliger le réle du réseau vasculaire et des ogyaoa-adipeux dans la résistance a linsuline
observée. Nous avons déja commencé a détermimételedirect de la PK2 au niveau du tissu
adipeux par I'étude de la souris aP2-PKR1l serait donc intéressant d'étudier plus en itiéa
métabolisme de ces souris afin de déterminer l&ibotion réelle du tissu adipeux dans les défauts
métaboliques observés. De plus, la vascularisaidiinflammation induites par les macrophages
pourraient également influencer le développement’idsulino-résistance. Il serait eégalement
intéressant d’étudier I'impact de la PK2 au niveaufoie et du pancréas, aussi biervitro qu’in
vivo. Nous pourrions ainsi envisager la création deisalans lesquelles PKR1 est spécifiquement
inactivé dans le foie et le pancréas afin de voirglication de ces organes dans le phénotype des
souris PKRT.

PKR1-/- aP2-PKR1”
15 semaines 40 semaines 24 semaines 40 semaines
- hyperplasie - hyperplasie
Tissu adipeux - défaut vasculaire - maintien de la vascularisation ?
- hypoxie -fibrose
-nécrose - infiltration de macrophages
NFD | - résistance a I'insuline - résistance a l'insuline - sensibilité a I'insuline
légere normale ?
Métabolisme - |égere modification de - intolérance au glucose | - léger défaut de la
la clairance du glucose clairance du glucose
HFD | - WT : profil similaire a - WT : profil similaire a ? ?
PKR1-/- PKR1-/-

Tableau 2.: Effet de I'inactivation de PKR1 dans lse modeéles murins

A I'heure actuelle, I'identification d’une cible érapeutique permettant de réduire I'obésité
est primordiale. Les récepteurs couplés aux presed étant les cibles médicamenteuses les plus
répandues, les récepteurs des prokinéticines twerstidonc une cible d’intérét dans I'étude de
'obésité. Nos investigations ouvrent donc une mdlevvoie d’étude de la physiopathologie de
I'obésité et de la contribution de cette derniesaglle développement de I'insulino-résistance. Les
résultats obtenus permettent d’envisager un réldadeK2 et de son récepteur PKR1 dans le
traitement et/ou le pronostic de I'obésité. En teffe serait intéressant de savoir si la PK2 est
capable de réverser I'obésité observé chez lesssdNwus pourrions envisager l'injection de PK2

recombiante ou de 'ADN codant pour PKR1 au nivehu tissu adipeux afin d’'induire une
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diminution de la masse grasse et restaurer le téifétabolique. Ce type de traitement pourrait
ensuite étre transposé chez 'Homme afin de vairabésité.

De plus, les obésités humaines pouvant aussi éege & des mutations génétiques, il serait
intéressant d’étudier les mutations de PKR1 auaniwu tissu adipeux humain afin de déterminer
si ces mutations peuvent étre considérées commeoureau facteur de risque de l'obésité
hyperplasique. Nous aurions alors découvert un eawwnoyen de pronostiquer le développement

de I'obésité et de I'insulino-résistance.
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St e Role de la prokinéticine-2 dans le tissu

adipeux

Résumé

L'obésité est un facteur de risque pour de nombreuses maladies telles que le diabete de
type 2 et les maladies cardiovasculaires. La prokinéticine-2 a été caractérisée comme une
hormone anorexigéne qui joue un rble dans la régulation de I'appétit et le métabolisme énergétique
via une action sur le récepteur PKR2 au niveau centrale. Cette étude consiste a étudier
l'implication de la PK2 et de PKR1 dans le tissu adipeux et dans la physiopathologie de I'obésité.

Les souris PKR1-/- dans lesquelles le géne codant pour PKR1 est totalement inactive,
présentent une obésité par hyperplasie, du fait de la prolifération des préadipocytes. Les souris
PKR1-/- présentent un état diabétique, avec une insensibilité a l'insuline accrue et une forte
intolérance au glucose. Les souris aP2-PKR1-/- dans lesquelles PKR1 est spécifiquement inactivé
dans le tissu adipeux, présentent, elle aussi, une obésité hyperplasique, due de la prolifération
des préadipocytes. In vitro, nos résultats montrent que la PK2 est capable dinhiber la
différenciation des préadipocytes en inhibant la prolifération des préadipocytes lors de la phase
d’expansion clonale mitotique.

Nos résultats permettent d’envisager un role de la PK2 et de son récepteur PKR1 dans le
traitement de I'obésité.

Mots-clé : prokinéticine-2, tissu adipeux, obésité, insuline, diabete, prolifération
adipocytaire, différenciation adipocytaire

Résumé en anglais
Obesity is a risk factor for various disorders such as type 2 diabetes and
cardiovascular diseases. The prokineticins, prokineticin-1 and prokineticin-2 bind two similar G
protein-coupled receptors, PKR1 and PKR2. Prokineticin-2 is an anorexigenic hormone that plays
a role in appetite regulation and energy metabolism, via a direct hypothalamic mechanism. Since
adipocytes express mainly PKR1, we investigated the role of PKR1 in adipocyte functions.
PKR1-null mutant mice exhibit increased body weight that is due to an increased

visceral fat mass. Mutant adipose tissue is characterized by adipocyte hyperplasia due to an
increase in number of proliferating preadipocyte. Mutant adipocytes exhibit downregulation of
insulin signaling that is associated with glucose and insulin tolerance. Adipocyte-specific aP2-
PKR1 knockout mice present also an increased visceral adipose tissue that lead to a slight
increased body weight. Fat mass is also characterized by an hyperplasia and an increased
preadipocyte proliferation.This mice present slight metabolic changes.Utilizing 3T3-L1 murine
preadipocytes, our study reveals that prokineticin-2 exerts an anti-adipogenic function in murine
cells. Inhibition of adipogenesis mediated by prokineticin-2 involved PKR1. Prokineticin-2 also
inhibits proliferation of preadipocytes.

These results suggest that prokineticin-2 via PKR1 signaling plays a crucial role in
adipogenesis and adipose tissue hyperplasia.

Keywords : prokineticin-2, adipose tissue, obesity, insulin, diabete, adipocyte proliferation,
adipocyte differentiation
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